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UBERSICHT

In der vorliegenden Arbeit wird im ersten Teil die Hydrolyse eines Phosphatesters durch
hydrolytisch aktive Tripeptide gezeigt. Diese Histidin-haltigen Peptide wurden mit Hilfe einer
kombinatorischen Split-und-Mix Peptidbibliothek identifiziert. Die Bibliothek bestand
abwechselnd aus den Aminosduren der katalytischen Triade (Asp, Ser, His) von
Serinproteasen und Linker-Motiven, die sowohl flexibel als auch strukturdirigierend sind. Die
Hydrolyse wird mit Histidin-haltigen Peptiden und durch Zugabe von verschiedenen
Metallsalz-Losungen verwirklicht.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde kombinatorische Chemie zur Identifkation von Peptiden
verwendet, die selektiv Ag -Ionen binden. Diese Komplexierung erméoglichte eine Reduktion
von Ag' mittels Licht oder Ascorbat und erlaubte somit die Herstellung von Silber-
Nanopartikeln auf der Festphasen-Oberfliche. Dabei gelang es Peptidsequenzen zu
identifizieren, welche die Bildung unterschiedlich groBer Silber-Nanopartikel auf den
Festphasen-Oberflichen induzieren. Desweiteren konnte eine Wachstumshemmung des
Bakteriums Staph. epidermidis durch ein bestimmtes festphasengebundenes Peptid, welches
mit Silber-Nanopartikeln bedeckt war, beobachtet werden. Mit diesem Peptid gelang es auch,
in Losung Silber-Nanopartikel herzustellen, die mit Hilfe von UV-Vis Spektroskopie
beobachtet werden konnten.

Im letzten Teil der Arbeit werden wasserlosliche Diketopiperazin-Rezeptoren untersucht, die
basische Tripeptide selektiv in wissrigen Losungen binden. Der Farbstoff Dispersrot oder
zumindest einzelne in ihm enthaltene Strukturfragmente spielen fiir die Wechselwirkung eine
wichtige Rolle. Um deren Einflu ndher zu untersuchen, wurden neue wasserldsliche
Rezeptoren hergestellt, die verschiedene Strukturfragmente des Dispersrot enthalten und
deren Bindungseigenschaften untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass der Austausch von
Dispersrot durch weniger aromatische, jedoch stets hydrophobe Bausteine zu einem

erheblichen Bindungsverlust fiihrt.






Inhaltsverzeichnis 1

Inhaltsverzeichnis

INHALTSVERZEICHNIS .....cucouuoouinunnuensainenssesssissssssessasssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssss 1
1. ALLGEMEINER TEIL...cuiiinicninrensecsenssenssecssnsecssecsasssnssssssasssesssssssssssssssssssssessassssssss 9
1.1 EINLEITUNG ettt ettt et ettt sttt et e 9
1.2 KOMBINATORISCHE CHEMIE .......coouiiiiiiiiiiiiiiiiieniecie ettt 13
1.2.1 SPLit-ANnd-Mix-SYNIRESE .........c..oooeevvieiiiieeiieeeee e 13
1.2.2 Kodierte Split-and-Mix-SYNtRESe ..............ccccoovviiiiiiiiiiiiiiieee e, 14
1.2.3 Synthese einer kodierten Split-and-Mix-Bibliothek................c..ccccoceuvevnenn.. 16
1.2.4 Screening von kodierten kombinatorischen Bibliotheken ................................ 17
1.3 ZIEL DER ARBEIT....cccuttiiiiiiieiie ettt ettt ettt s s e e eneesaneenee s 19
1.4 LITERATURVERZEICHNIS ......ooiiiiiiiiiiiiiiieiieie ettt ettt ettt 23
2. PEPTID-METALL-WECHSELWIRKUNGEN UND DEREN ANWENDUNG.........
ZUR ESTER- UND AMID-HYDROLYSE......ucunveninrnsensuecsenssncsaecsesssesssecssssscssessses 29
2.1 EINLEITUNG ..ttt ettt ettt et 29
2.1.1 Hydrolytisch aktive ENZYME ...............cccoovoieiiiiiiiiieiieee e 29
21101 PrOEASEN ..ottt 29
2.1.1.2  ESTETASEI....cctiiiiiiiieiieeieeite ettt ettt ettt et e 32
2.1.1.3  PhOSPhatasen ........ccccueiiiuiieiiiie ettt et e e e e 33
2.1.2 Metallionen in biologischen SYStemMen ..............cc.cccoecueieieiceieciaiieeieeeieen, 33
2.1.3 Hydrolase MImetika .................cc..occuveeiiiiiiiieeiie e 35
2.1.3.1 Metall-freie SPaltung..........ccooieiiieiiiiiieiieie e 35
2.1.3.2  Metall-katalysierte Spaltung ..........cccceecveeriiiieeiieeiee e 38

2.2 SPALTUNG VERSCHIEDENER ESTERSUBSTRATE MIT HILFE VON KODIERTEN .................
SPLIT-AND-MIX PEPTIDBIBLIOTHEKEN .......ccoiiiiiiiiieniienieeereenee e eenee e 42

2.2.1 Design und Synthese der kodierten Penta- und Tripeptidbibliotheken............ 42
2.2.2 Anwendungen der Peptidbibliotheken....................cccccccoveevvivieiiiiiiiieaiiieeenean, 44
2.2.2.1 Spaltungsexperimente mit Essigsdureethylester und Methylrot als Indikator .
...................................................................................................................... 44

2.2.2.2  Spaltungsexperimente mit den Pyrenesterderivaten 27 und 28 ................... 46
2.2.2.3 Spaltungsexperimente mit p-Nitrophenylacetat 18 und..............cccooeevnirennen..
4-Methylumbelliferylacetat 40............c.coooueeiiieriieiienieeieee e 48

2.2.2.4 Spaltungsexperimente mit Indolyl Phosphat Dinatriumsalz 31 ................... 49
2.2.3 Zusammenfassung und AUSBLiCk..................cccccovviiiiiiiiiiiiiieeeeee e 58
23 RADIKALISCHE UND HYDROLYTISCHE SPALTUNG VON PEPTIDBINDUNGEN............... 60
2.3.1 Radikalische Spaltungsexperimente auf fester Phase.................cccccceveennnn.n. 60
2.3.2 Radikalische Spaltungsversuche in LOSUNG ..............c.ccccoeeeaveeaceiiiiieeeeenne 67
2.3.3 Hydrolytische Spaltungexperimente auf fester Phase.................cccccceveeennnn.n. 68
234 Proteolytische Peptidrezeptoren ...............ccccoevueeciiiieiciiiieiieieee e, 69
2.3.5 Zusammenfassung und AUSDIICK. ..................ccccevvveieiieeeiiieeiiieee e, 74
24 LITERATURVERZEICHNIS ....c.coitiiiiiiiiiiiiiniteie ettt et 76
3. PEPTIDE ZUR HERSTELLUNG VON SILBER-NANOPARTIKELN.................. 83
3.1 EINLEITUNG ..ottt st 83
3.1.1 Silber-Nanopartikel und ihre Wirkung................ccccoovvveeevieeeiiieeeiieeeiie e, 83
3.1.2 Herstellung von Silber-Nanopartikeln ..................cc.cccooeevevoiicianiieaeenieen, 84
3.1.3 Optische Eigenschaften von Edelmetall-Nanopartikeln .................c............... 85
3.14 Biologische ASPekte................c..cccoovieiiiiiiiiiiieiieee e 86

3.2 FESTPHASENEXPERIMENTE ZUR HERSTELLUNG VON SILBER-NANOPARTIKELN ........ 88



Inhaltsverzeichnis

3.2.1 VOFVE SUCHE. ... 88
3.2.2 Kombinatorische Experimente: Lichtreduktion von Ag" .............ccocvcvvevun..... 90
3.2.3 Experimente mit festphasengebundenen Peptiden: Lichtreduktion von Ag" ... 93
3.2.4 Experimente mit festphasengebundenen Peptiden: Chemische Reduktion..........
VOR AG " oo 98

325 Kombinatorische Experimente: Chemische Reduktion von Ag" ................... 101
3.2.6 Experimente mit festphasengebundenen Peptiden: Chemische Reduktion..........
VOR AG oo, 102
3.2.7 Experimente mit festphasengebundenen Peptiden: Lichtreduktion von Ag" . 105
3.2.8 Isothermische Mikrokalorimetrie Studien zur Inhibition von Bakterien........ 108
33 STUDIEN ZUR HERSTELLUNG VON SILBER NANOPARTIKELN IN LOSUNG MIT................
HILFE VON PEPTIDEN ......coiiiiiitiiiiieeeeeeeceiitreee e e eeeeeetreeeeeeeeeeeeetanreeeseeeeeeeanrsneeeesees 113

3.3.1 UV-VIS-STUATON ..o 113
3.3.2 TEM-STUATEN. ..., 114
333 NMBR-STUATEN ... 115
34 ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK .....cuuvvviiiieeeeiieiiiireeeeeeeeeeeieinrreeeseeeeeensinssneeeesens 118
35 LITERATURVERZEICHNIS .....coettiiiiiiiiiieiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereeeeeees 120
SYNTHESE NEUER WASSERLOSLICHER DIKETOPIPERAZIN- ........covveveuenen.
REZEPTOREN UND DEREN BINDUNGSEIGENSCHAFTEN.....utecirreeeecnnne 127
4.1 EINLEITUNG ....uuutiviiiiie ettt ettt eeeeeaa e e e e e e et eeeaeeeeeeesnabnneeeeeeeennnns 127
4.2 DESIGN DER WASSERLOSLICHEN DIKETOPIPERAZIN-REZEPTOREN...........ccccvvveeeee.n. 129
4.3 SYNTHESE DER WASSERLOSLICHEN DIKETOPIPERAZIN-REZEPTOREN ..........c.c.uu..... 131
44 BINDUNGSAFFINITATEN DER REZEPTOR-PEPTID KOMPLEXE.........ccccovvvveieieeeeeeennnnn. 134
4.5 ZUSAMMENFASSUNG .......cccittiittrreeeeeeeeeieiirreeereeeeeiniiireseeeseeeeeneitsrreeeseseessmsiissrseeesens 138
4.6 LITERATURVERZEICHNIS .....coovtiiiiiiiiiiieieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 139
GERATE UND MATERIALIEN ......covoeueeeteueenesesnesessssesesssssssssessssssessssessssssessssesssesss 147
5.1 ANALYTISCHE METHODEN .......cuuuuuuutuuuueruueruesssssesesssssrsssssssmsrsssssesessnsseesns..—.————— 147
5.2 CHROMATOGRAPHIE .....ccooiuuvrreeeeeeeeeeiiireeeeeeeeeeeeeitrreeeseeeeeensisseeeseseeeensessnseesseeeennnns 149
53 WEITERE GERATE .....uvuuuuuuuiuuuiueusussssssesesssnesessssssssesresssasssesssseesse.....................—.————— 149
5.4 LOSUNGSMITTEL UND CHEMIKALIEN ......ccciiiiiiiiiiirreeeeeeeeeiniirreeeeeeeeeensesrrneesseeeennnns 150
5.5 PUFFERHERSTELLUNG ....ccoevviiiiiiiiiieeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeeeeeeeereeeeeeees 150
5.6 AGAROSEGEL-HERSTELLUNG.....ccceiieiiiiiiiirreeeeeeeeeieiiitreeeeeeeeeeeneitnnreeeseseeesnsinssnseeesens 151
5.7 HERSTELLUNG DES NINHYDRIN=-DIP ......coooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 151
ALLGEMEINE ARBEITSMETHODEN ......ccciicinttieccnnneecccssneeccsssnseecsssansesssssnssaces 152
6.1 MANUELLE FESTPHASENPEPTIDSYNTHESE .....ccovtiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 152
6.2 AUTOMATISIERTE FESTPHASENPEPTIDSYNTHESE ......cuuuuuueurrrrrrrrererrnsnersnensnssesnnennnnns 153
6.3 SYNTHESE EINER KODIERTEN KOMBINATORISCHEN PENTAPEPTID-BIBLIOTHEK ............
MITTELS POLYCHLORIERTEN AROMATEN ALS TAG-MOLEKULE ........ccvvvvvvvvnerenenenns 154

6.4 VORSCHRIFT FUR DIE KOMBINATORISCHEN LOSUNG-ASSAYS....uvvvieieeeeeeeinrrreeennn. 160
6.4.1 Pyrenester und Pyrenalkonol.....................cccoccveveiiiiiiiiiiiiiiesiiieeie e 160
6.4.2 TNATGO ..o 161
6.4.3 Spaltversuche mit der Fluorophor-Quencher Bibliothek............................... 161
6.4.3.1 Kupferkomplexe von JUDITH BURSTYN ......cccceiiiriiienieniieiieeie e 161

6.4.4 Spaltversuche mit dem EDTA-Peptid 3, dem Lysin-Peptid 72 und der

Fluorophor-Quencher-Bibliothek 47 mittels Fenton Reaktion (Fe')......... 162

6.4.5 Spaltversuche mit dem EDTA-Peptid 3 und der Fluorophor-Quencher..............
Bibliothek 47 mittels Fenton-Reaktion (FE) ..., 163

6.4.6 Spaltversuche mit dem EDTA-Peptid 3, Lysin-Peptid 72 und Terpyridin-..........

Peptid 70 mittels Fenton Reaktion (CU ) .........ooeoeeveeoeeoreeeeeeeeeeereeereeeeeeeneen. 163



Inhaltsverzeichnis 3

6.4.7 Spaltversuche mit dem EDTA-Peptid 3 und Lysin-Peptid 72 in Losung..............
unter HPLC KONtrolle................ccc.cccouveeiiiiiiiiiiiieicieeeceeeee e, 164

6.5 VORSCHRIFT FUR DIE KOMBINATORISCHEN AGAROSEGEL-ASSAYS ...cevvveeeriireeenns 164
6.6 VORSCHRIFT FUR DIE KOMBINATORISCHEN METALLBINDUNGS-ASSAYS ................ 164
6.7 VORSCHRIFT FUR DIE KOMBINATORISCHEN SILBER-ASSAYS...ccceivvirerririeeerieeeeanns 165
6.8 VORSCHRIFT FUR DIE ESI-MESSUNGEN MIT DEN PEPTIDEN UND SILBER ................ 165
6.9 VORSCHRIFT FUR DIE ISOTHERMISCHEN MIKROKALORIMETRIE STUDIEN (IMC) ..........
ZUR INHIBITION DES BAKTERIUMS .....ccctiiiiiiieeniiieeniieeeiteeeireesneeesneeesnneeesnseesnnseesns 166

6.10  VORSCHRIFT FUR DIE ITC STUDIEN.......ctiiiiiiiieieiiiiee e e esieeeeeseiteeeeeieeeeseeveeeas 166
6.10.1  Bindungsaffinitdit zwischen Rezeptor 7 und Peptid...............c.ccccccvvvvavueacnanninn.
Arg-Ar@-ArgNHPE 128.......cccooiieeiieeeeee ettt 166

6.10.2  Bindungsaffinitdit zwischen Rezeptor 8 und Peptid..................ccccccevvvevueacranncnn.
Arg-Ar@-ArgNHPE 128........cccceeeieeieeeeeee et 167

6.10.3  Bindungsaffinitdit zwischen Rezeptor 9 und Peptid..................cccccoevevavvencnannin.
Arg-Ar@-ArgNHPE 128........ccoeoiieeieeeeeee et 167

6.10.4  Bindungsaffinitdit zwischen Rezeptor 10 und Peptid................c....cccccvevueavurann..
AVG-Ar@-ArGNHPE 128......coooiiiiiiiiieee ettt 167

6.11  VORSCHRIFT FUR DIE NMR TITRATION ......coviuiiiiiiieniieeniieeniieesieeenieeeniveesneeee e 167
6.12  VORSCHRIFT FUR DIE UV KINETIK MIT INDIGO.......cccoriiiieeeiiiieeeeiieeeeeieee e 168
6.12.1  Peptide und Phosphatester in LOSUNG................cccccvevueeiianieaiieiieeeeeeeee 168
6.12.2  Festphasen-gebundene Peptide und Phosphatester..................cc.ccccoeveuenn.. 168

6.13  VORSCHRIFT FUR DIE UV MESSUNGEN MIT SILBER ......ccccvetruieeniieeniieenieeeneeeennnne 168

7. SYNTHESE DER AMINOSAURE FUR DIE BIBLIOTHEKEN: ........cccccveeeueeesrennne
FMOC-TRANS-2-AMINOCYCLOHEXANCARBONSAURE........cceererereerererereressesens
(FMOC-ACHC-OH) 36 cucccuueiveiisnnisenssnensnnsssecsessssnsssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass 169

8. SYNTHESE DER PEPTIDE FUR DIE PHOSPHATESTERSPALTUNG............ 170
8.1 AC-L-HIS-B-ALA-L-HIS-NH72 42/D ......ooooiiiiiiieeie ettt 171
8.2  AC-L-HIS-L-HIS-NH2 43a/D....ccoiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee e 172
8.3 AC-D-HIS-AHX-L-HIS-NH2 44a/D ......ccooiiiiiiiiieeeee et 173
8.4  AC-L-SER-B-ALA-L-SERNH, 45a/b .....cccoooiiiiiiiiiiiiieieceeeece e 174
8.5 AC-L-ASP-PRO-GLY-L-ASP-NH460a/b........ccccvviiiiiiiiieiieeeeeeeeeee e 175

9. SYNTHESE DES EDTA TEMPLATES ......cocciiiiviiinnniininnnisssncssssrcsssncsssssesssssssassees 176
9.1 2,3-DI(BUTYLOXYCARBONYLAMINO)PROPIONSAURE 49........cccvvvvriiiniieeiieeniieenns 176
9.2 2,3-DI(BUTYLOXYCARBONYLAMINO)PROPIONSAURE BENZYLESTER 50.................. 177
9.3 2,3-DIAMINOPROPIONSAURE BENZYLESTER HCL-SALZ ST ....oooovviiiiiiieee 178
9.4 2,3-BIS[DI('BUTYLOXYCARBONYLMETHYL)AMINO)-......cvoviviuieereeeeeeseseseseeeeseseseseesenens
PROPIONSAURE BENZYLESTER 52 .....iiiiiiiiiiiieenitieeieeeitee ettt esiee st eesineessaneeens 179

9.5 2,3-BIS[DI('BUTYLOXYCARBONYLMETHYL)AMINO) PROPIONSAURE 53.................. 180
9.6 2,3-BIS[DI('BUTYLOXYCARBONYLMETHYL)AMINO)-PROPIONSAURE .........cccoovrvrunnnen
PENTAFLUOROPHENYLESTER S4.......uiiiiiiiiiiieieiiieeeeeieeeeeeteee e eiveeeesivveeeesnsaeeeenns 181

9.7  N-0-FMOC-N-g-TETRA(TERT-BUTYL) EDTA-L-LYSINESS ....cooiiiiiiiiieiiee 182
10. SYNTHESE DER EDTA-FUNKTIONALISIERTEN BIBLIOTHEK 56.......... 183
11. SYNTHESE DES TERPYRIDIN DERIVATES ....cccuviiivviinivnissnnncssnncssnsrcssssncnes 184
I11.1  TERPYRIDIN-ENON S8 ...ttt et et e et e e e enneee s 184
11.2  TERPYRIDIN METHYLESTER 59 ..ottt 185
11.3 TERPYRIDIN NA-SALZ G0 .......ccooniiiiiiiiieeeeiiee ettt e e e e e 186

12. SYNTHESE DES FLUOROPHOR-QUENCHER SYSTEMS.....cuenenveecuennne 187



4 Inhaltsverzeichnis
12.1 BOC-GESCHUTZTE ANTHRANILSAURE 02 ........cccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 187
12.2  PENTAFLUOROPHENYLESTER 03........ccooiiititiiiiieeeieiiiiieeeeeeeeeeeeireeee e eeeenrreeeee e 188
12.3  FLUOROPHOR O4.......cooooiiiiiiiiiiiiii e 189
124  FMOC-SCHUTZUNG DES QUENCHERS 00 ...........ccccvvviiiiiiiiiieiiiieeeeeieee e 190

13. SYNTHESE DER FLUOROPHOR-QUENCHER PEPTIDE.........cccceecveruveenueene 192
13,1 EDTA-CPEPTID 3.ttt ettt e e et e e e e e e eeetrrneaeeeees 193
13.2  LYSINPEPTID 72 ..o, 194
13.3  EDTACPEPTID 09 ....ocooeiieeeiieeeeeeee ettt eeeetarneaea e 196
13.4  TERPYRIDINPEPTID 70 ......ccooiiiiiiiiiiiiii 196
13.5 REFERENZ-PEPTID T .....coiiiiiiiiiiie ettt eeeerreeaea e 197

14. SYNTHESE DES PROTEOLYTISCHEN REZEPTORS 4.......uuvveeereeeccnneens 198
14.1  SYNTHESE DES DIKETOPIPERAZIN TEMPLATES 84 .......ooovviiiiiiiiiiirieeeeeeeeeeevveeeeee. 198

14.1.1  N-Boc-trans-y-hydroxy-L-Prolin Methylester 77 ..........cccccocevevuvevcveencuenanne. 198
14.1.2  N-Boc-trans-y-azido-L-Prolin Methylester 79 ............ccccccouveevveivienceeneenne. 199
14.1.3  TFA-trans-y-azido-L-Prolin Methylester 80 ................cccccccooveveveencveennnnne. 200
14.1.4  N-Boc-trans-y-azido-L-Prolin Pentafluorophenylester 81............................. 201
14.1.5  N-Boc-(trans-y-azido-L-Pro); OCH3 82............cccccocvviviiieniiiieniieeiie e, 202
14.1.6  Cyclo-(trans-y-azido-L-Pro); 83 .........ccccouvieiieiiiaiieiieeeeee e 203
14.1.7  Cyclo-(trans-y-amino-L-Pro); HCL 84 .............ccccoovvviviiiieiiiieiieeeie e, 204
14.2  SYNTHESE DES TYROSIN-DISPERSROT-FARBSTOFFES 87 .....ccovvvvrvieiieeeeieirreeeenee. 205
14.2.1  N-Boc-L-Tyr(DR)-OCH3 86 ...........c..ccoooeeiveaieeeecieeeeeeeeeeeeeeee e, 205
14.2.2  N-BOC-L-TYF(DR)-OH 87 ......ooeeiieaieeee et 206
14.3  SYNTHESE DES REZEPTORS 4......ccooiiiiiiiiiiiiiieeee e 208
14.3.1  SYNIRESE VOI 89 ... 208
14.3.2  Kupplung der Rezeptorarme .................ccceeeeuveeiieeeeiieeeiieeeiieesieeesieeesvee e, 209
14.3.2.1 Erste KUpplung......cccooeouiiiiiiiecieee et 209
14.3.2.2  ZWeite KUPPIUNG....ccouiiiiiiieeie et e 210
14.3.2.3  Dritte KUPPIUNG......ooviiiiieiieiieecee ettt 211
14.3.2.4 Entschiitzung der Seitenketten-Schutzgruppen.........c.coceeeevveeeiveennennnne. 211

15. SYNTHESE DER PEPTIDE ZUR NANOPARTIKEL HERSTELLUNG......... 213
15.1 ISO-NIKOTINSAURE TENTAGEL O......ccooooviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee, 214
152  Ac-D-HiS-R4C-ACHC-L-TYR-NH-TG/H 92a/b........c...ccovveiiiiiiieeecieeeecieeeeeen, 215
153  AcC-L-HIS-RAC-ACHC-L-TYR-NH-TG/H 93a/b ......ccvvvvviiiiiiicieeeeeeece e, 216
154  AC-D-SER-RAC-ACHC-L-TYR-NH-TG/H 94a/D ......c..coocoviiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee, 217
15.5 AC-L-SER-RAC-ACHC-L-TYR-NH-TG/H 952/ .....ccooovviiiiiiiiiiieiieeeeee e, 219
15.6  AC-L-TYR-RAC-ACHC-D-SER-NH-TG/H96a/b ...........cccoovvvviiiieicieeccieeeenne. 220
15.7  Ac-D-HiS-PRO-AIB-L-TYR-NH-TG/H 97a/D ......c...cccovviiiiiiiiiiiieeeeeeeee e, 221
15.8  AC-L-SER-PRO-AIB-L-TYR-NH-TG/H98a/D ..........ccoevvviiiiiiiiiieieeeeeeeeeee. 222
159  AcC-L-SER-PRO-AIB-L-SER-NH-TG/H 99a/b .........cocviiiiiiiiiiiieeeeeeeee e, 223
1510  AC-L-TYR-L-TYR-NH-TG/H 100a/D..........cccoeeiririiiiiiieeieeeeeeeeeee e 224
15.11 AC-L-TYR-GLY-L-TYR-NH-TG/H 101 @/b ......ooeieviiiiiiiiieeeeceeeeee e 225
15.12  AC-D-ASP-B-ALA-D-ASP-NH-TG/H 102a/b.......ccooooveiiiiiiiiiiieiieeeeeeeee e, 226
15.13 AC-L-TYR-PRO-GLY-L-TYR-PRO-GLY-L-SER-NH-TG/H 103a/b .................... 227
15.14 AcC-L-His-L-His-PRO-GLY-D-HIS-NH-TG/H 104a/b ...........ccccooovvveeenerennnnnnne. 228
15.15 AC-L-SER-AHX-L-ASP-AHX-D-HIS-NH-TG/H 105a/b............cocovvvvveeeinnnnnnn. 230
15.16  Ac-D-His-(R,R)-ACHC-L-TYR-NH-TG/H 106a/b ..........c..ccocovevreevveerearrannnn.. 231
15.17  Ac-D-His-(S,S)-ACHC-L-TYR-NH-TG/H 107a/b.......c..cccoevveeeecreeeeereereennnne. 233
15.18  Ac-D-SER-(R,R)-ACHC-L-TYR-NH-TG/H 108a/b .........c..cccevvecriirirrarrnnne. 234



Inhaltsverzeichnis 5

15.19  AcC-D-SER-(S,S)-ACHC-L-TYR-NH-TG/H 109a/b .........ccceeeveririniieieenne 235
1520  AC-L-TYR-(R,R)-ACHC-D-SER-NH-TG/H 110a/b .......ccceveeiaiieieieieenee 237
15.21 AC-L-TYR-(S,S)-ACHC-D-SER-NH-TG/H 111a/b ....c.oocviviirieiicieieeieeeenee 238
15.22  AC-L-HiS-GLY-L-HIS-NH-TG/H 112a/b......cccooviiiiiiiiieeeieseeeeee e 239
15.23  Ac-D-HIS-PRO-AIB-L-ASP-NH-TG/H 113a/b .....ccccoceviiiiiiiininincnceee 240
15.24  AC-D-His-GLY-D-ASP-NH-TG/H 114a/b .........cccccooeciieieiieieiieieeeeeeeie e 241
15.25  AC-L-HiS-PRO-GLY-D-ASP-NH-TG/H 115a/b ......ccccovciniiiiniiiiiniccnces 242
1526  AC-L-ASP-B-ALA-D-HIS-NH-TG/H 116a/b ........cccoviiiiieieieeeeeeeee 243
15.27  AcC-D-His-R4AC-ACHC-L-PHE-NH-TG/H 117a/b .......cccveiiiieeeeeeee 244
15.28  AC-D-HIS-GLY-L-TYR-NH-TG/H 118a/b .........ccoccvriirierieiicieieeeeeeeie e 246
15.29  AC-D-HIS-L-TYR-NH-TG/H 119a/D .....cc.cectioiiieieiiieeceeee e 247
15.30  AC-D-HIS-L-HIS-NH-TG/H 120a/D ......cceeoeieieiieiieieeeeeeeee e 248
15.31 AC-L-CyS-GLY-L-ALA-NH-TG/H 121/ ....cooiiiiiiiiiieieeieeeeeeeee 249
1532 AC-L-ASP-RAC-ACHC-L-TYR-NH-TG/H 122a/b .....ccocceviiiiniiiiiniicinces 250
16. REZEPTOREN ZUR UNTERSUCHUNG DES EINFLUSSES VON

HYDROPHOBEN BAUSTEINEN ......ccuiniiniirenninsnicsninncssesssesssssecsssssesssessssssssses 252

16.1  SYNTHESE DES REZEPTORS 7....cccutiiiiiiiiiiieiieeieesee ettt 252
16.1.1  Kupplung von Bernsteinsdure-anhydrid ...................ccccocoveveeeviveneeecnaneenne. 252
16.1.2  Entschiitzung der Seitenketten-ScChutzgruppen..................ccccceeecveevcveencneeanne. 253
16.2  SYNTHESE DES REZEPTORS 8.....c.cooiiiiiiiiiiiiiiiiicicieccecceee e 254
16.2.1  Synthese des Azo Derivates 124 ................ccooueeveeeeeiieeieiiiieeieeecieeeiee e, 254
16.2.2  N-Boc-L-Tyr(Azo)-OCH3 125.........cccoooviiiiiiieeeeeeeeeee e 255
16.2.3  N-Boc-L-Tyr(Az0)-OH 126...............cccoocoeveaeiieieeeeeeeeee e 256
16.2.4  Synthese des Templates 127 .............cc.cccovvievieiiiaiieiieeiieeeee e 257
16.2.5  Kupplungen der Rezeptorarme...................ccccoeceueeeeeeeeceeeeiieescnieesneeenneeens 258
16.2.5.1 Erste KUpplung......cccooeviieiiiieeieee e 258
16.2.5.2  ZWeite KUPPIUNG....cccuiiiiiiieeiieeeeeee ettt e 259
16.2.5.3  Dritte KUPpIUNG......oooiiiiiiiieiieeeee et 260
16.2.5.4 Entschiitzung der Seitenketten-Schutzgruppen.........ccccceeeevveeeieeeinennnee. 260

16.3  SYNTHESE DES REZEPTORS 9.....cooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieicceccececce e 261
16.3.1  Erste KUPDIUNG.............ccovvieiiiieiiiieeee e 261
16.3.2  Zweite KUPPIUNG .........cccooooiiiiiaieiieeeee e 262
16.3.3  Dritte KUPPIUNG. ...........ccoooeiiiieiiiieciieeeee et 263
16.3.4  Vierte KupPIUNG ............cccooooeeiiiiiiieiie et 263
16.3.5  Entschiitzung der Seitenketten-Schutzgruppen..................cccceeecvveveveennenane. 264
16.4  SYNTHESE DES REZEPTORS 10......cccccciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinicicccccceeeee e 265
16.4.1  Erste KUPPDIUNG............ooccvveeiiiieiie et 265
16.4.2  Zweite KUPPIUNG .........cccoooiiiiiieiiieie et 265
16.4.3  Dritte KUPPIUNG. ...........cccoooeviiieiiiieiiieeeee et 266
16.4.4  Vierte KUPPIUNG ............cccooooveiiiiaiiiiii et 267
16.4.5  Entschiitzung der Seitenketten-Schutzgruppen....................coceeecvveecveencnnnanne. 267

16.5 SYNTHESE DES VON AC-ARG-ARG-ARG-NHPR 128......ccovvrrieiiiiiiiiiieeeeeeeeeenen, 268






ALLGEMEINER TEIL






Allgemeiner Teil 9

1. Allgemeiner Teil

1.1  Einleitung

Von allen Klassen biologisch aktiver Makromolekiile bieten Peptide und Proteine neben
Zuckern vermutlich die breiteste funktionelle und strukturelle Variabilitidt. Aufgrund dieser
strukturellen Vielfalt nehmen Peptide und Proteine viele Funktionen in der Natur wahr,
jedoch ist ihre Wirkungsweise in vielen Fillen nur ansatzweise verstanden. Es ist bekannt,
dass sie biologische Funktionen wie das Altern!"! und die Fortpflanzung®, Blutdruck!®!,
Korpertemperatur!, Schmerzlosigkeit™, Enzym-Hemmung!®), das Erinnerungsvermdgen und
das Lernen'” regulieren. Trotz ihrer Verschiedenartigkeit sind alle Proteine und Peptide aus
demselben Satz von 20 natiirlichen L-Aminosduren mit verschiedenen funktionellen Gruppen
in den Seitenketten aufgebaut. Diese Seitenketten unterscheiden sich in Grofe, Gestalt,
Ladung, Wasserstoffbriickenbindungs-Kapazitit und chemischer Reaktivitit. Die
Moglichkeit, verschiedene Strukturen auszubilden ist somit immens. Die Peptidbindung stellt
hierbei das chemische Bindeglied zwischen den einzelnen Aminosduren dar und bestimmt
somit einen groBen Teil der chemischen Eigenschaften der Peptide. Die Amidgruppe ist
planar gebaut, d.h. alle am Aufbau beteiligten Atome liegen in einer Ebene. Das freie
Elektronenpaar am Stickstoffatom kann in Konjugation zur Carbonylgruppe treten, wodurch
die Amidbindung stark resonanzstabilisiert ist. Der durch die Mesomerie entstehende
Doppelbindungs-Charakter dulert sich z.B. in der Bindungsldnge von 0.132 nm der C—N-
Bindung (i. Vgl. 0.125 nm fiir C=N-Doppelbindung und 0.147 nm fiir C—N-Einfachbindung)
(Abb. 1).1*!

? Ry ﬁ o Ry H
B e AN
v HoH RiH H

Abb. 1: Resonanzformen der Peptidbindung.

Durch diesen Doppelbindungscharakter ist die Amidbindung relativ starr und nicht frei
drehbar. Im Gegensatz dazu ist die Bindung zwischen dem a-Kohlenstoffatom und dem
Carbonylkohlenstoffatom eine reine Einfachbindung, genau wie jene zwischen dem a-
Kohlenstoffatom und dem Stickstoffatom. Die Bindungen beiderseits der starren Peptideinheit

weisen folglich eine grofe Rotationsfreiheit auf. Der Wasserstoft der Amidgruppe kann in
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s-trans- oder s-cis-Position zum Sauerstoff der Carbonylgruppe stehen, wobei bei den meisten

Peptiden und Proteinen die thermodynamisch stabilere trans-Form vorliegt (Abb. 2).

(0] (0]
R _H
P A
H Rs
s-trans S-CLS

Abb. 2: s-trans und s-cis Anordnung in einer Peptidbindung.

In der Amidgruppe stehen Sauerstoff und Stickstoff als zwei potentielle Bindungsatome zur
Verfiigung, um Protonen oder Metallionen zu komplexieren. Uber den gesamten wiBrigen
pH-Bereich  gesehen ist die Amidgruppe neutral und macht quantitative
Gleichgewichtsmessungen sehr schwierig. Mit einem pKs-Wert von 15-16 ist die Amidgruppe
eine sehr schwache Sdure und unter H-Abstraktion resultiert ein negativ geladenes
Stickstoffatom (anionische Form). Zudem ist sie eine schwache Base, die in Anwesenheit von
Siure protoniert werden kann."”’ Liegt das Amid in seiner anionischen Form vor, findet
sowohl die Protonierung als auch die Metallierung am Stickstoffatom statt. In der neutralen
Form hingegen geschieht beides am Carbonylsauerstoff, der jedoch aufgrund seiner
schwachen Basizitit (pks = -1) nur sehr schwach mit dem Metallion wechselwirkt. Die
Koordination von Metallionen durch die Amidbindung tritt somit entweder bei stark Lewis-
sauren Metallzentren oder bei Zugabe eines Uberschusses an Base auf. Das
komplexchemische Verhalten von a-Aminosduren und einfachen Peptiden wird ebenfalls von

den freien funktionellen Gruppen bestimmt.

Peptide und o-Aminosduren sind multifunktionelle, chirale Verbindungen und somit
vielseitige Liganden. Zu geeigneten Liganden fiir Metallionen zdhlen zum einen die C-
terminale Carboxylat-Gruppe und die N-terminale Amino-Gruppe, zum andern die
Seitenketten von Histidin, Aspartat, Cystein oder Tyrosin. Peptide und Aminosduren werden
jedoch nicht nur als Liganden verwendet, sondern sind auch als Substrate Gegenstand vieler
Untersuchungen. Dabei stellt die Hydrolyse von Peptidbindungen eine enorme
Herausforderung fiir viele Forschungsgruppen dar, da die gro3e Halbwertszeit unter neutralen

1 Von grofem Interesse sind

Bedingungen einen nukleophilen Angriff erschwert.
Metallkomplexe, die Peptide hydrolytisch spalten kdnnen. Solche Metallkomplexe konnten

als chemische Alternative zu proteolytischen Enzymen Anwendung finden. Hierbei haben
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sich bereits die Pd"- und Pt"-Aquakomplexe bewihrt, die an Heteroatome (bevorzugt S- und
N-Atome) der Peptidseitenketten koordinieren und die benachbarte Amidbindung
regioselektiv hydrolysieren (Abb. 3).['!

N N
S )
NH NH
9 H @ cis-[Pd(en)(Hy0),12* 7 1 OH
N N 2 . N OH + H2N)\[(
0 R 0o

Abb. 3: Regioselektive Hydrolyse von Ac-His-Aminosdure.

Die Peptidbindung fungiert dariiber hinaus auch als Donor bzw. Akzeptor von
Wasserstoftbriicken-Bindungen und ist daher malgeblich an der Ausbildung und
Stabilisierung von 3D-Strukturen beteiligt. Die Fahigkeit zur Ausbildung von nicht-
kovalenten Wechselwirkungen spielt auch bei der molekularen Erkennung eine grofle Rolle,
da die selektive Bindung von Molekiilen von enormer Wichtigkeit fiir die Entwicklung neuer
Wirkstofte wie auch fiir das Verstindnis zahlreicher natiirlicher Prozesse ist. Ein beriihmtes
Beispiel, welches die intermolekularen Wechselwirkungen zwischen kleinen Molekiilen

2] Vancomycin ist ein tricyclisches

demonstriert, ist das Antibiotikum Vancomycin.
Glycoheptapeptid, das den Aufbau der Zellwand gram-positiver Bakterien hemmt. Obwohl es
eigentlich ein eher kleines Molekiil ist, bindet es sehr stark und mit hoher Selektivitit an das
Peptid N-acyl-Lys-D-Ala-D-Ala, welches eine entscheidende Rolle bei der Vernetzung der

Bakterienzellwand spielt (Abb. 4).13]

D-Ala-D-Lac D-Ala-D-Ala

Abb. 4: Repulsive Wechselwirkung mit N-acyl-Lys-D-Ala-D-Lac.
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In den letzten Jahren haben jedoch einige der Bakterien Resistenz gegeniiber Vancomycin
entwickelt, indem sie N-acyl-Lys-D-Ala-D-Lac in ihre Zellwand einbauen. Mit diesem Peptid
ist die Ausbildung einer der Wasserstoffbriicken nicht mehr mdéglich und daher ist die
Bindung 1000 mal schwicher als mit N-acyl-Lys-D-Ala-D-Ala.!"* Die Entwicklung von
synthetischen Rezeptoren, die N-acyl-Lys-D-Ala-D-Lac mit hoher Selektivitdt binden, wire
eine gute Methode, um gegen die Vancomycin-Resistenz anzukédmpfen.

Sowohl das Design und die Entwicklung neuer synthetischer Peptidasen als auch das
Verstindnis der Mechanismen von selektiver Spaltung und selektiver Bindung ist immer noch
eine der groflen Herausforderungen in der organischen Chemie und wird erheblich durch den

Einsatz von synthetisch hergestellten Peptiden erleichtert.
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1.2 Kombinatorische Chemie

Mit dem Beginn der kombinatorischen Chemie in den frithen 90er Jahren wurde die Suche
nach neuen Wirkstoffen erheblich erleichtert.'>'® Nach ersten Anwendungen in der
bioorganischen und medizinischen Chemie ebnete sie sich ithren Weg auch in die
Materialwissenschaften!'” und in das Gebiet der Katalysator Entwicklung.!'®"”!

Das Prinzip der kombinatorischen Chemie besteht darin, eine Vielzahl verschiedener
Verbindungen (,,Bibliothek®) zu synthetisieren, sie gleichzeitig auf eine gewiinschte
Eigenschaft zu testen und die aktiven Komponenten zu selektieren. Das Charakteristische
einer kombinatorischen Synthese ist, dass verschiedene Komponenten unter identischen
Bedingungen gleichzeitig synthetisiert werden konnen, so dass am Ende die Produkte aller
moglichen Kombinationen die sogenannte ,.kombinatorische Bibliothek* bilden. Eine sehr
einfache Methode, um molekulare Vielfalt zu generieren ist die von den Gruppen von FURKA

20-23

und LAM unabhingig voneinander entwickelte ,,Split-and-Mix-Synthese“.!***! Unter den

24-26]

vielen verschiedenen Strategien zur Generierung molekularer Vielfalt ! ist sie wohl eine

der elegantesten und auch effektivsten (,,One-bead-one-compound*-Bibliothek).

1.2.1 Split-and-Mix-Synthese

Das Konzept der Split-and-Mix-Synthese basiert auf der simultanen Erzeugung einer gro3en
Anzahl von Molekiilen auf einer festen Phase. Die Methode ist in Schema 1 dargestellt: eine
bestimmte Menge Harz wird in x gleiche Teile aufgeteilt (Schritt 1) und jede dieser Portionen
wird mit verschiedenen Reagenzien X, Y und Z versetzt (Schritt 2). Nach Beendigung der
einzelnen Reaktionen und nachfolgenden Waschprozessen, um iiberschiissige Reagenzien zu
entfernen, werden die Portionen vereint und gemischt (Schritt 3). Danach wird das Harz
wieder in x gleiche Teile aufgeteilt und die modifizierte Festphase steht fiir einen weiteren
Zyklus bereit. Die Bibliothekssynthese kann nun hier beendet oder die einzelnen Schritte
nochmals wiederholt werden. Die Anzahl der erhaltenen Komponenten ergibt sich aus dem
exponentiellen Anstieg der Produkte (x"). In diesem Beispiel (Schema 1) sind es 2 Zyklen
(n = 2) mit 3 verschiedenen Reagenzien (x = 3), wobei sich eine Bibliothek von 9
Komponenten (3°= 9) ergibt. Entscheidend ist, dass jedes einzelne Bead (Harzkiigelchen) nur
eine Komponente trigt (,,one-bead-one-compound®). Prinzipiell kann jegliche Art von
monomeren Bausteinen X, Y und Z verwendet werden. Sind die verwendeten Reagenzien X,

Y und Z Aminosduren, so erhdlt man Dipeptide als Endprodukte.
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O O O Schritt 1 (1. Zyklus)
OOOO Aufteiling Q Q Q Q Q Q Q Q Q

Schritt2 | Reagenzien X, Y und Z

xQx-Q 2 - X ) .
YX :8 :_8 “Sracten X_QQQ YQ_OYO 2-Q OZ_Q

Sehritt 1 2. Zyklus) X_O X_O X_o
Aufteilen Y_O Z_O Z‘O Y_O Y_O Z_O

Schritt 2 | Reagenzien X, Y und Z

X-X Y-X -
x-YO Y-zgzz_:g Schritt 3 X‘X_O Y—X—O Z—X—O
8Y—YQ z-z Mischen X_Y‘O X—Z—Q Y—Z—O Y—Y—O Z-Y—Oz—z—

X-Zz

Schema 1: Prinzip der Split-and-Mix-Synthese.

Nach der Herstellung der Bibliothek wird diese zur Identifikation aktiver Komponenten

getestet.

1.2.2 Kodierte Split-and-Mix-Synthese

Je nach Harz befindet sich auf einem Bead eine Substanzmenge von etwa 100 pmol und daher
mul} die Methode zur Identifizierung dieser Substanz entsprechend empfindlich sein. Im Falle
von Peptiden bzw. Oligonukleotiden ldsst sich die Sequenz mit Hilfe des Edman-Abbaus?”
und PCR-(polymerase chain reactions)-Techniken aufkldren. Die Analyse nicht
sequenzierbarer Molekiile ist jedoch sehr schwierig. Es existieren Beispiele von Analysen mit

Hilfe von 'H- und "*C-NMR-Spektroskopie®*>"! und Massenspektrometrie,”'>*

jedoch ist
hierbei die Unterscheidung zwischen Stereoisomeren nur sehr schwer moglich. Ein weiteres
Problem bei der Synthese von Bibliotheken sind unvollstdndige Reaktionen.

Aus diesem Grund wurden verschiedene Kodierungskonzepte entwickelt. Das Konzept des

Kodierens besteht aus der Anbringung von ,,Tags* auf die Beads. Diese Tags konnen nach der



Allgemeiner Teil 15

Synthese leicht abgespalten und eindeutig analysiert werden.™ Jeder Reaktionsschritt wird
kodiert und somit erzéhlen die Tags die Geschichte des entsprechenden Beads durch die Split-
and-Mix-Synthese. Tag-Molekiile sollten die folgenden Eigenschaften besitzen: sie sollten
unter verschiedenen Reaktionsbedingungen inert sein, sie sollten schon in kleinen Mengen
detektierbar sein und sie sollen leicht auf die Festphase aufgebracht und wieder entfernt
werden konnen. STILL ET AL. entwickelte Tag-Molekiile, die alle erwdhnten Eigenschaften
besitzen.”” Die Tags bestehen aus polyhalogenierten aromatischen Alkoholen (Abb. 5), die
leicht mittels Elektronen-Einfang Gas-Chromatographie (EC-GC) detektiert werden konnen.
Durch Variation der Lange der Alkylketten und des Substitutionsmuster am Aromaten, lassen

sich 26 tags mit dieser Methode voneinander trennen. Es haben sich zwei Linker-Systeme

36a [36b

etabliert, ein photospaltbarer’®® und ein oxidativ spaltbarer’®® Linker. Beim photolabilen
Linker sind die tags iiber eine Carbonatbindung an 3-Nitro-4-Hydroxymethyl-Benzoesdure
verankert, beim oxidativ spaltbaren Linker sind sie iiber eine Etherbindung an Vanillinsiure
gebunden. Bestrahlung mit UV-Licht im Falle der Nitrobenzoesidure oder Oxidation mit
Cerammoniumnitrat (CAN) setzt die Tag-Alkohole frei, so dass sie nach Silylieren der OH-
Funktion mittels EC-GC analysiert werden konnen. Beide Linker enthalten eine
Carbonséurefunktion, mit der sie via Amid- oder Esterbindung auf die Festphase aufgebracht
werden konnen. Mit den oxidativ spaltbaren Linkern konnen die Tags alternativ iiber eine
Carben-Insertion direkt an die Festphase gebunden werden, was den Vorteil hat, dass keine
funktionellen Gruppen vorhanden sein miissen.*®! Die Empfindlichkeit (1 pmol) der EC-
Analysemethode ist so hoch, dass nur etwa 2% der Festphase mit den entsprechenden Tag-

Molekiilen beladen wird.



16 Allgemeiner Teil

/ Cl
H O\/ (C Hz)n\/O Cl

n=7-10 Cl cl
Cl

OoN

0.0
g
0]
Cl

hv HO_-(CH,), O
CO,H
n=1-10  Cl o]

Photolabiler Linker
HO

HO<_(CH,)._O Cl
o—{T1AG CAN n D[
H3CO n=110 Cl Cl

COoH

HO._-(C HZ)n\/O Cl
Oxidativ spaltbarer Linker ;@:
Cl F

K n=1und2

Abb. 5: Photolabile und oxidativ spaltbare Linker und Tag-Alkohole.

1.2.3 Synthese einer kodierten Split-and-Mix-Bibliothek

Um eine Bibliothek zu kodieren, ist ein sogenannter binirer Code notig:>®

jede Reaktion
wird durch einen Tag oder eine Kombination aus mehreren Tags kodiert, so dass mit den
vorhandenen 26 Tags weitaus mehr als 26 Komponenten kodiert werden konnen. Im
folgenden Beispiel kodieren zwei Tags (T, und T,) drei Reaktionen im ersten Zyklus, die
beiden tags T3 und T4 die drei Reaktionen im zweiten Zyklus (Schema 2). Zeigt nach der
Analyse ein Bead die Tags T;, Ts und T4, so bedeutet dies, dass in der ersten Position
Reagenz X und in der zweiten Position Reagenz Z verwendet wurden. Mit Hilfe des bindren

Codes mit N verschiedenen Tags kénnen 2~-1 Reaktionen kodiert werden.**"
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O O O Sehritt 1 (1. Zyklus)
OOQ Q Auftellung Q Q Q Q Q Q Q Q Q

Schritt 2 | Tagging mit T|, T, und T+T,

Schritt 3 | Reagenzien X, Y und Z
Ty T1+T2

X

O & 20 !

570 s | 18 [0, L5

X \ Z- 62 e T1 T2 O T2+T1 2+ T4

T2 Mischen XQ Y
09,
1 2

xD v zQ

‘ T T

Schritt 1 (2. Zyklus) X X—| Z_O
> TytTy || To+Ty T2 T, T2+ T4

Aufteilen YED 7 _O y v _Q .

Schritt 2 | Tagging mit T3, T, und T5+T,

N

Schritt 3 | Reagenzien X, Y und Z

T1\/T3+T4
To Ts T, T, T4tTs Tp - Z—X-
XYO YQ zv( |_ Schritt
-
T3ty Mischen

T3+Ty

T, T2+T\1
QD zz

Schema 2: Synthese einer kodierten Split-and-Mix-Bibliothek.

1.2.4 Screening von kodierten kombinatorischen Bibliotheken

Eine effiziente Methode, um alle Mitglieder einer kombinatorischen Bibliothek beziiglich
ihrer Bindungseigenschaften gleichzeitig zu screenen, ist das ,,on-bead-screening®. Hierbei
werden nur die aktiven Komponenten durch einfache visuelle Detektion ausgewéhlt und
analysiert. Die Komponente, die gegen die Bibliothek gescreent werden soll, befindet sich in
Losung und trigt einen visuell detektierbaren Marker, wihrend die Bibliothek-Mitglieder an
der festen Phase immobilisiert sind. Kommt es nun zu intermolekularen Wechselwirkungen
zwischen Mitgliedern der Bibliothek und der markierten Komponente, wird diese Bindung
durch den entsprechenden Marker angezeigt. Solche Marker konnen Farbstoffe oder

[37]

fluoreszierende Molekiile” "' sein, wobei die Beads mit Hilfe eines Mikroskops untersucht

werden. Daneben haben sich auch radioaktive Marker etabliert, die mittels photographischen

Techniken oder Mikroradiographie nachgewiesen werden kénnen.!#!!

In unserer Gruppe
haben sich Farbstoffe und fluoreszente Molekiile zum screening in wissrigen und organischen

Losungsmitteln etabliert. Wird zum Beispiel eine Bibliothek mit einem Rezeptor gemischt,
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der mit einem Farbstoff funktionalisiert ist, erscheinen die Beads, die mit dem Rezeptor
wechselwirken farbig und konnen mittels Mikroskop detektiert werden. Nachdem die aktiven
Komponenten selektiert wurden, werden die Tags abgespalten und mittels EC-GC analysiert

(Abb. 6).

(/' Rezeptorldsung

Isolierung der
gefabten Beads

UU

Analyseder'légs | Abspalten dertags ‘ ‘ U | ‘
@ @/

Abb. 6: ,, on-bead-screening “ fiir selektive Bindung eines Farbstoff-markierten Rezeptors an

einer Bibliothek.

Die Detektion selektiver Peptidspaltung kann mit Hilfe einer Fluoreszenz-Quencher-
Bibliothek erreicht werden: ein Fluorophor wird dabei an die Festphase gekuppelt und ein zu
dem Fluorophor passender Quencher wird an eine, iiber kombinatorische Methoden
synthetisierte Peptidkette, gebunden (Abb. 7). Wird das Peptid nun gespalten und somit der

Quencher entfernt, fluoresziert das jeweilige Bead.[*”

@

k Quencher I

NI
@ (e | — )
AT

Abb. 7: Screening fiir Peptidspaltung.
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1.3  Ziel der Arbeit

Alle in dieser Arbeit behandelten Teile beschéftigen sich mit Peptiden und ihren
Anwendungen zum einen als Spaltwerkzeuge, als Bindungspartner und zur Herstellung von

Nanopartikeln.

Peptid-Metall-Wechselwirkungen und deren Anwendung zur Ester- und
Amidhydrolyse

Erst kiirzlich wurde in unserer Gruppe eine kodierte, Fluorophor-Quencher-markierte
Peptidbibliothek zur Untersuchung selektiver Peptidschiadigung unter Fenton-Bedingungen
(Fe’*, H,0,, Ascorbat) entwickelt. Die kombinatorischen Studien zeigten, dass Carbonsdure-
haltige Peptide eher gespalten werden als andere. Das Eisen wird dabei von den Carboxylaten
komplexiert und erlaubt somit die Freisetzung der Radikale in nichster Nachbarschaft zum
Peptid-Grundgeriist.!*”

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde zum einen die Anwendbarkeit der bereits entwickelten
Fluorophor-Quencher-Bibliothek in einigen Spaltreaktionen getestet, zum andern wurde eine
neue kodierte Split-and-Mix-Bibliothek synthetisiert, um die Spaltung von aktivierten Estern
und Amiden zu erreichen. Diese Bibliothek basiert auf der proteolytischen Aktivitit der
katalytischen Triade von Serin-Proteasen und enthélt daher die Aminosduren Aspartat,
Histidine und Serin, die Aminosdure Tyrosin, flexible Bindungsglieder (z.B.
Aminohexansdure) und strukturdirigierende Motive (turn-Motive) wie z.B. die Aminosdure
trans-Aminocyclohexansdure (ACHC), die durch Erzeugung von Sekundirstrukturen die

Aktivitét der Bibliothek erhéhen sollten (Abb. 8).

AS3 AS2 AS1
—_— —_—— —_—

2 2 1
)?\RH ORH ORH
N)\ffN)Y [ Linker | N)WT”O 1
H H H
(@) (@) (@)
2 1
PP I
N)Y N)}(“O 2
Ho o H o

AS1, AS2, AS3: D-His, LHis, D-Asp, L-Asp, D-Ser, L-Ser, L-Tyr

Linker: Pro-Gly, Pro-Aib, Gly, Ahx, kein Linker, p-Ala, trans-Aminocyclohexan Carbonséure (ACHC)

Abb. 8: Kodierte Split-and-Mix Bibliotheken 1 und 2.
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Mit Hilfe dieser Bibliotheken wurde die Spaltung von aktivierten Carbonséure- und
Phosphatestern untersucht. Die Versuche zur Spaltung wurden sowohl in Losung als auch in
Agarosegel durchgefiihrt, da letzteres die Diffusion der Reagenzien verlangsamt, was die
Beobachtung hydrolytisch aktiver Verbindungen erleichtert.*" Hierbei kénnen nur Substrate
zum FEinsatz kommen, die nach erfolgreicher Spaltung eine unterschiedliche Farbe oder
Fluoreszenz aufweisen. Kommt es dann zur Wechselwirkung zwischen dem abgespaltenen
Substrat und der Bibliothek, erscheint das aktive Bead farbig oder fluoreszent. Da die
Aktivitdt der Bibliothek mit und ohne Metallsalz-Zugabe getestet wurde, musste zundchst
eine geeignete Nachweismethode fiir die verwendeten Metallionen auf der Oberfldche
gefunden werden.

Desweiteren wurden Peptide und ein Rezeptor synthetisiert, die mit einem proteolytisch
aktiven Metallkomplex (z.B. Fe-EDTA) modifiziert sind (Abb. 9, 10).*] Wihrend bei den
Peptiden mit dieser Methode eine intramolekulare Spaltung erhalten wird, ist die Methode mit
dem Rezeptor ein intermolekularer Ansatz. In einem ersten Schritt werden die entsprechenden

Peptide vom Rezeptor erkannt und gebunden, und in einem zweiten Schritt gespalten.

HQO
@) O

Tp A L Lo L,

o) o) o)
\ o \
HN /Kj
O NHy

3 OxNH
N~ >CO,H
HOLC N
~ CO,H
CO,H

Abb. 9: Modell EDTA-Peptid 3.
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HO2C
HOC.
HOZC/\ :I\[(LAsp)z LTyr(DR) Dispersrot (DR-OH)
HOZC N ||I'H @
AP DO
HO,C He—N
@)
H
HO,C™ N s
CO,H

Abb. 10: Proteolytischer Rezeptor 4.

Peptide zur selektiven Herstellung von Silber-Nanopartikeln

Derzeit besteht ein grofes Interesse an der Herstellung von Edelmetall-Nanopartikeln, da sie
je nach GroBe und Form einzigartige optische, elektrische und magnetische Eigenschaften
besitzen.*®! Eine groBe Rolle spielt dabei die Herstellung von Silbernanopartikeln, da viele
Silberverbindungen in der Medizin aufgrund ihrer antimikrobiellen Eigenschaften bekannt
sind. Sie werden auch aufgrund ihrer optischen und chemischen Eigenschaften in der
Nanoelektronik, bioanalytischen Prozessen und als Katalysatoren eingesetzt.[47’48’49] Hierbei
ist die Kombination von organischen Materialien und Silber ein sehr wichtiger Ansatz bei der
Frage nach oberflichen- und supramolekularen Aspekten.

Das Ziel dieses Projektes bestand darin, herauszufinden, ob Peptide selektiv Ag'-Ionen
binden und ob die Bildung von Silber-Nanopartikeln auf der Bead-Oberfliche verwirklicht
werden kann. Alle Versuche wurden in einer Kollaboration mit der Gruppe von Prof.
Katharina M. Fromm durchgefiihrt. Als Vorversuch wurde zuerst iso-Nikotinsdure, ein sehr
guter Silber-Bindungspartner auf einer festen Phase immobilisiert und auf seine
Bindungseigenschaften untersucht. AnschlieBend wurde das System mit einer

kombinatorischen Peptidbibliothek untersucht (Abb. 11).

AS2 AS1
—_—n —_——
NZ \ H 0 R? H 0o R H
™ NO )J\N)WNN)WN‘O
0 H o H o
6 2

Abb. 11: Potentielle Silber-Bindungspartner auf fester Phase.



22 Ziel der Arbeit

Synthese neuer wasserloslicher Diketopiperazin-Rezeptoren und ihre

Bindungseigenschaften

Die WENNEMERS-Gruppe entwickelte kiirzlich einen wasserloslichen Diketopiperazin-
Rezeptor, der in der Lage ist, in wéssrigem Medium Arginin-reiche Peptide mit hoher

59 Studien

Selektivitdt zu erkennen und mit Affinitdten von AG = -5.7 kcal/mol zu binden.
zeigten, dass die Peptide nur in Anwesenheit eines mit Dispersrot funktionalisierten Rezeptors
gebunden werden. Um den EinfluB dieses hydrophoben Farbstoffes auf die
Bindungseigenschaften ndher zu untersuchen, wurden neue wasserldsliche Rezeptoren
hergestellt werden, die sich lediglich in der Aminosdure der ersten Position unterscheiden

(Abb. 12).

R
H
Suc—L-Asp—L-Asp—L-Tyr(DR) N/ Suc—L-Asp—L-Asp~ N_’/
H o
Ul N I\"H
o) o ——> o) o)
H " N H|I\| N
-~ H ~
L. . _N R
Suc—L-Asp—L-Asp—L-Tyr(DR)~NH Suc—L-Asp—L-Asp \_)J\”

7

e .
N
8,R= HO_~, 9,R = @ 10,R= OMe

Abb. 12: Wasserlosliche Diketopiperazin-Rezeptoren 8-10 fiir mikrokalorimetrische

Messungen.

Das Ziel dieses Projektes bestand darin herauszufinden, wie sich die Einfithrung weniger
aromatischer, jedoch immer noch hydrophober Bausteine am Rezeptor auf das
Bindungsverhalten von Arginin-reichen Peptiden auswirkt. Dazu wurden drei neue
wasserlosliche Diketopiperazin-Rezeptoren 8, 9 und 10 synthetisiert, deren Bindung zu Arg-

Arg-Arg-NHPr mittels Mikrokalorimetrie untersucht wurde.
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2. Peptid-Metall-Wechselwirkungen und deren Anwendung zur Ester-

und Amid-Hydrolyse

2.1 Einleitung

2.1.1 Hydrolytisch aktive Enzyme

2.1.1.1 Proteasen

Aufgrund ihrer strukturellen Vielfalt haben Proteine viele Funktionen in der Natur. Eine der
wichtigsten Funktionen von Proteinen ist die enzymatische Katalyse chemischer Reaktionen.
Fast alle bekannten Enzyme sind Proteine mit enormem katalytischen Potential. Die bis heute
am besten untersuchten Enzyme sind die Proteasen. Mehrere hundert Proteasen sind bekannt
und alle katalysieren die Hydrolyse von Peptidbindungen.!"’ Sie werden entweder auf der
Basis ihrer Substratspezifitit oder ihrer Katalysemechanismen eingeteilt. Enzyme, die
Peptidbindungen innerhalb einer Polypeptidkette spalten, werden Endopeptidasen genannt.
Exopeptidasen hingegen spalten Peptidbindungen am Ende einer solchen Peptidkette;
Aminopeptidasen spalten am N-Terminus, Carboxypeptidasen am C-Terminus. Beziiglich des
Katalysemechanismus werden die Proteasen in vier grofle Klassen eingeteilt: Serin-Proteasen
(z.B. Chymotrypsin, Trypsin, Subtilisin), Cystein-Proteasen (z.B. Papain, Caspase), Aspartat-
Proteasen (Pepsin, HIV-Protease) und Metallo-Proteasen (z.B. Carboxypeptidase,
Thermolysin).™

Fast ein Drittel aller Proteasen sind Serin-Proteasen, deren typisches Merkmal die
Asp/His/Ser-Sequenz im aktiven Zentrum ist.”) Diese Peptidsequenz, die in Chymotrypsin
entdeckt wurde, katalysiert die Hydrolyse von Peptidbindungen und wird als ,katalytische
Triade* oder ,,charge relay system* bezeichnet.[*

Beim Chymotrypsin basiert der vorgeschlagene Spaltungsmechanismus auf der
Zusammenarbeit von Ser-195, His-57 und Asp-102 (Schema 3): Ser-195 greift die
Carbonylgruppe einer Peptidbindung nukleophil an (A), wobei His-57 als Base wirkt, so dass
ein tetraedrisches Intermediat (B) entsteht. His-57-H" wird nun durch Ausbildung einer
Wasserstoffbriickenbindung zu Asp-102 stabilisiert. Das entstandene Oxyanion des
tetraedrischen Intermediats stabilisiert sich durch Bindung zu den NH-Gruppen der
umliegenden Hauptketten-Aminosduren um das sogenannte ,,Oxyanion Loch®“. Nun wirkt

His-57-H" als Sdure und veranlasst das Intermediat zur Freisetzung einer Abgangsgruppe
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(R,NH;), wobei sich das Serin-Acyl-Intermediat (D) bildet. Dieses wird von H,O mit
Unterstiitzung von His-57 angegriffen, wodurch sich ein weiteres tetraedrisches Intermediat

(E) ausbildet. AnschlieBend erhdlt man Ser-195 und die entsprechende Carbonsdure (G).
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Schema 3: Vorgeschlagener Mechanismus der katalytischen Triade.

Cystein-Proteasen sind ebenfalls weit verbreitet und kommen in lebenden Organismen wie
Bakterien und dem Menschen vor. Bei diesem Hydrolyse-Mechanismus wird das aktive
Nukleophil, die OH-Gruppe des Serins durch die viel nukleophilere SH-Gruppe des Cysteins
ersetzt. Auch hier ist die Stabilisierung des Oxyanion-Intermediates wichtig (Abb. 13).”]
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Abb. 13: Ausschnitt aus dem Mechanismus der Cystein-Proteasen.

Aspartyl-Proteasen spielen im Rahmen der Alzheimer- und HIV-Krankheit eine wichtige
Rolle. Entscheidend bei ihrem Mechanismus sind zwei Aspartate, wobei ein Aspartat als
Nukleophil dient und das zweite als Sdure, die das tetraedrische Zwischenprodukt protoniert,

um es zu stabilisieren (Abb. 14).t

Oig H Q
S
- O \q)QO—"/H\O J\,\qd
HN hd
RI

Abb. 14: Mechanismus der Aspartyl-Proteasen.

30% aller Enzyme, vor allem Oxido-Reduktasen und Metallo-Proteasen sind metallabhéngig.
Die Familie der Metallo-Proteasen sind wichtige Zielproteine in der pharmazeutischen
Industrie. Wichtige Vertreter aus dieser Klasse sind Carboxypeptidase A und Thermolysin.
Beim Mechanismus der Carboxypeptidase wirkt die Carboxylgruppe eines Glutamats als
Nukleophil. Das Metall, meist Zn>", fungiert als Lewissdure und aktiviert das Amid.
Thermolysin unterscheidet sich mechanistisch ein wenig von der Carboxypeptidase, weil hier
ein Wassermolekiil das Nukleophil darstellt. Wahrscheinlich wird das Wasser durch das
Carboxylat deprotoniert und dadurch fiir den Angriff aktiviert (Abb. 15).1”?
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Abb. 15: Mechanismus der Carboxypeptidase A (I)) und des Thermolysins (I1)).

Alle Proteasen verfiigen iiber solch einen kontrollierten Mechanismus und sind in der Lage,
Peptidbindungen zu spalten. Jedoch auch Acylkomponenten, Amide, Anilide, Ester und

Thioester werden von Proteasen hydrolysiert.

2.1.1.2 Esterasen

Esterasen spalten die Ester von Triglyceriden und dhneln mechanistisch sehr stark den Serin-
Proteasen, d.h. sie spalten einen Ester mit Hilfe der katalytischen Triade (Abb. 16). Wichtige
Vertreter dieser Enzymklasse haben Einzug in die chemische Synthese gefunden. So werden
zum Beispiel zur kinetischen Razematspaltung die Enzyme aus Schweineleber-Esterase und

Schweine-Pankreas-Lipase eingesetzt.™

(@)

j)\ Esterase )J\

R® OR R~ OH

+  R-OH

Abb. 16: Esterspaltung durch Esterase.
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2.1.1.3 Phosphatasen

Phosphatasen hydrolysieren Phosphorsduremono- und diester und verwenden dabei einen
Mechanismus, der den Serin-Proteasen stark dhnelt. Der Phosphorsdureester wird durch ein
basisch aktiviertes Serin angegriffen und die Abgangsgruppe wird durch Protonierung

stabilisiert (Abb. 17).1"!

EnzA Hyo
H /_\ R EnzA') gEnz BEnz
0.0 H . J
RSP o) S Mg oiP=0 Ho-P, ™
o O Y O  \—Serin 0
Serin Serin
BEnz

Abb. 17: Phosphatase Mechanismus.

2.1.2 Metallionen in biologischen Systemen

Metallionen spielen sowohl in der organischen Synthese als auch in vielen biologischen
Systemen eine groBe Rolle. Dies gilt fiir alle Organismen wie Pflanzen, Pilze, Bakterien,
tierische Organismen sowie fiir den menschlichen Organismus. Die verschiedenen Metalle
wie Eisen, Kupfer, Kobalt, Zink, Nickel, Mangan, Vanadium, Magnesium, Molybdén,
Kalium, Kalzium und viele andere erfiillen in biologischen Systemen Aufgaben wie die
Speicherung und den Transport von Elektronen fiir den Energichaushalt der Zelle
(Nervenleitung) und die Stabilisierung von Proteinen oder DNA.!" Proteine fungieren dabei
als Koordinationspartner fiir die Metallionen, die mit bestimmten Aminosdureresten wie z.B.
dem Imidazol von Histidin an das Metallion koordinieren. In den meisten Fillen sind die
Metalle fiir katalytische Prozesse des Proteins wie Aktivierung, Transport und Speicherung
von Sauerstoff, Hydrolysen oder Redoxprozesse (Photosynthese, Atmungskette, Sauerstoft-
Stoffwechsel, Nukleinsduresynthese) verantwortlich. Die Metalle Eisen, Kupfer, Nickel, Zink
und Zirkonium werden im Folgenden néher dargestellt.

Eisen ist ein essentielles Spurenelement, welches im Korper oxidiert als Fe(I) oder Fe(III)
vorliegt und vor allem fiir die Blutbildung (Hamoglobin und Myoglobin) und fiir den
Sauerstofftransport und die Sauerstoffspeicherung wichtig ist. Weiterhin ist Eisen ein

Bestandteil von Fe-S-Komplexen in vielen Enzymen wie Hydrogenasen oder Nitrogenasen.
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Andere wichtige FEisenenzyme sind die Nicht-Hdm-Eisenenzyme wie beispielsweise
Hémerythrin, Ribonukleotid-Reduktase und die Methan-Monooxygenase. Diese Proteine sind
fiir Redoxreaktionen, Sauerstofftransport und —aktivierung oder Hydrolysen verantwortlich.
Ein Enzym, in dem das Eisen als dreiwertiges Ion vorliegt, ist die Katalase, welche
Wasserstoffperoxid abbaut. Eisen ist auch sehr flexibel gegeniiber der Natur des Liganden, da
es Stickstoff (Histidin, Porphyrin) ebenso gut koordiniert wie Carboxylate (Glutamat oder
Aspartat).!'*!!]

Kupfer ist ebenso wie Eisen ein essentielles Spurenelement und katalysiert unterschiedliche
oxidative Reaktionen. Die Cytochrom-Oxidase stellt den letzten Schritt der zelluldren
Sauerstoffverwertung dar. Weitere kupferhaltige Enzyme sind die Tyrosinase (Pigmentierung
der Haut) oder die Kupfer-Zink-Superoxiddismutase (Entgiftung freier Radikale). Typische
Liganden fiir Kupferionen sind die Stickstoffatome der Imidazolgruppe des Histidins, der
phenolische Sauerstoff von Tyrosin und das Schwefelatom von Cystein.['* 1% 3!

Nickel ist ebenfalls ein Spurenelement und nickelhaltige Enzyme sind z.B. Urease,
Hydrogenasen, CO-Dehydrogenasen, Acetyl-Coenzym-A-Syntheasen oder  Ni-
Superoxiddismutase. Nickel scheint bei lonenkanélen eine koordinierende Rolle zu spielen.

Die Koordination von Nickel erfolgt bevorzugt iiber Histidin- oder Cysteinseitenketten.!""

(5] ynd durch seine stabile d'°-

Zink ist neben Eisen das wichtigste Spurenelement
Konfiguration resultieren Eigenschaften wie fehlende Redoxaktivitit oder flexible
Koordinationsgeometrien und —zahlen, die je nach Enzym unterschiedliche Anwendung
finden."*"® Eine der wichtigsten Funktionen liegt in der Stabilisierung von Sekundr- und
Tertidrstrukturen der Proteine, wobei das Metallion von vier Donoratomen abgeséttigt ist 1
In einem katalytisch aktiven Enzym-Zn-Komplex ist es von drei Donoratomen der
Aminosdure-Seitenketten (His, Cys, Asp oder Glu) umgeben und einem Wassermolekiil. Zu
diesen Enzymen zéhlen die Hydrolasen (Peptidasen, Phosphatasen, Lipasen), die Alkohol-
Dehydrogenase, Kollagenasen und einige Aldolasen.'>®

Zirkonium ist ein Schwermetall, dessen biologische Funktion nicht bekannt ist. Es kommt nur
in sehr geringen Mengen (4 mg/kg) im menschlichen Organismus vor und ist nicht toxisch.
Die nichtenzymatische Hydrolyse von Phosphodiestern ist ein attraktives Forschungsziel,
wobei zur Untersuchung kiinstlicher Nuklease-Aktivitit das DNA-Analogon Bis-p-
Nitrophenylphosphat (BNPP) gerne verwendet wird.!'”) Die Spaltungsgeschwindigkeit des

]

BNPP kann sowohl durch Ubergangsmetall-Tonen!'” als auch durch Lanthanoid-Ionen

gesteigert werden.”) Erst seit kurzem ist bekannt, dass auch Zirkonium(IV)-Komplexe die
Spaltung von BNPP stark beschleunigen.”!! So wird z.B. mit ZrCl, bei 20 °C und pH 5.0 die

Hydrolyse-Geschwindigkeit um einen Faktor von 5x10° gesteigert.*'¥
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2.1.3 Hydrolase Mimetika

2.1.3.1 Metall-freie Spaltung

Obwohl beachtliche Fortschritte in der Entwicklung von synthetischen, aktivierten Ester- und

Phosphatester-Hydrolasen erzielt wurden,?>*

bleibt jedoch stets die Herausforderung
bestehen, inaktive Amidbindungen zu spalten. Fiir ein gegebenes Substrat miissen die
Struktur des Katalysators, Losungsmittel, Temperatur, relative und absolute Konzentrationen
optimiert werden. Aus diesem Grund haben sich die kombinatorischen Methoden fiir
schnelles und effizientes Screening bewidhrt. Viele Wissenschaftler gehen davon aus, dass

24 Einige Arbeitsgruppen haben durch

[25]

Peptide als Enzym-Modelle fungieren konnen.
Imitation der katalytischen Triade versucht, , kiinstliche Esterase-Aktivitit™ zu generieren.
DE CLERCQ und Mitarbeiter haben eine aus zwei Peptidstrangen bestehende Peptidosteroid-
Bibliothek 11 synthetisiert, wobei Serin und Histidin in jeweils einem der Strdnge enthalten
sind.***7) Als Testsubstanz diente mit Dispersrot funktionalisiertes p-Nitrophenylacetat 12.
Ist das Peptidosteroid aktiv, sollte der Ester gespalten werden. Es konnte jedoch kein
wirkliches Hydrolasesystem entdeckt werden, zum einen wegen der intrinsischen Aktivitit, da
janur ein Teil der Triade im Peptidarm enthalten war. Zum andern kann die Hydroxy-Gruppe
des Serins den Ester angreifen, was eine Umesterung und zur Folge hat und somit nur eine
vorgetduschte Katalyse stattfinden wiirde. Weiterhin vermutete DE CLERCQ, dass der p-
Nitrophenylester 12 so reaktiv ist, dass die nukleophile Katalyse einzig von Histidin

durchgefiihrt wird (Abb. 18).

C-3 [AAq, AA,, AA4 = [Ser, Phe, Gly]

C-12 [AAy, AAs, AAg = [His, Leu, Ala]
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Abb. 18: Peptidosteroid 11 und DR-Nitrophenylester 12.
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DAviIs und Mitarbeiter verwendeten ein Agarose-Gel, welches sich durch Polymerisation um
die jeweiligen Beads anordnet und so die Diffusion der Reaktionsprodukte eingeschrinkt.”**
Dieses Konzept wurde zuvor von MILLER und Mitarbeitern entwickelt, die ein mit einem
Fluoreszenzmarker funktionalisiertes Gel verwendeten.” Kommt es zwischen den Substraten
zur Reaktion, fluoresziert das jeweilige Bead. Die Herstellung eines Gels aus niedrig-
schmelzender Agarose ist sehr einfach, da das Pulver einfach in heiBem Wasser gelost und
anschliefend auf Raumtemperatur abgekiihlt wird. Das Gel kann mehrere Male verwendet
werden, wobei die Reaktanden einfach in das noch fliissige Gel eingebettet werden. Diese
Methode machte sich DAVIS zu Nutze, indem er ein Enzym auf Oxiran Harz immobilisierte
und sowohl die Spaltung von o-Nitrophenyl-4-D-Galactopyranosid durch Galactosidase als

auch die von p-Nitrophenylacetat durch Esterase aus Schweineleber. Wird der Ester gespalten

erscheint die Bead-Oberflache durch das entstehende o- bzw. p-Nitrophenolat gelb (Abb. 19).
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Abb. 19: Spaltung durch Galactosidase und Esterase.

DAvIS konnte auch Esterase-Aktivitdit mit Hilfe eines pH-Indikators (Methylrot)

nachweisen.?®!

Methylrot ist bei pH 6.2 gelb und bei pH 4.2 rot und eignet sich somit sehr gut
als Indikator. Fiir die Experimente wurden die festphasengebundenen Esterase, das zu
spaltende Estersubstrat und der Indikator ins Gel eingebettet. Wird der Ester gespalten, so
wird der pH Wert durch die entstehenden Protonen um das Bead erniedrigt und die aktiven

Beads werden durch den Farbumschlag des Indikators rot (Abb. 20).
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Abb. 20: Methylrot als pH-Indikator fiir Esterspaltung.

Diese Methode ist jedoch nur auf die Verwendung von einfachen, neutralen Verbindungen
ausgerichtet und konnte durch den Gebrauch von z.B. Carbonsdure-haltigen Verbindungen

problematisch werden.

Andere Ansitze zur Mimik von Enzymkatalyse mit Hilfe der Triade lieferte REYMOND ET AL.,
in dem er Dendrimere 22 als Grundgeriist auf Festphasen immobilisierte und Substrate nutzte,
die nach erfolgreicher Spaltung auf dem aktiven Bead fluoreszieren. Seine Histidin-haltigen
Dendrimere zeigten im wissrigen Medium enzyméhnliches, katalytisches Verhalten mit

einem Ky von 800 pM und einem ke, von 0.25 min™ (Abb. 21a/b).BP%*!!

)
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Abb. 21a: Katalytisch aktive Dendrimere und deren Anwendung fiir Esterhydrolyse.



38 Peptid-Metall-Wechselwirkungen
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Abb. 21b: Katalytisch aktive Dendrimere und deren Anwendung fiir Esterhydrolyse.

2.1.3.2 Metall-katalysierte Spaltung

Die Natur benutzt Metallo-Proteasen, um Ester, Peptide und Phosphatester selektiv zu
spalten.l”) Diese Verbindungen besitzen eine groBe Halbwertszeit und demzufolge Stabilitit,
so dass der Einsatz von Metallionen die Spaltgeschwindigkeit beschleunigen konnte. Das
Metallion hat drei Moglichkeiten, die Reaktionsgeschwindigkeit der Hydrolyse zu
beschleunigen: Aktivierung der Abgangsgruppe, Aktivierung des Nukleophils oder
Aktivierung des Substrates.”” Aus diesem Grund sind Metall-komplexierende Peptide eine
der attraktivsten Zielverbindungen und viele Forschungsgruppen untersuchen die Hydrolyse
von Ester-, Peptid- und Phosphatesterbindungen mit Hilfe von Peptid-Metall-Komplexen. An
dieser Stelle sollen nur einige der wichtigsten Vertreter genannt werden. Einen Ansatz zur
Spaltung von Monophosphatestern lieferten BERKESSEL und GOLDBERG, die mit Hilfe einer
Split-and-Mix-Peptidbibliothek (bestehend aus 625 Undecapeptiden) das

Indolylmonophosphat 31 hydrolysieren konnten. >

Beide Forschungsgruppen fanden
heraus, dass das Substrat sowohl mit Zr(IV)®*! als auch Zn(I[)P¥ gespalten werden kann.
Wird der Phosphatester gespalten, entsteht der tiirkise und wasserunldsliche Indigo Farbstoff,

der sich auf den Beads mit hydrolytisch aktiven Verbindungen niederschligt (Abb. 22).
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Abb. 22 Hydrolyse des Indolylderivates 3 1.

Auch auf der Basis von Phosphodiester-Spaltungen generierten einige Forschungsgruppen
kiinstliche Nuklease-Aktivitdit sowohl mit einfachen Cyclen- und Triazacyclononan-
Metallkomplexen als auch mit Peptiden, die diese Komplexe enthalten.>?*! Sehr groBes
Interesse erweckten diese Metallkomplexe zur Hydrolyse von nicht-aktivierten Amid- und
Peptidbindungen.  BURSTYN  und  Mitarbeiter  fanden  heraus, dass  Cu(Il)-
Triazacyclononandichlorid 34 (Abb. 23) nicht nur eine kiinstliche Nuklease, sondern auch

eine kiinstliche Peptidase darstellt.[*"

N._

([\f'

34

Abb. 23: Cu(ll)-Triazacyclononan 34.

Inkubiert man das z.B. Dipeptid Gly-Gly mit dem Metallkomplex, so entsteht Glycin als
einziges Produkt. Die Hydrolyse héngt allerdings stark vom verwendeten Puffer ab.

Obwohl man weil}, dass Peptidbindungen mit Hilfe von Metallen hydrolysiert werden, gibt es
nur wenige Beispiele fiir die Spaltung mit eindeutig definierten Metallkomplexen. KOSTIC
und Mitarbeiter beschrieben 1991 zum ersten Mal, dass sowohl Platin-Diamin-Komplexe als
auch [PtCL]* unter sauren Bedingungen Peptidbindungen spalten konnen.*! In dieser
Reaktion bindet das Metall an den Schwefel von Cystein- oder Methioninhaltigen-Peptiden
und spaltet so die Peptidbindung (Abb. 24).
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Abb. 24: Hydrolyse von schwefelhaltigen Peptiden mit Pt(Il).

Durch diese Wechselwirkung wird der Carbonylkohlenstoff fiir einen nukleophilen Angriff
aktiviert. Da Platin relativ inert ist, wurden auch Palladiumkomplexe auf ihre Aktivitdt hin
getestet.!*>**) Sie sind ebenfalls in der Lage, schwefelhaltige Peptide zu spalten, jedoch nur
unter sauren Bedingungen. Bei diesen Reaktion ist der aktive Katalysator ein Pd(II)-Substrat-
Dimer, bei dem die Schwefelatome mit dem Palladium ein viergliedrigen Ring bilden (Abb.

25).

H3C Substrat

H36 “Substrat
Abb. 25: Aktiver Pd(Il)-Katalysator.

Als  Hydrolyse-Katalysatoren ~werden  hierbei  [PACL]*, [Pd(en)(H20),]*" oder
[Pd(H,0)3(OH)]*" eingesetzt. Die aktive Spezies ist, unabhingig vom Katalysator, immer
dieselbe. Im Jahre 2002 konnte gezeigt werden, dass eine Spaltung neben Methionin, Histidin
und Tryptophan eingeleitet werden kann'***! und auch, dass schwefelhaltige Pd(II)- und
Pt(I)-Komplexe Peptidase-Aktivitit zeigen.*®! All diese Hydrolysen erfordern lediglich

Wasser als Losungsmittel.
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Etwa zeitgleich zu den Arbeiten von KOSTIC fanden die Gruppen von MEARES™7,

ScHEPARTZ [**) und Fox[**) heraus, dass EDTA-Fe(IIT)-Komplexe in der Lage sind, Peptide zu
spalten (Abb. 26).

Abb. 26: Kovalente Anbindung des EDTA-Fe-Komplexes an ein Grundgeriist.

Die Spaltung von Peptiden mit Hilfe dieser angebundenen Komplexe erfordert jedoch
zusitzliche Reagenzien wie Wasserstoffperoxid und Vitamin C. Diese Kombination von
Fe(I/III), H,O, (Fenton-Reaktion, Erzeugung von OH-Radikalen)*” und Ascorbat wurde
auch in unserer Gruppe verwendet, um Peptide selektiv zu spalten.”” Die Grundlage dazu
lieferten Arbeiten, die bereits mit Hilfe der Fenton-Reaktion Protein-Grundgeriiste oder die
darin enthaltenen funktionellen Gruppen der Seitenketten schidigen konnten."'*! Um die
selektive Peptidspaltung durch die Fenton-Reaktion zu detektieren, wurde eine kodierte
Bibliothek synthetisiert, in der die zu untersuchenden Peptide mit einem Quencher und einem
Fluorophor flankiert waren. Die kombinatorischen Studien zeigten, dass sdurehaltige Peptide
eher gespalten werden als andere.

Basierend auf all diesen Ergebnissen steht auch in dieser Arbeit die Spaltung von Estern,
Phosphatestern und Peptidbindungen im Vordergrund und wurde mit Hilfe von

kombinatorischen als auch Lésungsstudien untersucht.



42 Peptid-Metall-Wechselwirkungen

2.2 Spaltung verschiedener Estersubstrate mit Hilfe von kodierten

Split-and-Mix Peptidbibliotheken

2.2.1 Design und Synthese der kodierten Penta- und Tripeptid-
bibliotheken

Um moglichst viele Peptide parallel auf ihre Hydrolyse-Aktivitit zu testen, wurden zwei
kodierte Peptidbibliotheken mit Hilfe der Split-and-Mix-Technik synthetisiert.”**>% Als
Festphase wurde TentaGel gewihlt, da es sehr gut in Wasser aufschwillt und unsere Versuche
werden in wassrigem Medium durchgefiihrt. Vor jeder Aminosdurekupplung wurde ein
entsprechender ,,Tag® gekuppelt, um die Aminoséure zu kodieren (Kap. 2). Anschliefend
wurden die einzelnen Aminoséuren mittels Standard Fmoc-Strategie und HOBt/DIC als

Kopplungsreagenzien auf das Harz aufgebracht (Abb. 27).
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Abb. 27: Kodierte Split-and-Mix-Bibliotheken 1 und 2.
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Die Bibliotheken wurden basierend auf der katalytischen Triade der Serin-Proteasen
synthetisiert. Durch die spezielle raumliche Anordnung der Aminoséduren Asp/His/Ser im
aktiven Zentrum des Enzyms werden die entsprechenden Substrate hydrolysiert. In
Anlehnung an diese natiirliche Vorgehensweise der Serin-Proteasen wurden unsere
Bibliotheken designed und die Aminosduren der katalytischen Triade in ihrer natiirlichen und
unnatiirlichen Form wie auch L-Tyrosin eingesetzt. Durch den Einbau von
strukturdirigierenden Elementen konnte eine bestimmte rdumliche Anordnung erreicht
werden, welche die Aktivitit des Systems erhohen konnte. Das Substrat konnte vom
entsprechenden Peptid eingeschlossen werden, was die Hydrolyse erleichtern wiirde. Um
mehrere verschiedene Konformationen gleichzeitig zu erhalten, wurden Linker zwischen den
einzelnen Aminosduren der Triade eingebaut. Zum einen wurden flexible Bindungsglieder
wie Glycin, Aminohexansdure und [-Alanin als auch Sekundérstrukturen-induzierende
Motive wie Pro-Gly, Pro-Aib und die racemische Aminosdure trans-2-Aminocyclohexan
Carbonséure (rac-ACHC 35) verwendet. Es ist bekannt, dass Peptide, die das Motiv Pro-Gly

5] Auch der Einbau der achiralen Aminosiure o-

enthalten, turn-Strukturen ausbilden.
Aminoisobuttersdure (Aib, a-Methylalanin) fiihrt zu Peptiden, die eine Sekundérstruktur,
meistens eine 3;o-Helix, aufweisen.”®! Die Kombination aus den Aminoséuren Prolin und o-
Aminoisobuttersdure induziert ebenfalls Sekundérstrukturen in Peptiden wie ,,turns* oder ,,3-
bend ribbon“ Spiralen.”” Ein weiteres wichtiges Strukturelement ist die zyklische pB-
Aminosdure trans-2-Aminocyclohexan Carbonsdure (rac-ACHC 35), die in der Lage ist, in

(601 Alle diese strukturellen Elemente konnten in der

linearen Peptiden 3;4-Helices auszubilden.
Bibliothek dazu beitragen, die aktiven Funktionalitidten in eine optimale Position fiir die
Hydrolyse zu bringen und wurden daher als Linkersysteme gewéhlt.

Die zyklische Fmoc-geschiitzte Aminosdure (rac-ACHC 36) wurde racemisch in die
Bibliothek eingebaut und durch Reaktion mit Fmoc-OSu und trans-2-Aminocyclohexansédure

(ACHC) rac-35 in einer Stufe erhalten (Abb. 28).

CO,H CO,H

wNH>2 a wNH Fmoc

75%
rac-ACHC 35 rac-ACHC 36

(a) trans-2-Aminocyclohexansdure (1.0 eq), Fmoc-OSu (1.0 eq), NaHCO; (1.0 eq), THF, H,O, 12
h, RT.
Abb. 28: Fmoc-Schiitzung der cyclischen Aminosdure rac-ACHC 35.
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Die Pentapeptidbibliothek 1 hat fiinf variable Positionen und besteht aus maximal 7° = 16807
verschiedenen Peptiden, die Tripeptidbibliothek 2 hat drei variable Positionen und besteht aus
maximal 7° = 343 verschiedenen Peptiden.

Die einzelnen Aminosduren wurden mittels HOBt/DIC als Kopplungsreagenzien auf das Harz
aufgebracht und die Fmoc-Gruppe mit 20 % Piperidin in DMF entschiitzt. Nach erfolgreicher
Bibliothek-Synthese wurden die N-Termini acetyliert und die Seitenkettenschutzgruppen mit
einer Mischung aus TFA/H,O/TIS (95/2.5/2.5) abgespalten. Man erhielt die beiden
Bibliotheken 1 und 2, die nun fiir in kombinatorischen Experimente gegen verschiedene

Substrate getestet wurden.

2.2.2 Anwendungen der Peptidbibliotheken

2.2.2.1 Spaltungsexperimente mit Essigsaureethylester und

Methylrot als Indikator

Die von DAVIS und Mitarbeitern entwickelte Methode zum Nachweis von Esterase-Aktivitit

wurde auf unsere Bibliothek 1 angewendet (Abb. 29).[%*]

Pentabibliothek 1

(0] (0]
)J\ . H,0 Methylrot 21 . )J\ . EOH + nt
OEt Agarosegel O
37 19

Abb. 29: Essigesterspaltung mit der Pentapeptidbibliothek 1.

Fir die Experimente wurde die Bibliothek 1 in 0.5 mL nicht gepuffertes Agarosegel
eingebettet. Anschliefend wurde der Indikator Methylrot 21 und Essigsdureethylester 37 zum
Gel gegeben. Innerhalb einiger Minuten konnte die Rotfarbung und Orangefirbung einiger

Beads beobachtet werden (Abb. 30).
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Abb. 30: Lichtmikroskop-Aufnahme von Methylrot 21, Essigester 37 und der
Pentpeptidbibliothek 1 in Agarosegel.

Es wurden die dunkelsten Beads isoliert, gewaschen und mittels EC-GC analysiert (Tab. 1).

AS3 Linker AS2 Linker AS1 gefundene erwartete
Haufigkeit Haufigkeit
%[a] %[b]
B-Ala i N i
kein Motiv D-His  Pro-Aib  D-Asp 50 0.012

D-His Pro-Gly L-Asp
L-Ser Pro-Aib L-Ser

D-Asp

Pro-Aib  L-Asp 50 0.095

[a] Diese Spalte listet auf, wie oft die Sequenz im Versuch gefunden wurde; [b] Diese Spalte listet die

Wahrscheinlichkeit der Sequenz auf, wenn man zufallig Beads isolieren wirde.

Tab. 1: Ergebnis der GC-Analyse mit Methylrot 21, Essigester 37 und Bibliothek 1.

Erwdhnenswert bei diesem Ergebnis ist, dass sich in der 1. Position immer ein Aspartat
befindet. Da dies eine saure Aminosdure darstellt und die Spaltung ebenfalls eine Sdure
generiert, kann der Farbumschlag entweder durch Aspartat oder durch die entstehende
Essigsdure bewirkt werden. Um dies zu iiberpriifen, wurde die Bibliothek alleine in
Agarosegel eingebettet und mit einigen Tropfen der Methylrot-Ldsung versetzt. Es lieBen sich
auch hier rote Beads nachweisen, die ebenfalls mittels GC-EC analysiert wurden.

Die Analyse zeigte auch hier eine Selektivitdt fiir Aspartat-haltige Peptide. Man kann bei
diesen Experimenten nicht sagen, ob die Rotfirbung der Beads durch die entstehende
Essigsdure oder die sauren Aminosduren hervorgerufen wird. AbschlieBend ldsst sich
festhalten, dass die Spaltungskontrolle mittels pH-Indikatoren nicht der richtige Ansatz ist, da

die Bibliothek alleine schon fiir einen Farbumschlag verantwortlich sein kann.
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2.2.2.2 Spaltungsexperimente mit den Pyrenesterderivaten 27 und

28

Da eine Detektion der Spaltung mit pH-Indikatoren nicht zum gewiinschten Ziel fiihrte,
wurden Substrate gewdhlt, die nach der Spaltung fluoreszieren. Interessante Substrate fiir
diese Experimente sind die, auch schon von REYMOND ET AL. verwendeten Pyrenester 27 und

28, da der entstehende Alkohol 30 nach erfolgreicher Esterspaltung fluoresziert (Abb.
31).03161

SO3Na SO3Na

) (L) o . woun
NaO4S ‘O O\H/R * H,0 NaO,S ‘O . N
o) 0

SO3Na SOgNa
30
27,R=CH, 38, R=CH3
28 R = CH,CH,CHj,4 39, R = CH,CH,CHjs

Abb. 31: Hydrolyse der Pyrenester-Derivate.

Die Experimente wurden mit der Pentapeptidbibliothek 1 entweder in Losung oder in
Agarosegel durchgefiihrt. Zuerst wurde die Spaltung in drei verschiedenen Pufferlésungen
(Acetat (pH 4.0), HEPES (pH 7.0) und Carbonat (pH 10.0)) und gepufferten Gelen getestet,
um eine eventuelle pH-Abhingigkeit der Substrate auszuschlieBen. Nach 48 h konnten mit
beiden Substraten sowohl aus der Losung als auch aus dem Gel in Acetat und HEPES

fluoreszierende Beads isoliert werden (Abb. 32).

Abb. 32: Losungsversuch, Links: Pentabibliothek-Referenz in HEPES; Rechts:

Acetoxypyrenester 27 in HEPES.
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Die am stédrksten fluoreszierenden Beads wurden isoliert und die Analyse mittels EC-GC
zeigte eine gute Selektivitit fiir Histidin in der ersten und zweiten Position bei beiden
Esterderivaten. Hier sei nur ein Beispiel fiir die Sequenzanalyse mit Butyryloxypyren 28 in

Acetat aufgefiihrt (Tab. 2).

AS3 Linker AS2 Linker AS1 Haufigkeit Haufigkeit
gefunden erwartet

% %
L-His Pro-Aib L-His Pro-Gly  D-Ser 4 0.006
X X D/L-His X D/L-His 63 4.3
X X DAL-Ser X DIL-His 33 45
L-Tyr

X = zuféllige Aminosaure

Tab. 2: Sequenzanalyse (Losung und Gel) am Beispiel von Substrat 28 in Acetat.

Die Selektivitdt fiir Histidin- und Serin/Tyrosin-haltige Peptide wurde bei allen isolierten
Beads gefunden (s. Anhang). Diese Resultate sind nicht ungewdhnlich, da sowohl die
katalytische Aktivitit von Histidin!®? bekannt ist als auch die Kombination aus Histidin und
Serin, die in vielen Enzymen fiir die Spaltung von Estern, DNA und Proteinen verantwortlich
it [63:64

Zur Verifizierung der erhaltenen Daten sollte auch die Kontrolle mit dem freien
Alkoholsubstrat 30 unter den gleichen Bedingungen durchgefiihrt werden. Entgegen unseren
Erwartungen erhielten wir selektiv fluoreszierende Beads, die nach Analyse mittels EC-GC
die gleiche Selektivitit wie die Ester zeigten.

Ein weiteres Kontrollexperiment mit nur einem Histidin auf der festen Phase zeigte eine
direkte Spaltung des Esters, was darauf hindeutet, dass kein Peptid notwendig ist, um den
Ester zu spalten.

Die Kontrollexperimente haben gezeigt, dal der Pyrenalkohol selektiv an Histidin-haltige
Peptide bindet, was die Analyse der zuvor erhaltenen Spaltungsdaten mit den Pyrenestern
erschwert. Es ist durchaus vorstellbar, dass das hydrolytisch aktive auch gleichzeitig das
fluoreszierende Bead ist. Es kann auch mdglich sein, dass ein aktives Peptid den Ester spaltet
und ein benachbartes Peptid an das Spaltprodukt bindet. Das Pyrensystem ist mit seinen vier
annelierten Aromaten ein sehr elektronenreiches System und ist in der Lage,
n-n-Wechselwirkungen mit dem Imidazolsystem des Histidins einzugehen. Sind diese

Wechselwirkungen so stark, dass aus ihnen eine Bindung resultiert, so sollte das Bead
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fluoreszieren. Schlussendlich ldsst sich festhalten, dass auch dieses Substrat fiir unsere

Peptidbibliothek nicht geeignet ist.

2.2.23 Spaltungsexperimente mit p-Nitrophenylacetat 18 und
4-Methylumbelliferylacetat 40

Da die Versuche mit Methylrot und den Pyrenestern nicht wunschgeméf funktioniert haben,
wurden weitere Substrate wie p-Nitrophenylacetat 18 (Davis ET AL)®! und 4-
Methylumbelliferylacetat 40 getestet. Kommt es im Fall des p-Nitrophenylacetats zur
Spaltung des Esters, sollten sich die Beads der Bibliothek durch die Entstehung des p-
Nitrophenolats 20 gelb farben (Abb. 33).

o .
T -we— (g - A
o) o
O,N O2N
20

18
farblos gelb

19

Abb. 33: Enstehung des Anions 20.

Die Spaltung des Cumarinesters 40 hingegen ergibt ein fluoreszierendes Produkt 41, das sich

auf den aktiven Beads niederschlagen sollte (Abb. 37).

YO 0__0 HO 0.__0 o
+ —_— + + H*
o) H20 _ )]\0'
40 41 19

Abb. 34: Entstehung des fluoreszierenden Cumarins 41.

Um die Diffusion der Reaktionsprodukte einzuschrianken, wurde bei diesen Experimenten nur
in Agarosegel gearbeitet. Bevor jedoch die Spaltungsexperimente durchgefiihrt wurden,
wurden die entstehenden Spaltprodukte mit der Bibliothek inkubiert, um eine selektive

Bindung auszuschlieBen. Die Penta- und Tripeptidbibliothek wurden in die drei gepufferten
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Agarosegele eingebettet und mit den Alkoholen versetzt. Es stellte sich heraus, dass beide
Alkohole selektiv an die Bibliotheken binden, was die Anwendung beider Substrate fiir

Spaltexperimente ausschlief3t.

2.2.24 Spaltungsexperimente mit Indolyl Phosphat Dinatriumsalz
31

Ein alternatives Substrat ist 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl Phosphat 31, welches auch schon
von BERKESSEL und GOLDBERG verwendet wurde. Nach erfolgter Spaltung bildet sich ein

tiirkiser, wasserunloslicher Indigofarbstoff (Abb. 35).33:34

Br Br dation °" H
N\ Hydrolyse Luft-Oxidation O _ O
N N N Br
H H H
o ¢
31 32 33

unléslicher Farbstoff

Abb. 35: Hydrolyse des Indolylderivates 31.

Die Experimente zur Spaltung des Esters wurden mit beiden Bibliotheken in Ldsung
durchgefiihrt. Die Experimente wurden mit und ohne Metallsalze durchgefiihrt. Zuerst
wurden beide Bibliotheken auf ihre Metallbindungseigenschaften getestet, indem sie mit
ZnCly-, ZrCly-, CuCl,-, NiCly- und FeCls-Losungen inkubiert wurden. AnschlieBend wurden
die Harze mit Wasser gewaschen und mit den entsprechenden Nachweisreagenzien versetzt
(Dithizon fiir Zink, Alizarin S fiir Zirkonium, Diacetyldioxim fiir Nickel,
Ammoniumrhodanid fiir Eisen). Fiir Kupfer war kein Reagenz notwendig, da die Beads schon
alleine gefarbt waren.

Im Falle von Zirkonium und Zink konnte keine Aussage iiber die Bindung getroffen werden,
da schon durch deren Nachweis-Reagenzien alleine die Beads der Bibliothek selektiv geférbt

waren.
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Die Nachweisreagenzien fiir Eisen und Nickel zeigten mit der Bibliothek alleine keine Farbe.
Nach Inkubation mit den Metallen konnten selektiv rote (Eisen) und rosa (Nickel) Beads

isoliert werden, im Falle von Kupfer waren die Beads griinlich gefarbt (Abb. 36).

Abb. 36: Bindungsexperiment, Links: Nickel; Mitte: Eisen, Rechts: Kupfer.

Die Analyse der Tri- und Pentapeptide auf den farbigen Beads zeigte fiir Eisen eine hohe
Selektivitat fiir Aspartat und Histidin, bei Nickel fiir Aspartat und bei Kupfer eine Selektivitét
fiir Histidin (Tab. 3). Weiterhin konnte festgestellt werden, dass die Tripeptidbibliothek 2
selektiver ist als die Pentapeptidbibliothek 1 (s. Anhang).

Metall AS3 Linker AS1 gefundene erwartete
Haufigkeit Haufigkeit
% %
D/L-His X D/L-His 81 7.0
D/L-Asp ACHC  D/L-His
: Ahx
D-HIS B-Ala D-Ser 9;5 0.6
L-Tyr B-Ala D-Asp 7 0.29
: Ahx
L-His B-Ala D-Asp 29 0.58
Fe¥ D-His Pro-Aib  D-Asp 21 0.58
Ahx
: Gly
D-His B-Ala L-Asp 29 0.58
L-His Pro-Aib  L-Asp
) ACHC 14 O-.58
D/L-Ser X D/L-Asp 23 5.8
Ahx
Ni2* D/L-Asp  ACHC D-Asp 32 1.7
Pro-Gly
L-Asp X L-Asp 41 1.2
D-Asp Ahx L-Asp 4.5 0.29

X = zuféllige Aminosaure

Tab. 3: Sequenzen der analysierten Tripeptide fiir die Metallbindung.



Peptid-Metall-Wechselwirkungen 51

Fiir die Identifikation von hydrolytisch aktiven Peptiden, wurden die Bibliotheken entweder
ohne oder mit vorheriger Inkubation mit ZnCl,-, ZrCly-, NiCl,-, FeCls- und CuCl,-Losungen
verwendet. Alle Experimente wurden in HEPES Puffer (pH 7.0), MES Puffer (pH 5.0) und
CHES Puffer (pH 9.2) bei Raumtemperatur durchgefiihrt. In jedem Versuch konnte die
Entstehung des Indigoderivates durch die auftretende tiirkise Farbe auf den Beads beobachtet
werden (Abb. 37). Im Falle von Kupfer sind die Beads eher dunkelgriin.

Abb. 37: Spaltungsexperimente, Links: mit CuCl,; Rechts: Bibliotheken alleine oder mit

restlichen Metallen.

Aus jedem Versuch konnten tiirkise Beads isoliert werden und auch bei der Hydrolyse stellte
sich heraus, dass die Tripeptidbibliothek 2 selektiver ist im Vergleich zur
Pentapeptidbibliothek 1 (s. Anhang). Im Falle von Zink wurden viele Serin- und
Tyrosinhaltige Sequenzen gefunden, wohingegen bei allen anderen Metallen viele Histidin-
haltige Peptide als hydrolytisch aktiv identifiziert wurden. In der untenstehenden Tabelle 4

sind die am haufigsten gefundenen Sequenzen aufgelistet (weitere s. Anhang) (Tab. 4).
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Metall AS3 Linker AS1 gefundene erwartete
Haufigkeit Haufigkeit
% %
D/L-His X D/L-His 33 7
" L-Tyr X D/L-His 14 3.4
D/L-Ser X D/L-His 9 6
D/L-Asp X D/L-His 13 7
D/L-His X D/L-His 15 3
D/L-Ser X D/L-Ser 11 7
Zn* D/L-His X D/L-Ser 16 8
L-Tyr X D/L-Ser 8 3
D/L-Ser X L-Tyr 13 2.3
D/L-His X L-Tyr 10 3
D/L-His X D/L-His 38 7
L-Tyr X D/L-His 19 3
D/L-Ser X D/L-His 12.5 5
-2+ .
Ni N X L-Tyr 12,5 6
D/L-Asp X D/L-His 9 5
DiL-His ‘N DIL-Ser 7 2
D/L-His X D/L-His 36 7
D/L-Asp X D/L-His 17 5
Fe** D/L-Ser X D/L-His 11 3
L-Tyr X D/L-His 9 2
D/L-His X L-Tyr 11 2
D/L-His B-Ala D/L-His 8.7 1.2
D/L-His Ahx D/L-His 53 1.2
2+ .
Cu D/L-His Fxgﬁ‘(':b D/L-His 5.4 2.3
D/L-Ser X D/L-His 8.7 5.8
L-Tyr X D/L-His 4.3 1.7
D-Asp X D/L-His 3.3 1.7
D/L-His X D/L-His 37 7
D/L-Ser X D/L-His 19 5
L-Tyr X D/L-His 22 3
ohne Ahx .
Metall D-Asp ACHC D-His 4 0.6
DIL-His ’EC/'SIS L-Tyr 6 12
D-His X D/L-Ser 11 1.7

X = variable Aminosaure

Tab. 4: Hdufigste Sequenzen zur Phosphatesterspaltung.

In allen verwendeten Puffern erhielt man die gleichen Sequenzen und bei fast allen Sequenzen
spielte die Linkerposition nur eine untergeordnete Rolle, was darauf hindeutet, dass die

Peptide nicht unbedingt eine geordnete raumliche Struktur aufweisen miissen. Vergleicht man
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jedoch die in den Spaltexperimenten identifizierten aktiven Sequenzen mit den identifizierten
Sequenzen aus den Bindungsexperimenten, so erkennt man, dass sich diese bei Eisen und
Nickel deutlich unterscheiden, wohingegen die Sequenzen bei Kupfer die Gleichen sind. In
den Nickel-Bindungsexperimenten wurden Aspartat-reiche Sequenzen in der ersten und
letzten Position gefunden, wohingegen bei Eisen, neben Aspartat in der ersten Position
Histidin in der letzten Position gefunden wurde.

Um die erhaltenen Ergebnisse auch im Einzelexperiment zu iiberpriifen, wurden verschiedene
Sequenzen mittels Standard Fmoc-Synthese nachsynthetisiert und die Hydrolyse des Esters
mit Hilfe von UV-Vis-Spektroskopie verfolgt. Da die Selektivitdt nur durch die erste und
letzte Position in den Sequenzen bestimmt wird, wurde bei der Nachsynthese eine flexible
Linkerposition gewéhlt und das Peptid Ac-L-His-B-Ala-L-His-NH-TG/H 42a/b synthetisiert.
Um den EinfluB8 der Linkerposition zu untersuchen, wurde auch noch Ac-L-His-L-His-NH-
TG/H 43a/b hergestellt. Da in den Experimenten mit Kupfer eine eindeutige Préferenz fiir
Aminohexansdure in der Linkerposition erkennbar war, wurde zusdtzlich noch Ac-D-His-
Ahx-L-His-NH-TG/H 44a/b synthetisiert. Die Sequenzen flir Zink zeigten aullerdem eine
Selektivitat fiir Serin-haltige Peptide, so dass fiir diese Studien noch Ac-L-Ser-B-Ala-L-Ser-
NH-TG/H 45a/b hergestellt wurde. Die identifizierten aktiven Sequenzen aus den
Spaltungsexperimenten mit Nickel und FEisen unterscheiden sich von ihren aktiven
Bindungssequenzen. Aus diesem Grund ergaben sich mit den Bindungsexperimenten zugleich
negative Kontrollpeptide. Deshalb wurde fiir die Untersuchungen Ac-L-Asp-Pro-Gly-L-Asp-
NH-TG/H 46a/b nachsynthetisiert, was weder mit Nickel, Eisen noch Kupfer eine Spaltung
des Phosphates einleiten sollte (Abb. 38).

N N
N N
L\ \ NH

o) H O o) e

)J\N N\/\H/N\:)J\NHR )J\N N\:)J\NHR
H o) o) = H o =
>:\ Y\N
42a R=TG HN 43a,R=TG HN—7
42b, R=H N 43b, R=H

Abb. 38a: Synthetisierte Peptidsequenzen zur Phosphatester-Spaltung.
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Abb. 38b: Synthetisierte Peptidsequenzen zur Phosphatester-Spaltung.

Die Hydrolyseexperimente wurden mit dem Indolylphosphat 31 durchgefiihrt, die Peptide
wurden sowohl in Losung als auch gebunden auf fester Phase in den verschiedenen Puffern
auf ihre hydrolytische Aktivitit untersucht. Fiir die Experimente in Losung wurden
verschiedene Peptid-Metall-Indigo Verhéltnisse getestet, jedoch konnten durch den sich
bildenden Indigo-Feststoff keine Resultate erhalten werden. Fiir die Studien mit den
festphasengebundenen Peptiden wurden ca. 5 mg Harz im entsprechenden Puffer suspendiert
und mit einer 1 mM Losung des Indolylphosphates versetzt. Zur Untersuchung in
Anwesenheit der Metallsalze wurde die Festphase vor der Zugabe des Indolylderivates mit
einer | mM Losung der entsprechenden Metallsalzlosung versetzt. Die Peptide Ac-L-His-p3-
Ala-L-His-NH-TG 42a und Ac-L-His-L-His-NH-TG 43a zeigten nur in Kombination mit
Kupfer, Nickel und Zink eine Abnahme des Maximums des Phosphatesters, wobei die
Aktivitdt des Tripeptids in allen Fallen hoher war als die des Dipeptids. Auch die Peptide Ac-
D-His-Ahx-L-His-NH-TG 44a in Kombination mit Kupfer und Ac-L-Ser-f-Ala-L-Ser-NH-
TG 45a in Kombination mit Zink hydrolysierten die Spaltung des Esters. Vergleicht man die
Histidin-Tripeptide untereinander, so ist Ac-D-His-Ahx-L-His-NH-TG 44a etwas langsamer
im Vergleich zu Ac-L-His-pB-Ala-L-His-NH-TG 42a. Das Peptid alleine hydrolysiert den Ester
nur sehr langsam. Das negative Kontrollpeptid Ac-L-Asp-Pro-Gly-L-Asp-NH-TG 46a wurde
ebenfalls auf mogliche Spaltung getestet und vermittelte in keinem der Félle die Hydrolyse

des Phosphatesters, was die Rolle als Bindungspeptid bestdtigte. In der untenstehenden
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Abbildung sind die wichtigsten Ergebnisse abgebildet, alle anderen befinden sich im Anhang
(Abb. 39).
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Abb. 39a: UV/vis Messungen mit verschiedenen Metallen zur Phosphatester-Hydrolyse.
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Abb. 39b: UV /vis Messungen mit verschiedenen Metallen zur Phosphatester-Hydrolyse.
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Vergleicht man die Halbwertszeiten der Reaktionen (Absorptionsabnahme der Esterhydrolyse
gegen Zeit), so kann eine Aussage iiber die relativen Reaktions-Geschwindigkeiten getroffen
werden. In der untenstehenden Abbildung 40 sind drei repriasentative Ergebnisse aufgefiihrt,

alle anderen befinden sich im Anhang.
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Abb. 40: Auftragung der Absorptionsabnahme gegen die Zeit.

Aus den Diagrammen ldsst sich erkennen, dass die Hélfte des Phosphatesters durch das Peptid
Ac-L-His-B-Ala-L-His-NHTG 42a in Kombination mit Zink und Kupfer nach 4 Stunden
hydrolysiert ist. Mit Nickel hingegen ist auch nach 48 Stunden noch immer nicht die Hélfte
des Esters gespalten. Vergleicht man diese Resultate mit dem Dipeptid 43a, so wird durch
dieses Peptid der Ester wesentlich langsamer gespalten. Mit Zink wird nach 9 Stunden und
mit Kupfer nach 48 Stunden die Hélfte des Esters gespalten, wohingegen mit Nickel in dem
von uns gesetzten Zeitrahmen nur 1/3 des Esters gespalten werden konnte. Aus dem
Vergleich der Tripeptide untereinander ergibt sich, dass durch Ac-L-His-f-Ala-L-His-NHTG

42a in Kombination mit Kupfer nach 4 Stunden die Hailfte des Esters gespalten wird,
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wohingegen durch Ac-D-His-Ahx-L-His-NH-TG 44a erst innerhalb von 4 bis 9 Stunden die
Halfte gespalten ist.

Der EinfluB des Histidins in den Spaltexperimenten ldsst sich anhand seiner hohen
katalytischen Aktivitit gegeniiber Estern erkliren.[” Es kann moglicherweise als Base wirken
und erleichtert so der Hydroxylgruppe den Angriff am Phosphatester. AuBerdem kann der
Imidazolring zusdtzlich n-n-Wechselwirkungen zu dem Indigoderivat ausbilden, was zum
einen eine optimale Hydrolyseposition bereitstellen und zum anderen die Freisetzung des
Spaltproduktes verhindern konnte.

Betrachtet man die Hydrolyse mit Hilfe von Metallsalzen, so bietet die Imidazoleinheit einen
guten Liganden fiir die Metallionen. Ahnlich wie bei den aktiven Zentren der Enzyme konnte
das Metall als Kofaktor die Hydroxygruppe aktivieren und somit die Hydrolyse des Esters
unterstutzen.

Es ist allerdings interessant, dass sich die Bindungs- und Spaltsequenzen unterscheiden. Im
Falle von Eisen und Nickel wurden Aspartat-haltige Peptide fiir selektive Bindung gefunden
werden, jedoch Histidin-haltige fiir die Spaltung. Um eine genauere Aussage iiber das
Bindungs- und Spaltverhalten zu erhalten, miissten NMR-Studien durchgefiihrt werden.
Durch eine so erhaltene Bindungskonstante konnte eine Korrelation zwischen

Bindungsaffinitit und Hydrolyseaktivitit vermutet werden.

2.2.3 Zusammenfassung und Ausblick

Es wurden mit Hilfe der Standard Fmoc-Strategie zwei kodierte Peptidbibliotheken
synthetisiert und zur Spaltung verschiedener Estersubstrate eingesetzt. Im Weiteren konnten
die Bibliotheken fiir Spaltungsexperimente erfolgreich in Agarosegel eingebettet werden. Die
Verfolgung der Esterspaltung in Agarose mittels pH-Anderung konnte nicht durchgefiihrt
werden, da die aciden Peptid-Seitenketten zu einem Umschlag des pH-Indikators und damit
zu roten Beads flihrten. Auch die Spaltung der Pyrenester stellte sich als schwierig heraus, da
hier das Spaltprodukt selektiv an die Bibliothek bindet. Daher kann nicht bestimmt werden,
ob das an das Substrat bindende Peptid auch das hydrolytisch aktive Peptid war. AuBBerdem
wurde herausgefunden, dass schon mit nur einem festphasen-gebundenen Histidin die
Spaltung des Pyrenesters gelingt, was die Bedeutung von Peptiden zur Spaltung sehr
minimiert. Erhoht man die Anzahl der Histidine, so erfolgt die Spaltung der Pyrenester
wesentlich schneller. Diese erhaltenen Resultate stellen die Anwendbarkeit der Assay-

Methode und somit der literaturbekannten Substrate in Frage.[2*-%31:6%]
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Aufgrund dieser Ergebnisse wurden fiir jedes weitere Estersubstrat zuerst die entsprechenden
Kontrollexperimente auf mogliche Bindung durchgefiihrt, wobei herausgefunden wurde, dass
auch p-Nitrophenol und der Cumarinalkohol selektiv an die Bibliothek binden, was die
Spaltexperimente auch hier erschweren wiirde.

Das einzige literaturbekannte Substrat, was fiir unsere Zwecke genutzt werden konnte, war
das Indolylderivat 31, dessen Hydrolyse zu einem tiirkisen, wasserunldslichen Produkt fiihrte
und sich auf den Beads mit hydrolytisch aktiven Peptiden niederschlug. Diese Experimente
wurden mit und ohne Metallzugabe durchgefiihrt. Die selektive Metallkomplexierung durch
einige Bibliothek-Mitglieder wurde bei beiden Bibliotheken beobachtet, jedoch war die
Selektivitét in allen Féllen bei der Tripeptidbibliothek hoher als bei der Pentapeptidbibliothek.
Bei Eisen konnte fiir die erste Position der Bibliothek eine Aspartat-Selektivitdt und fiir die
dritte Position eine Histidin-Selektivitit gefunden werden. Bei Nickel hingegen dominierte in
beiden Positionen die Préaferenz fiir Aspartat und bei Kupfer in beiden Positionen die
Selektivitat fiir Histidin. Fiir die Spaltung des Phosphatesters wurden genau diese Sequenzen
erwartet, jedoch wurde in allen Experimenten Histidin-haltige Peptide selektiert. Zur
Bestdtigung der kombinatorischen  Experimente  wurden  verschiedene Peptide
nachsynthetisiert und die Hydrolyse des Phosphatesters mittels UV-Vis-Spektroskopie
verfolgt. Die Abnahme konnte jedoch nur mit den festphasen-gebundenen Peptiden untersucht
werden, da die Messungen in Losung durch den entstehenden unloslichen Indigo-Farbstoff
gestort wurden. Im Fall von Kupfer sind die bindenden auch gleichzeitig die spaltenden
Peptide, was durch die UV-Messungen bestétigt wurde. Auch in Anwesenheit von Nickel und
Zink spalten die Peptide den Phosphatester. Das Aspartat-haltige Kontrollpeptid, welches im
Bindungsexperiment von Nickel gefunden wurde, war nicht in der Lage, in Anwesenheit von
Zink, Kupfer, Eisen und Nickel den Ester zu spalten, wodurch das kombinatorische
Experiment bestitigt wurde. Die Peptide, welche Nickel und Eisen am stirksten binden, sind
nicht notwendigerweise die aktivsten Peptide zur Hydrolyse des Phosphatesters, wohingegen
sich im Fall von Kupfer genau dieses Bindungs-Spalt-Konzept bestitigt. Vergleicht man die
relativen Reaktions-Geschwindigkeiten der Hydrolyse, so ldsst sich festhalten, dass die

Tripeptide mit Zink und Kupfer den Ester schneller spalten als mit Nickel.

Weiterhin wére es interessant, wenn man die Reaktionsordnung der Spaltung in Bezug auf das
verwendete Peptid-Metall-System bestimmen konnte, was durch die Variation der

Konzentration der eingesetzten Edukte erreicht werden kann.
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2.3 Radikalische und hydrolytische Spaltung von Peptidbindungen

2.3.1 Radikalische Spaltungsexperimente auf fester Phase

Vor kurzem wurde in unserer Gruppe eine kodierte, Fluorophor-Quencher markierte

Peptidbibliothek entwickelt, die zur Untersuchung selektiver Peptidschddigung unter Fenton

Bedingungen benutzt wurde (Abb. 41).°%
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(AS1, AS2, AS3 = Gly, D/L-Ala, D/L-Leu, D/L-Val, D/L-Pro, D/L-Phe, D/L-Ser, D/L-Thr, D/L-Asn,

D/L-GIn, D/L-His, D/L-Asp, D/L-Glu, D/L-Lys, D/L-Arg, D/L-Cys).

Abb. 41: Allgemeine Struktur der Fluorophor-Quencher-Bibliothek 47.

Die kombinatorischen Studien zeigten, dass sdurchaltige Peptide unter Fenton Bedingungen
eher gespalten werden als andere. Dies liegt daran, dass das Eisen-lon dabei von den
Carboxylaten komplexiert wird und somit die Freisetzung der Radikale in néichster
Nachbarschaft zum Peptid-Grundgeriist erlaubt.””

Auf Grund der Tatsache, dass die Sduregruppen fiir die Spaltung ausschlaggebend sind,
entstand die Frage nach mehr Saurefunktionalititen. Dazu wurde die Bibliothek anlehnend an

U7 ScuepARTZM™ und Fox!™°! mit dem Fmoc-Lysin-EDTA

die Arbeiten von MEARES
Derivat 55 funktionalisiert, welches leicht mittels Festphasenpeptidsynthese zugénglich ist
(Schema 4)."*"! Die zweifach geschiitzte Boc-Diaminopropionsiure 49 wurde ausgehend von

2,3-Diaminopropionsdure 48 erhalten. Anschlieende Veresterung mit Benzylalkohol lieferte
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den Benzylester 50, der dann mit Hilfe von HCI in Dioxan in das entsprechende HCI-Salz 51
tiberfiihrt wurde. Nukleophile Substitution mit Bromessigsaureethylester lieferte Verbindung
52, die dann mit Palladium auf Aktivkohle in die entsprechende Sédure 53 iiberfiihrt wurde.
Der Aktivester 54 wurde mit Pentafluorphenol hergestellt und anschlieBend mit Fmoc-Lys-

OH zum gewiinschten EDTA-Derivat 55 umgesetzt (Schema 4).

NH, NHBoc NHBoc
HO — @\/
NH, 97% NHBoc 88% NHBoc
0
48 49
COztBU
NH3*CI ~-CO,'Bu
: @\/ @\/
: o)
quant w):NHg*CI' 6% WH: /\COZtBu
o t
COzBu
51 52
COZtBu CO,'Bu
-CO,Bu N._CO,'Bu
e f F
90% HO /\COZtBu 04%  F ° N~ >co,Bu
CO2tBu F F © CO,'Bu
F
53 54
CO,'Bu
o N._-CO,'Bu
H
_9 . X N
44% HO™ N NN N">co,Bu
NHFmoc
© COztBU
55

(a) Boc,O (3.9 eq), KHCO;s (1.7 eq), tert-BuOH, RT, 12 h; (b) Benzylalkohol (1.05 eq), EDC (1.0 eq),
DMAP (kat.), CH,Cl,, RT, 12 h; (¢) 4M HCl/Dioxan (10 eq), RT, 2 h; (d) BrCH,CO,Bu (6.0 eq),
Pr,NEt (10 eq), MeCN, RiickfluB, 12 h; (e) Pd/C (10%), EtOAc/MeOH, 3 d, 3.5 bar H,; (f)
Pentafluorphenol (1.1 eq), EDC (1.5 eq), DMAP (kat.), CH,Cl,, RT, 4 h; (g) Fmoc-Lysin-OH (1.0 eq),
NMM (5.0 eq), DMF, RT, 5 h.

Schema. 4: Synthese des FmocLysin-EDTA Derivates 55.
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Die Bibliothek wurde anschlieBend mit Aminohexansdure und dem modifizierten Lysin
funktionalisiert (Abb. 42).
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HN 20 O,N  OH
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[ H

CO,
HO,C  CoH

Abb. 42: ModifizierteFluorophor-Quencher Bibliothek 56.

Zuerst wurden Komplexierungsstudien mit FeCl; und NH4SCN durchgefiihrt, wobei alle
Beads rot gefarbt waren, was fiir die Komplexierung des Eisen-lons durch das EDTA spricht.
Im Gegensatz dazu waren bei der unfunktionalisierten Bibliothek die Beads selektiv rot
gefdarbt, da hier nur Aspartathaltige Peptide das Eisen-lon komplexieren konnen. Nach
erfolgreicher Eisenkomplexierung wurde nun der UberschuB weggewaschen. Die
Fentonreaktion wurde mit Ascorbat und H,0O, in MES Puffer (pH 5.0) fiir 15 min
eingeleitet.”” Nach der Reaktion wurde die Bibliothek basisch gewaschen, da dabei der
Kontrast zwischen fluoreszierenden und nicht-fluoreszierenden Beads am besten zur Geltung
kommt, jedoch konnten bei diesen Experimenten keine fluoreszierenden Beads beobachtet
werden. Die Reaktion wurde auch mit Kupfer versucht, jedoch konnten auch hier keine
fluoreszierenden Beads beobachtet werden.

Darauthin wurden die Experimente mit der unfunktionalisierten Bibliothek und EDTA bzw.
Terpyridin 60 in Losung durchgefiihrt. Terpyridin ist wie EDTA ein vielfach verwendeter

111 und sollte daher

Chelatligand, der mit vielen Ubergangsmetallen stabile Komplexe bilde
ebenfalls getestet werden. Die Synthese von Terpyridin beginnt mit Acetylpyridin 57, welches
mit Methyl-4-formylbenzoat zur o,B-ungesittigten Carbonylverbindung 58 umgesetzt wird.
Reaktion mit PPI liefert den Terpyridin Methylester 59, der anschlieBend mit NaOH gespalten

wird, um das Terpyridin-Natriumsalz 61 zu erhalten (Schema 5).
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CO,CH
0 2 3
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2N 37% N
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quant.

(a) Methyl-4-formylbenzoat (1.0 eq), HNEt, (2.4 eq), EtOH, RT, 7 h; (b) PPI (1.0 eq), NH,OAc (42
eq), EtOH, Riickflu3, 3 h; (¢) NaOH (1.0 eq), Aceton, RT, 16 h.

Schema 5: Synthese von Terpyridin 60.

EDTA und Terpyridin wurden fiir die Experimente sowohl mit Fe’" als auch mit Cu*" in
MES- und HEPES-Puffer (1:1) gemischt. Die Bibliothek wurde in MES- und HEPES-Puffer
suspendiert, dann jeweils mit den Mischungen versetzt und anschlieBend die Fenton-Reaktion

eingeleitet. Aber auch hier konnten keine fluoreszierenden Beads erhalten werden.

Da die Versuche mit der Bibliothek nicht zum gewiinschten Ergebnis fiihrten, wurde nur ein
einziges Peptid auf fester Phase synthetisiert, was ebenfalls mit einem Fluorophor-Quencher-
System und Fmoc-Lysin-EDTA 55 oder Terpyridin 60 funktionalisiert ist. Das Peptid sollte
auch nicht aus sdurereichen Seitenketten bestehen, so dass die Eisenkomplexierung nur durch
EDTA gegeben ist. Als Referenzpeptid wurde die gleiche Peptidsequenz synthetisiert, um zu
zeigen, dass ohne EDTA bzw. Terpyridin keine Komplexierung und somit auch keine
Spaltung erfolgen kann. Bevor die Peptide synthetisiert werden konnten, wurden zuerst

Fluorophor 64 (Schema 6) und Quencher 66 synthetisiert (Schema 7).
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(a) NEt; (1.5 eq), Boc,O (1.25 eq), DMF, RT, 24 h; (b) Pentafluorphenol (1.05 eq), EDC (1.5 eq),
CH,Cl,, RT, 24 h; (¢) i: Fmoc-Lysin(Boc)-OH, TFA/DCM, RT, 1 h, ii: NMM (10 eq), RT, 2 h.

Schema 6: Synthese des Fluorophors 64.

O O
O-N O-N
2 OH 2 2 OH
NH, 67% NHFmoc
HO HO
65 66

(a) FmocCl (1.1 eq), Dioxan, RT, 4 h.

Schema 7: Synthese des Quenchers 66.
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Die Peptide 67-70 wurden mittels Standard Fmoc-Synthese auf TentaGel-Harz synthetisiert
(Abb. 43).

JL JYwL JY ¢k ww& Q

MRARRP?

67, R=EDTA;R'= Ac NHR

68 R=H; R'=Ac

69 R =H; R'= Ac-Lys(EDTA)-Ahx
70, R =H; R' = Terpyridin-Ahx

Abb. 43: Fluorophor-Quencher-Peptide67-70 auf TentaGel.

Die Peptide wurden mit verschiedenen FeCl; und CuCl, Konzentrationen versetzt. Der
Uberschu8 wurde weggewaschen und die Komplexierung des Eisens mittels NH4SCN
iberpriift. Alle Beads waren rot gefarbt, was auf die erfolgreiche Komplexierung des Eisen-
Ions hindeutet. Mit Kupfer waren die beads auch ohne Zugabe eines Nachweisreagenzes
griinlich gefarbt, was als erfolgreiche Komplexierung gedeutet wurde. Das Terpyridin-Peptid
70 ist vor der Eisenkomplexierung leicht violett gefarbt und wird durch dessen Zugabe
intensiver violett. AnschlieBend wurde die Fenton-Reaktion in verschiedenen Puffern und mit
verschiedenen Konzentrationen an Ascorbat und H,O, eingeleitet (s. Protokolle).
Bedauerlicherweise konnten mit allen Peptiden keine fluoreszierenden Beads isoliert werden.
Auch Variationen in der Zeit und verschiedene Temperaturen fiihrten nicht zum gewiinschten
Ergebnis.

Sowohl die Versuche mit der Bibliothek als auch mit den Einzelpeptiden auf fester Phase
fiihrten nicht zum gewiinschten Ergebnis. Ein Grund dafiir konnte in der hohen Affinitit der
Chelatliganden zu den Metallen liegen (pK= 25.1 (EDTA-Fe*"), pK= 16.5 (EDTA-Fe*"), pK=
20.4 (Terpyridin-Fe*").[7**) Wenn die Liganden das Metall zu fest binden, konnte die
Generierung der freien Radikale durch Ascorbat und H,O, verhindert werden, was somit auch
eine Spaltung verhindern wiirde. AuBlerdem wire es moglich, dass die Reaktion so heftig ist,

dass das komplette Peptid (inklusive Fluorophor) vom Harz abgespalten wird. Um zu
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tiberpriifen, ob der Fluorophor zerstort wird, wurde ein Kontrollpeptid synthetisiert, das nur

einen Fluorophor und Lysin-EDTA tragt (Abb. 44).

AL L( ¢kmrwk Q
BN
St

-CO.H
HOZC 2

COZH
Abb. 44: Referenzpeptid 71.

Dieses Peptid wurde unter den gleichen Bedingungen wie die anderen Peptide behandelt und
zeigte auch nach 15 miniitiger Behandlung mit Ascorbat und H,O, immer noch
fluoreszierende Beads. Damit hat sich unsere Vermutung der vollstindigen Spaltung des
Peptids nicht bestdtigt und es liegt wohl eher an der hohen Stabilitidtskonstante der

Metallionen zu den Liganden.
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2.3.2 Radikalische Spaltungsversuche in Losung

Da alle Versuche auf fester Phase keine Peptidspaltung anzeigten, wurden die Peptide in
Losungsexperimenten getestet. Dazu wurden sowohl das EDTA-Peptid 3 als auch das Lysin-
Referenz-Peptid 72 auf Rink Amid Harz synthetisiert und mit Hilfe von TFA in CH,Cl, vom
jeweiligen Harz abgespalten (Abb 45).

HO  NO,

) PN )ﬁ( J J\W JL A[T QLNHZ

o
no”
3, R=EDTA;R'=Ac \ \
2. R=

E
H; R'=Ac NHR

Abb. 45: EDTA- und Lysin-Peptid.

Peptid-Losungen wurden mit einer equimolaren Losung an FeSO, versetzt und mit
verschiedenen Konzentrationen an H,O, gemischt (s. Protokolle). Nach 15 min wurde die
Reaktion mit MnO, gequencht, so dass die Mischung problemlos in die HPLC injeziert
werden konnte. Ab einer Konzentration von 2 mM H,0; erkennt man, dass beide Peptide
gespalten werden. Jedoch entstehen bei dieser Spaltung keine definierten Peaks, die isoliert
werden konnten, um die Spaltprodukte zu identifizieren. DaBl in diesem Fall auch das
Referenz-Peptid gespalten wird, ist nicht verwunderlich, da das freie Fe*" mit H,0, in jedem

Fall Radikale erzeugt und so das Peptid spaltet (s. Anhang).

Da die Versuche mit Fe’" nicht die gewiinschten Ergebnisse lieferten, wurden die
Experimente mit FeCls durchgefiihrt. EDTA hat eine hhere Affinitit zu Fe’ im Vergleich zu
Fe®', was demzufolge durch das verlagerte Gleichgewicht in Richtung des Metallkomplexes
die Reaktion erleichtern konnte. Zur Reduktion von Eisen wurde Ascorbat benutzt, was
allerdings nach beendeter Reaktion nicht gequencht werden kann und somit ein Problem fiir
die HPLC-Sdule darstellen konnte. Nach der Fenton-Reaktion mit 10 mM Ascorbat und 10
mM H,0, erkennt man mit dem EDTA-Peptid 3 noch ein Rest-Peptid. Die Spaltung ist im

Vergleich zu Fe®" nicht ganz so stark, aber es entstehen keine neuen Verbindungen, die



68 Peptid-Metall-Wechselwirkungen

isoliert werden konnen. Im Gegensatz zu den Versuchen mit Fe** wird das Referenzpeptid nur
leicht angegriffen. Dies bedeutet zum einen, dass die Komplexierung des Eisen-lons durch
EDTA bei Fe’" eine Rolle spielt und zum anderen, dass die Reaktion mit zusitzlichem

Ascorbat etwas milder verlauft (s. Anhang).

2.3.3 Hydrolytische Spaltungexperimente auf fester Phase

Da die radikalische Spaltung nur mit der Bibliothek alleine und nicht mit zusdtzlichem
Chelatliganden funktionierte, wurde eine mildere Methode zur Peptidspaltung untersucht.
BURSTYN und Mitarbeiter zeigten, dass Cu(Il)-Triazacyclononan-Komplexe als kiinstliche
Peptidasen wirken, ohne dass zusitzliche Reagenzien wie H,O, oder Ascorbat zum Einsatz
kommen."*”) Die Hydrolyse basiert hierbei auf der Aktivierung von H,O durch den
Metallkomplex, der dann eine aktive Hydroxygruppe generiert, die die Carbonylgruppe
nukleophil angreift und somit die Amidbindung spaltet. In einer Zusammenarbeit mit JUDITH
BURSTYN wurden ihre Komplexe mit unserer Peptidbibliothek getestet (Abb. 46).
Desweiteren wurde auch Cyclen 73 auf seine Spaltaktivitét getestet, das bisher in erster Linie

zur Spaltung von Phosphatestern eingesetzt wurde.>3

- o ol U
[:;:] {[N\ /CI }{[ \ /O:

Cyclen (Cu[9]anN3)Cl, Cu(PPr3[9]anN3)(OTF),(OHs)
73 34 74

Abb. 46a: Kupferkomplexe zur Ester-und Amidhydrolyse.
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Q~/\Br Br/\—) Q~/\Br Br/\—)
bis-Cu[9]anN3 (para) bis-Cu[9]anN3 (meta)
75 76

Abb. 46b: Kupferkomplexe zur Ester-und Amidhydrolyse.

Alle Experimente wurden in verschiedenen Puffern und bei verschiedenen Temperaturen
durchgefiihrt, jedoch fiihrte keiner der Versuche zum gewiinschten Ergebnis (s. allgemeine

Vorschrift im Exp. Teil).

2.3.4 Proteolytische Peptidrezeptoren

Die in der Wennemers-Gruppe entwickelte Klasse der zweiarmigen Diketopiperazin-

Rezeptoren[69]

wurde verwendet, um Tripeptide in wassrigen Losungen selektiv zu erkennen.
Aufgrund ihrer Eigenschaft konnten sie als ,,Peptid-erkennende* Modell-Proteasen verwendet
werden. Zur Untersuchung dieser Idee wurrde ein Chelatligand kovalent an die peptidischen
Rezeptorarme gebunden, der nach Komplexierung mit einem Metall die proteolytische
Einheit darstellen sollte. Der Rezeptor an sich sollte derart aufgebaut sein, dass sein
Bindungsverhalten gegeniiber bestimmten Peptiden schon bekannt ist, wie z.B. beim
wasserloslichen Diketopiperazin-Rezeptor 7, der eine hohe Selektivitit fiir Arg-reiche Peptide

zeigte (Abb. 47).1"
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ODR
CO5H
(@] (@] /_ (0]
HO2C N inH
0 0 DR-OH =

7 ODR

Abb. 47: Struktur des wasserldslichen Rezeptors 7.

Dieser Rezeptor ist mit Bernsteinsdure funktionalisiert, die jedoch keinen guten
Chelatliganden darstellt. Fiir unsere Experimente wurde daher ein Rezeptor synthetisiert, der
am Ende EDTA 53 als Chelatliganden trigt und somit in der Lage ist, sowohl Fe’*, Fe*" als
auch Cu®" mit hoher Affinitit zu binden (Abb. 48).

HO2C

HO,C.__

HOZC/\ :I\[(LAsp)g L-Tyr(DR) Dispersrot (DR-OH)

HOzC N—H @

A O
HO,C H-—N
o]
HOZC\/Nj)\(L—Asp)z—L—Tyr(DR)\N‘\\
H

HO,C™ N

4
CO,H

Abb. 48: Proteolytischer Rezeptor 4.
Wiirde man nun ein Argininreiches Peptid binden, kdnnte man mit Hilfe des Metallkomplexes

das Peptid gleichzeitig spalten. Die Synthese des Rezeptors geht von N-Boc-Hydroxyprolin

77 aus, das zum Methylester 78 und anschlieBend die y-Position mit einer Mitsunobu-
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Reaktion unter Retention der Konfiguration zum Azid 79 umgesetzt wurde. Von einer Halfte
des Azids wurde die Aminogruppe mittels TFA entschiitzt 80, von der anderen wurde der
Methylester verseift und nachfolgend die Carbonsdure mit Pentafluorphenol zum Aktivester
81 umgesetzt. Die Kupplung beider Verbindungen lieferte das Dipeptid 82, das anschlieSend
mit TFA N-Terminal entschiitzt wurde und in Gegenwart von Hiinig-Base zum
Diketopiperazin 83 zyklisiert wurde. Die Reduktion der Azide mit Palladium auf Aktivkohle
in Gegenwart von 12 M HCI lieferte das gewiinschte Diketopiperazin-HCI-Salz 84 (Schema
8).

HO., o HO., 0 b 3, 0
a
N OH quant N OCHj3 4% OCHj4
Boc Boc oc
77 78 79

O
/ OCe F5
74% 81 N—=CO0,CH;

. 0
EH 4% H-'}—NHBoc
4%

OCH3 )

~

80 N3

56% 81 %

< 4

84

NH*CI

(a) i: Cs,CO;s (0.55 eq), MeOH, H,O, RT, 1 h; ii: Mel (2.0 eq), DMF, RT, 1.5 h; (b) i:
Methansulfonsdure (1.2 eq), Et;N (0.4 eq), PPh; (1.8 eq), DIAD (1.0 eq), Toluol, 70 °C, 3 h; ii: NaN;
(4.8 eq), DMF, 80 °C, 16 h; (c) C¢FsOH (1.0 eq), EDC (1.5 eq), CH,Cl,, RT, 2 h; (d) TFA/CH,Cl,
(1:3), RT, 2 h; (e) PrNEt (3.5 eq), CH,Cl,, RT, 24 h; (f) i: TFA/CH,Cl, (1:3), RT, 1.5 h; ii: 'Pr,NEt
(2.0 eq), CH,Cl,, RT, 48 h ; (g) Pd/C (10%), HCI (1.0 eq), H,, MeOH, RT, 18 h.

Schema 8: Syntheseschema des Diketopiperazin Grundgeriistes 84.
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Zum Aufbau der Rezeptorarme wurden die Amine 84 zuerst mit Boc-L-Tyr(DR)-OH 87
funktionalisiert, das durch Mitsunobu-Reaktion von Verbindung 85 mit Dispersrot 5 und

anschlieender Verseifung des Methylesters 86 erhalten wurde (Schema 9).

OH O-DR O-DR
a b
OCH 41% OCH uant. OH
BocHN 3 BocHN 3 d BocHN
o 86 o 87

o 85

O-DR
NH;*Cl Y
R BocHN 7,
(0]
N 'H c N—H
(0] (0] —ob (@] (0]
HI 1 N 81 A) H. ol N
il
z BocHN S
NH3*Cl p N
=z H
84 88
O-DR

Dispersrot (DR-OH) =
~ i
/_/N N
HO 5

(a) Dispersrot 5 (1.0 eq), PPh; (1.0 eq), DIAD (1.3 eq), Toluol, RT, 12 h; (b) 87, NaOH (1.8 eq),
MeOH, H,0, RT, 12 h; (¢) N-Boc-L-Tyr(DR)-OH (4.0 eq), HCTU (4.0 eq), 'Pr,NEt (4.0 eq), DMF,
CH,Cl,, RT, 1h.

Schema 9: Synthese des funktionalisierten Amins 88.
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Die beiden weiteren Kupplungen von Fmoc-L-Asp(O'Bu)-OH erfolgten mit HCTU als
Kupplungsreagenz und Tris-(2-aminoethyl) Amin (TAEA) bzw. Et;NH fiir die Abspaltung
der Fmoc-Schutzgruppen. Nach der letzten Fmoc-Abspaltung wurden beide N-Termini mit
EDTA 53 mittels HCTU als Kupplungsreagenz funktionalisiert. Die Abspaltung der
Seitenkettenschutzgruppen erfolgte mit TFA in CH)Cl, und lieferte den gewlinschten
Rezeptor 4 (Schema 10).

O-DR 0O-DR
H H
N, ) N
BocHN “ Fmoc—(L-Asp(OBu)}—N ",
2 H
o) o)
N—H d e N—H
o) o - (@] o)
HO)—N 20% Ho )y —N
0 H 0
BocHN\)J\ = Fmoc—(L—Asp(OtBu))—N\)J\ S
z H z H
88 89
O-DR O-DR O-DR
N
EDTA—L-Asp—L-Asp—N -,
H
o)
. N—rH
9 o) o)
55% Hon
H 0
EDTA—L-Asp—L-Asp—N\)LN:‘\
:H
4
O-DR

(d) i- 4 M HCl/Dioxan, MeOH, RT, 1h; ii: Fmoc-L-Asp(O'Bu)-OH (4.0 eq), HCTU (4.0 eq), 'Pr,NEt
(4.0 eq), DMF, CH,Cl,, RT, 1h; (e) i: DEA (30 eq), DMF, RT, 1h; ii: Fmoc-L-Asp(O'Bu)-OH (4.0
eq), HCTU (4.0 eq), 'Pr,NEt (4.0 eq), DMF, CH,Cl,, RT, 1h; (f) EDTA 54 (4.0 eq), HCTU (4.0 eq),
Pr,NEt (4.0 eq), DMF, CH,Cl,, RT, 1.5 h; (g) TFA/ CH,Cl, (1:1), RT, 1 h.

Schema 10: Synthese des proteolytischen Rezeptors 4.



74 Peptid-Metall-Wechselwirkungen

Kombinatorische Bindungsstudien des farbstoffmarkierten wasserloslichen Rezeptors 7
zeigten eine hohe Selektivitit fiir Arginin-reiche Peptide.”” Nun wurde der EDTA-Rezeptor
4 bei pH 5.0 (MES), pH 7.2 (TRIS) und pH 8.5 (TRIS) equimolar mit Fe*" inkubiert und
ebenfalls gegen die Fluorophor-Quencher-Bibliothek getestet, wobei auch hier in den
Experimenten bei pH 7.2 und pH 8.5 selektiv rote Beads gefunden wurden. Wie schon bei
Philipp Krattiger’”), konnte auch bei diesen Versuchen festgestellt werden, dass die rote
Farbe bei hoherem pH-Wert intensiver ist. Aus dem Versuch bei pH 8.5 mit Fe’" wurden
einige Beads isoliert und die Analyse zeigte auch hier eine gewisse Selektivitit fiir Arginine.
Nach waschen der Beads mit TRIS-Puffer wurde die Fenton-Reaktion mit Ascorbat und H,O,
eingeleitet, um zu testen, ob die gebundenen Peptide auch diejenigen sind, die gespalten

werden. Bedauerlicherweise konnten keine fluoreszierenden Beads beobachtet werden.

2.3.5 Zusammenfassung und Ausblick

In unserer Gruppe wurde eine kodierte Fluorophor-Quencher-Bibliothek entwickelt, welche
zur Untersuchung selektiver Peptidschidigung durch die Fenton-Reaktion benutzt wurde.>”
Die Funktionalisierung der Bibliothek mit einem literaturbekannten hydrolytisch aktiven
Metallkomplex Fmoc-Lysin(EDTA)-OH erfolgte problemlos. Die Anwendung der Fenton-
Reaktion zeigte jedoch unter verschiedenen Bedingungen keine Peptidspaltung. Auch
Versuche mit der Bibliothek und EDTA oder Terpyridin in Losung fiihrten nicht zum
gewlinschten Ergebnis.

Die Ubertragung auf ein einzelnes festphasengebundenes Peptid fiihrte mit den hydrolytisch
aktiven Metallkomplexen (EDTA, Cyclen, Triazacyclononan und Derivate) weder unter
radikalischen noch hydrolytischen Bedingungen zum gewiinschten Ergebnis. Einzig in
Losung konnte eine Spaltung beobachtet werden, bei der jedoch keine definierten
Verbindungen identifiziert werden konnten.

Weiterhin wurde ein, mit einem proteolytisch aktiven Metallkomplex funktionalisierter
Rezeptor erfolgreich synthetisiert, der Arginin-haltige Peptide in wéssrigem Medium erkennt.
Dieser wurde mit der erwidhnten Fluorophor-Quencher-Bibliothek getestet und mit den
Fenton-Bedingungen behandelt. Jedoch konnten die gebundenen Peptide nicht gespalten
werden.

Als Ausblick konnte der Rezeptor mit Peptiden in Losung getestet werden, indem man
Peptide synthetisiert, die auf jeden Fall gebunden werden. Leitet man die Spaltung ein, so

sollte im Idealfall nur das gebundene Peptid auch gespalten werden. Ein weiterer Ansatz wire
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auch die Funktionalisierung des Rezeptors mit einem hydrolytisch aktiven Liganden, wie
Cyclen oder Triazacyclononan, so dass die Spaltung unter milderen Bedingungen

durchgefiihrt werden kann.
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3. Peptide zur Herstellung von Silber-Nanopartikeln

3.1 Einleitung

3.1.1 Silber-Nanopartikel und ihre Wirkung

Seit vielen Jahren beschiftigen sich Wissenschaftler mit der Herstellung von Metall-
Nanopartikeln mit verschiedenen Grofen, Formen und auch Zusammensetzungen zur
Entwicklung neuer Materialien. Diese Materialien im Nanometer-Bereich besitzen
einzigartige physikalische und chemische Eigenschaften mit einer Vielzahl von moglichen
Anwendungen im Bereich der Katalyse,!! der pharmazeutischen Industrie’?! und biologischen
Diagnose,m der ,,Green-Chemistry“,[4] der Elektronik!®! und zur Entwicklung von Materialien
mit bestimmten magnetischen und optischen Eigenschaften.!! Die Nanopartikel kénnen auf
verschiedenen Wegen synthetisiert werden, wie z.B. mit dem ,,Bottom-up* (Chemical Vapor
Deposition CVD, chemische Keimbildung) oder ,,Top-down* (mechanische Zerkleinerung
von Festkorpern) ProzeB,'® wobei die ,,Bottom-up* Methode hiufiger gebraucht wird, da sie
eher die chemischen Zugidnge zu den Nanopartikeln liefert. Innerhalb der chemischen
Synthese sind sowohl die physikalische-Aerosol-Route, wie z.B. Dampf-Abscheidung!” und
thermische Zersetzung[g] als auch die NaB-chemische-Route, wie Sol-Gel-ProzeB[9],
Mikroemulsion!'® und Kristallisation!'!! die am weitest verbreitesten Herstellungsmethoden
von Metall-Nanopartikeln. Eine Schwierigkeit in der Synthese besteht in der geeigneten
Methodenwahl zur Kontrolle von GroBe und Form der Nanopartikel,!'?! die maBgeblich zu
den physikalischen und chemischen Eigenschaften der Nanopartikel beitragen.

Es sind die Edelmetall-Nanopartikel, vor allem Gold- und Silber-Nanopartikel, die das
Interesse vieler Wissenschaftler geweckt haben, da sie interessante opto-elektronische
Eigenschaften besitzen.'"”) Zur Zeit besteht ein groBes Interesse an Silber-Nanopartikeln, da
Silber in der Medizin sehr oft angewendet wird. So ist seine keimtotende Wirkung schon seit
Jahrhunderten bekannt (Trinkwasser bleibt im Silberbehilter viel ldnger frisch als in anderen
Behiltern). Ende des 19. Jahrhunderts wurden Silberverbindungen von Arzten zur
Behandlung von infektiosen Erkrankungen und Brandwunden eingesetzt. Das alte Heilmittel
geriet jedoch aufgrund der Entwicklung von anderen Antibiotika wie dem Penicillin nahezu in
Vergessenheit. Da aber die Anzahl an antibiotikaresistenten Bakterienstimmen in den letzten
Jahren zugenommen hat, feiert das Silber sein Comeback als Antibiotikum. Es wird wieder

medizinisch eingesetzt z.B. in Venen- oder urologischen Kathetern, in Gefdfprothesen und
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auch in vielen medizinischen Werkzeugen. Die bakterizide Wirkung geht von den Silber-
Ionen aus, die ein breites Wirkungsspektrum gegen anaerobe und aerobe gram-negative und
gram-positive Bakterien, gegen Pilze und resistente Bakterien besitzen.'"" Es ist noch kein
genauer Wirkungsmechanismus bekannt, jedoch weiB man, dass die Ag -Ionen in das Innere
der Mikroorganismen eindringen, sich fest an die Enzyme lagern und deren lebensnotwendige
Transportfunktion blockieren."*'"*! AuBerdem beeintrachtigen sie die Strukturfestigkeit der
Zelle, was zum Zelltod fiihrt. Sie destabilisieren auch die Membranstruktur der Zelle, und
verhindern somit die Freisetzung von essentiellen Ionen wie Natrium und Kalium, wodurch
das so hervorgerufene Ungleichgewicht der Zelle den Zelltod hervorruft.!'*'®'1 Die
Bakterienzellwand bildet eine schiitzende Schicht um die Zellmembran und wird durch die
Silber-lonen in ihrer Strukturebene so verdndert, dass die lebenswichtige
Widerstandsfahigkeit und Funktionsfihigkeit beeintrachtigt wird. Ferner wird die Zellteilung
und -vermehrung durch die Interaktion der Silber-lonen und den DNA/RNA Basen
gestort."*!”) Nimmt man all diese Wirkungsweisen des Silbers zusammen, kann davon
ausgegangen werden, dass Bakterien nur schwer eine Resistenz gegeniiber Silber ausbilden
konnen.

Silber-lonen sind in einer hohen Dosis jedoch zytotoxisch und man hat sich daher auf die
Verwendung von Silbernanopartikeln spezialisiert. In den Nanopartikeln ist die Oberfldche
grofler und die benétigte Menge an Silber fiir den gleichen antiseptischen Effekt kleiner. Die
Nanopartikel dienen zudem als Silberdepot, da sie kontinuierlich Silber-Ionen freisetzen, so

dass die Dosis an Silber erniedrigt und gleichzeitig die Wirkung verldangert werden kann.

3.1.2 Herstellung von Silber-Nanopartikeln

Es gibt viele Methoden, um Silber-Nanopartikel in Ldsung herzustellen wie z.B.
elektrochemisch,!™® mit Mikrowellen,!'”! mit Ultraschall*”! oder durch gamma—Strahlung.m]

[22,23]

Die wohl gingigsten und am haufigsten verwendeten Methoden sind die chemische und

photochemische Reduktion,*”

ausgehend von einem 16slichen Silbersalz und unter Zusatz
eines Stabilisators, der das weitere Wachstum und die Aggregation der sich bildenden Silber-
Nanopartikel verhindern soll. Géngige Reduktionsmittel sind z.B. Wasserstoff und
Kohlenmonoxid, Hydride wie NaBH4 oder KBH,4, Natriumcitrat oder Hydrazin.m’25 I Auf dem
Vormarsch ist auch die biologische Synthese von Silber-Nanopartikeln z.B. durch die Pilze

Fusarium oxysporum und Aspergillus flavus, welche nach Behandlung mit Silbernitrat

Nanopartikel auf der Oberfliche ihrer Zellwand bilden.***”! Die biologischen Synthesen sind
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jedoch im Vergleich zu den chemischen Methoden eher langsam, da sie zur Reduktion des
Silberions zwischen einem und fiinf Tagen bendtigen. Die Arbeitsgruppe von NOHI war
jedoch in der Lage mit einer Bakterienkultur innerhalb von 5 min Silber-Nanopartikel
herzustellen.*®! Ein sehr interessanter Ansatz zur Herstellung von Silber Nanopartikeln ist der
Gebrauch von Peptiden. Kiirzlich wurde ein kleines Peptid entdeckt, das Ag’-Nanokristalle

BT oder Tyrosin*'-haltige

mit einer GroBe von 60-150 nm bildet.” Auch Tryptophan
Peptide erlangen ein groBles Interesse, da diese Aminosduren bzw. ihre radikalischen
Zwischenstufen in biologischen Systemen beim Elektronen- und Wasserstoff-Transport eine
entscheidende Rolle spielen.”! Auch bei der Herstellung der Nanopartikel transferieren sie
ihre Elektronen auf das Metall-lon und reduzieren es so zum neutralen Metallatom. Bei all
diesen Methoden spielt der richtige pH-Wert eine entscheidende Rolle.””

Diese erwdhnten Oligopeptide dienen jedoch nicht nur als Reduktionsmittel, sondern haben
auch einen stabilisierenden Effekt. Als Organogele schrinken sie die Bewegung der
Nanopartikel ein und steuern zugleich deren Form und Struktur. Die Gruppen von
HaNaBUSAPY und Stupp®”! entwickelten ,,Ubergangsmetall-Nanotubes mit Organogelen als
Template. Erst kiirzlich benutzte HANABUSA Aminosduren als Struktur-dirigierendes Reagenz
zur Herstellung von Silica-Nanopartikeln.*®! Es gibt jedoch nur wenige Berichte iiber die
Verwendung von Organogelen zur Herstellung von Gold- und Silber-Nanopartikeln.*’*
BANERJEE und Mitarbeiter verwirklichten die Herstellung von Gold- und Silber-
Nanopartikeln, indem er Tyrosinhaltige, in organischen Losungsmitteln Gel-bildende Peptide,

als Organogel-Netzwerk entwickelte.*'!

3.1.3 Optische Eigenschaften von Edelmetall-Nanopartikeln

Wie farbiges Glas fiir Kirchenfenster und Trinkgefdle erzeugt wird, ist seit Jahrhunderten
bekannt. Wird Gold oder Silber zur Schmelze zugefiigt, wird rotes bzw. gelblich gefarbtes
Glas erhalten. Inzwischen weifl man auch, dass die Farbwirkung durch nanoskopisch, kleine
Partikel hervorgerufen wird, welche im Vergleich zu ausgedehnten Metallkdrpern andere
optische Eigenschaften aufweisen. Das Interesse an diesen Teilchen fand einen bedeutenden
Hohepunkt in der wissenschaftlichen Arbeit von MIE.*? Es wurden aber nicht nur die
Teilchen in Gldsern betrachtet, sondern spéter auch kolloidale Losungen von Metallteilchen,
mit denen sich bereits MICHAEL FARADAY beschiftigte.l”) Durch die Wechselwirkung der
Metalle mit elektromagnetischer Strahlung werden kollektive Elektronenbewegungen auf der
Oberfliche der Metallpartikel angeregt, welche als Plasmonen bezeichnet werden und eine

Extinktionsbande im sichtbaren Spektralbereich erzeugen. Es konnte gezeigt werden, dass die
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Lichtstreuung dieser Nanopartikel viel intensiver ist als das Fluoreszenzsignal von gingigen
Fluorophoren.*" Das Lichtsignal kann mit handelsiiblichen Lichtmikroskopen betrachtet
werden und wird stark von der chemischen Umgebung der Partikel beeinflusst.*! Einen
wichtigen Einflul} auf die Plasmonenenergie hat die Partikelgrof3e, da sie sowohl die Farbe als
auch die Halbwertsbreite der Signale im UV-Vis Spektrum beeinflusst. Bei groen Partikeln
sind die Banden breit, im Falle von monodispersen Teilchen liegen die Banden eng

beieinander."!

3.1.4 Biologische Aspekte

Im Jahre 1929 beobachtete ALEXANDER FLEMING nach einer Laborkontamination die
Wachstumshemmung von Staphylokokken durch einen Penicillin-bildenden Schimmelpilz
Penicilium notatum. Bei jener als Antibiotikum bezeichneten Verbindung handelt es sich um
einen niedermolekularen Sekundérmetaboliten eines Mikroorganismus, welcher die Fahigkeit
besal, das Wachstum anderer Mikroorganismen zu hemmen. Mit der Einfiihrung von
Penicillin konnten erstmals kaum beherrschbare Infektionen behandelt werden und im Laufe
der Jahre wurden neue Antibiotika entwickelt.

Durch den verbreiteten Einsatz von Antibiotika entstanden immer mehr resistente Bakterien-
Keime, wie z.B. die Methicillin-resistenten Stimme des Staphylococcus aureus (MRSA) und
die des Staphylococcus epidermidis (MRSE). Diese Keime konnen heute nur noch mit
hochpotenten Antibiotika wie Vancomycin bekdmpft werden. Ein besonderes Problem ist die
Infektion nach chirurgischen Eingriffen, vor allem dann, wenn Biomaterialien verwendet
werden. Diese bakteriellen Infektionen sind in Orthopéddie und GefdBchirurgie sehr gefiirchtet,
da sie nicht selten zu lebensbedrohlichen Sepsen fiihren.[*®! KiLGus und Mitarbeiter zeigten,
dass es in den letzten 10 Jahren zu einer Zunahme von Infektionen mit multiresistenten
Krankheitserregern nach Implantationen kam.!*”! Bei Implantationen von Totalendoprothesen
(TEP) werden bei iiber 1% aller Eingriffe Infektionen registriert, bei Knie- und
Ellbogenprothesen sind es 5-7%.1**! Fiir viele Patienten ist der Austausch bzw. die Entnahme
des Implantates oder sogar die Amputation der einzige Weg, eine chronische Infektion zu
verhindern.* Es kénnen sich auch GeféBprothesen infizieren, was zur Sepsis fiihrt, an der
zwischen 10 bis 25% der Patienten sterben. Der Grund fiir diese Entziindungen ist die
Oberfldchenbeschaffenheit der Implantate, auf denen kleinste Unebenheiten Nischen fiir die
Adhision von Bakterien bieten. Werden diese Nischen von korpereigenen Zellen besiedelt, so
wird es den Bakterien erschwert, auf der Oberfliche zu haften und das Implantat wird

zugleich geschiitzt. Gewinnen jedoch die Bakterien, so konnen sie sich ebenso wie die Zellen
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auf der Oberfldche ansiedeln und bilden einen Schleim aus, den sog. Bioﬁlm,[SO] der die
Bakterien zum einen vor der kdrpereigenen Immunabwehr, zum andern vor Antibiotika
schiitzt. Die héufigsten Biofilm-produzierenden Keime, die bei der mikrobiologischen
Untersuchung infizierter Prothesen und Implantate nachgewiesen wurden, sind
Staphylococcus aureus, E. Coli und Staphylococcus epidermidis. Staphylococcus aureus und
Staphylococcus epidermidis sind gram-positive Bakterien, wobei Infektionen durch Staph.
aureus schneller fortschreiten. Die Ansteckungsgefahr ist jedoch bei Staph. epidermidis
grofler, da diese Bakterien die menschliche Haut und Schleimhaut besiedeln und so bei
abwehrgeschwichten Menschen zu schweren Erkrankungen flihren. Besonders anfillig fiir
solche Biofilme durch die genannten Bakterien sind Katheter, kiinstliche Herzklappen,
Gelenkprothesen, Herzschrittmacher etc.

Da die Behandlung dieser Infektionen den Patienten sehr belastet, ist es wichtig neue
Moglichkeiten zur Bakterienbekdmpfung zu entwickeln. Eine Maoglichkeit ist die
antiseptische Beschichtung der Implantat-Oberflachen mit Antibiotika. Zur Vermeidung des

151

Biofilms wurden Oberflichen mit z.B. Polyethylenglykol™" oder Polyurethan® beschichtet.

Eine Alternative ist die kontrollierte Freisetzung von Antibiotika, wobei das Antibiotikum

iiber Wochen oder Monate freigesetzt wird.">*!

Auch Silber fand in diesem Gebiet seine Anwendung. Es wurde z.B. schon Plastik mit Silber

gemischt, um das Material vor Bakterien zu schiitzen.>"!

131 und orthopadische Nigel™® mit metallischem Silber

Ferner wurden auch Katheter
beschichtet. SHEEHAN und Mitarbeiter zeigten jedoch, dass Silber auf orthopéddischen
Implantaten die Adhision des Staph. aureus und Staph. epidermidis nicht verringert."” Der
Grund dafiir ist, dass nicht das metallische Silber, sondern Ag'-Ionen antibakteriell sind.
Deswegen wurden Polymere entwickelt, die in der Lage sind, kontinuierlich Ag" fiir ca. drei
Monate freizusetzen. °*!

Erst kiirzlich entwickelten FURNO und Mitarbeiter Polymer-Beschichtungen, welche
Silberpartikel mit einem Durchmesser von 10-100 nm freisetzen und die Bakterien

inhibieren.’!
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Ziel dieser Arbeit war es, mit Hilfe von kombinatorischen Peptidbibliotheken Peptide zu
identifizieren, die Ag'-Tonen selektiv binden, um anschlieBend durch Reduktion des Ag" die
Bildung von Silber-Nanopartikeln zu generieren. Dadurch, dass Ag  in der Medizin sehr
bedeutend ist, sollte auch hier bei erfolgreicher Nanopartikel-Bildung die Wirkungsweise auf
das Bakterienwachstum des Staphylococcus epidermidis getestet werden. Alle beschriebenen
Versuche wurden in einer Zusammenarbeit mit der Gruppe von Prof. Katharina M. Fromm

und ihrer Mitarbeiterin Tiinde Vig-Slenters ( Universitédt Fribourg) durchgefiihrt.

3.2 Festphasenexperimente zur  Herstellung von  Silber-

Nanopartikeln

3.2.1 Vorversuche

Zunéchst galt es herauszufinden, ob Silber auf einer festen Phase (TentaGel =TG) visualisiert
werden kann. Um dies zu testen, wurde TentaGel-Harz mit dem bekannten Ag-
Komplexligand iso-Nikotinsdure funktionalisiert.®” Acetyliertes TentaGel 90 diente als
negative Kontrolle (Abb. 49).

Abb. 49: Modellsysteme zur Fixierung von Silber.

Die beiden Harze 6 und 90 wurden mit einer 0.05 M wissrigen AgNOs-Losung inkubiert.
Nach waschen der Harze mit Wasser zur Entfernung von ungebundenen Ag'-Ionen wurden
die Proben fiir 8 h mit einer 15 Watt Lampe bestrahlt.

Erste Tests mit den géingigen Nachweisreagenzien fiir Ag" wie CI, Br' und I zeigten keine
Bindung, da die entstehenden Komplexe nicht visualisiert werden konnten. Aus diesem
Grund wurden die zuvor mit Ag'-Tonen behandelten Beads mit Licht bestrahlt (15 Watt
Lampe, Philips). Ist das entstehende metallische Silber geférbt, sollte dies unter dem
Lichtmikroskop erkennbar sein. Als Referenz diente acetyliertes TentaGel 90, welches Silber

nicht binden sollte.
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Analyse der Proben unter dem Lichtmikroskop zeigte rot-getupfte Beads im Falle der iso-
Nikotinsdure 6 und farblose Beads im Falle des acetylierten TentaGels 90, was zeigt, dass Ag-
Komplexe durch diese Methode nachgewiesen werden konnten. Um zu iiberpriifen, ob die
Farbe in der Tat auf gebildetes elementares Silber zuriickzufiihren ist, wurden die beiden
funktionalisierten Harze 6 und 90 mit ,,Scanning Elektron Microscopy (SEM)“ untersucht.
Bei dieser Messmethode wird ein Elektronenstrahl iiber das zu analysierende Objekt gefiihrt,
wobei die Elektronen mit dem Objekt wechselwirken und so ein entsprechendes Bild
erzeugen. Im giinstigen Fall konnen Objekte bis zu einer Million Mal vergroBBert werden. Um
die Elektronen ableiten zu konnen, werden die Proben vorher mit einer Schicht aus Gold oder
Platin tiberschichtet (Sputtern).

Die Oberfldche, der mit iso-Nikotinsdure funktionalisierten Beads 6 zeigte das Vorhandensein
von Silber-Nanopartikeln in einer Grof3e von 500 nm, wéhrend bei der negativen Kontrolle 90

kein Silber nachgewiesen werden konnte (Abb. 50).

Abb. 50: SEM-Aufnahme von Silber auf Iso-Nikotinsdure funktionalisiertem TentaGel 6.



90 Silber-Nanopartikel

3.2.2 Kombinatorische Experimente: Lichtreduktion von Ag"

Mit dieser Visualisierungsmethode von Silber wurde als nichstes untersucht, ob bestimmte
Peptide die Bildung von Silber-Nanopartikeln induzieren kénnen. Dazu wurden drei, durch

Split-und-Mix-Technik synthetisierte Peptidbibliotheken verwendet (Abb. 51).
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Abb. 51: Verwendete Peptidbibliotheken.

Die Penta- und Tripeptidbibliotheken 1 und 2 bestehen im Gegensatz zur Bibliothek 91 aus
einer geringen Anzahl von Peptiden, die aber strukturdirigierende Motive enthalten (s. Kapitel
2.2.1). Es konnte fiir die Silber Experimente nicht die ,,Fluorophor-Quencher-Bibliothek* 47
(Kapitel 2.3.1) verwendet werden, da der Quencher die Beads gelb erscheinen 148t und so eine
mogliche Farbanderung durch die Silber-Nanopartikel-Bildung erschwert ist.

Die Bibliotheken wurden wiederum wéhrend 15 min mit einer 0.05 M AgNO;-Losung
inkubiert und anschlieBend zur Entfernung von ungebundenen Ag'-lonen mit Wasser
gewaschen. Nach Bestrahlung der Proben mit der 15 W Lampe fiir 8 h waren zahlreiche
Beads in der Tri- und Pentapeptidbibliothek farbig (Abb. 52). Dies zeigt, das manche Peptide
innerhalb der Bibliotheken die Bildung von Silber-Nanopartikeln induzieren kénnen. Mit der
Pentapeptidbibliothek 1 wurden zahlreiche Farbabstufungen von rot nach gelb beobachtet,
wihrend bei der Tripeptidbibliothek 2 nur rote Beads auftraten (Abb. 52). Im Falle der
Fluorophor-Bibliothek traten keine farbigen Beads auf.
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Abb. 52: Tripeptid (links)- und Pentapeptidbibliothek (rechts) nach Silber-Inkubation und

Lichtreduktion.

Die in Abbildung 52 sichtbare inhomogene Fiarbung der Beads ist darauf zuriickzufiihren,

dass die Proben nicht geschiittelt werden konnten.

Isolierung der am intensivsten gefarbten Beads und Analyse der Peptidsequenzen mittels EC-

GC zeigte im Falle der Pentapeptidbibliothek 1 keine eindeutige Selektivitdt fiir eine

bestimmte Peptidsequenz (s. Anhang).

Die Analyse von ca. 60 roten Beads der Tripeptidbibliothek zeigte folgende Selektivititen

auf: fast jedes Peptid enthielt ein turn-induzierendes Motiv wie trans-Aminocyclohexansiure

35 oder Pro-Aib und in der ersten und dritten Position Histidin, Serin oder Tyrosin. In der

untenstehenden Tabelle sind nur die hdufigsten Sequenzen aufgefiihrt (Tab. 5).

AS2 Linker AS1 gefundene erwartete
Haufigkeit Haufigkeit
% %
ACHC
D/L-His  Pro-Aib L-Tyr 25 1.7
Pro-Gly
D/L-Ser  ACHC
L-Tyr Pro-Aib L-Tyr 22 2.6
Pro-Gly
L-Tyr ACHC D-Ser 8.3 0.29
D/L-Ser
L-Tyr X D/L-Ser 20 14.6
D/L-His

X = variable Aminoséure

Tab. 5: Analysierte Tripeptide mit EC-GC.

Kontrollexperimente bei denen die Beads nach der AgNOs-Inkubation nicht mit Licht

bestrahlt wurden, zeigten farblose Beads. AnschlieBend wurde mittels Atomabsorptions-

Spektroskopie (AAS) der Gehalt an noch freiem Silber in der Losung nach Inkubation mit den



92 Silber-Nanopartikel

Bibliotheken bestimmt. Bei der Pentapeptidbibliothek wurden 0.007 mg Silber pro mg
Bibliothek, mit der Tripeptidbibliothek 0.009 mg pro mg Bibliothek aufgenommen. Dies
bedeutet, dass beide Bibliotheken dhnlich starke Komplexbildner darstellen, wobei jedoch
keine Aussage iiber einzelne Peptide innerhalb der Bibliotheken getroffen werden kann.
Daher wurde fiir alle weiteren Versuche die Tripeptidbibliothek 2 verwendet.

Im Weiteren untersuchten wir, ob auf den Oberflichen der farbigen Beads Silber
nachgewiesen werden kann und analysierten die Oberfliche mit Elektronen-Mikroskopie. Bei
beiden Bibliotheken sind Silber-Partikel auf der Oberfliche erkennbar. Im direkten Vergleich
von roten mit farblosen Beads aus der Tripeptidbibliothek (Abb. 53, Mitte und Rechts) sieht

man Partikel mit einer GroBle von etwa 500 nm, wihrend auf den farblosen Beads keine

Nanopartikel nachgewiesen werden konnten. Abbildung 53 zeigt die Tripeptibibliothek vor
(Abb. 53, Links) und nach Silber-Inkubation mit anschlieBender Lichtreduktion (Abb. 53,
Mitte und Rechts), Abbildung 54 zeigt die Pentapeptidbibliothek vor und nach Inkubation.

Abb. 53: SEM-Aufnahmen von Links: Tripeptid ohne Silber; Mitte: rotes und farbloses Bead

im Vergleich nach Silber-Inkubation und Lichtreduktion, Rechts: zoom auf das rote Bead.

Abb. 54: SEM-Aufnahmen von Links: Pentapeptid ohne Silber, Mitte: farbiges Bead nach

Silber-Inkubation und Lichtreduktion; Rechts: zoom auf das farbige Bead.
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Wiéhrend der Messungen wurden Energie-Dispersive-Rontgenanalyse-Spektren (EDAX)
aufgenommen, die bei beiden Bibliotheken Silber auf der Oberfliche zeigten. Daneben
erkennt man das ,,Sputter-Metall*“ Platin sowie Chlor, da die Bibliotheken mit polychlorierten

Tags versehen sind, die man bei dieser Messung auch erkennt (Abb. 55).

400

300

Ag

WMMMWWWWWMMMM

Abb. 55: EDAX-Spektrum der Bibliothek.

Diese Daten zeigen, dass die kodierten Peptidbibliotheken zur Detektion von Peptiden genutzt
werden konnen, die selektiv Ag'-Ionen binden. Das metallische Silber auf der Oberfliche der
Beads lasst sich mittels SEM nachweisen. Die unterschiedlich geférbten Beads deuten darauf
hin, dass mit verschiedenen Peptiden gezielt unterschiedlich groBe Silber-Nanopartikel

generiert werden konnen.

3.2.3 Experimente mit festphasengebundenen Peptiden:

Lichtreduktion von Ag"

Um die Eigenschaften der in den kombinatorischen Experimenten indentifizierten Silber-
Nanopartikel bildenden Peptide ndher zu untersuchen, wurden verschiedene Peptide auf
TentaGel und Rink-Amid-Harz unter Fmoc-Standard-Bedingungen nachsynthetisiert. Der
Fokus der folgenden Arbeiten basiert auf den Tripeptiden, da bei der Pentapeptidbibliothek

keine Hauptsequenz gefunden wurde.
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Es wurden die in Abbildung 56a, 56b, 56c und 57 gezeigten positiven und negativen
Kontrollpeptide 92a/b-102a/b hergestellt. Die positiven Kontrollpeptide 92a/b-99a/b wurden
im kombinatorischen Screening gefunden. Die negativen Kontrollen sind Sequenzen, die

nicht im kombinatorischen Screening auftraten (Abb. 57).
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Abb. 56a: Positive Kontrollsequenzen 92a/b-95a/b.

HO \:_ﬁ
(0]

rac
Ac-L-Tyr-rac-ACHC-D-Ser-NHR

96a, R = TG HO

96b, R = H Ac-D-His-Pro-Aib-L-Tyr-NHR
97a, R = TG
97b, R = H

Abb. 56b: Positive Kontrollsequenzen 96a/b und 97a/b.



Silber-Nanopartikel 95

HO
o HO
)J\N N 0
H O
O ¢/ NH H )J\N N
>\\WN / NHR Ho§ Won S
% Z O NN\%NHR
o /
HO
HO

Ac-L-Ser-Pro-Aib-L-Tyr-NHR Ac-L-Ser-Pro-Aib-L-Ser-NHR
98a, R = TG 99a, R = TG
98b, R =H 99b,R =H

Abb. 56c¢: Positive Kontrollsequenzen 98a/b und 99a/b.
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102a, R = TG
102b, R =H

Abb. 57: Negative Kontrollsequenzen 100a/b-102a/b.

Alle Peptide wurden unter den gleichen Bedingungen wie im kombinatorischen Experiment
mit einer wassrigen Losung von AgNO; behandelt und 8 h mit der 15 W Lampe bestrahlt. Die
negativen Kontrollsequenzen blieben nach Lichtbehandlung farblos. Die Peptide, welche die
racemische Aminosdure ACHC 35 enthalten, zeigten wie schon beim kombinatorischen
Experiment rote Beads im Falle von Ac-L-His-rac-ACHC-L-Tyr-NH-TG 93a, Ac-D-His-rac-
ACHC-L-Tyr-NH-TG 92a und orange beads im Falle von Ac-L-Ser-rac-ACHC-L-Tyr-NH-TG
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95a, Ac-D-Ser-rac-ACHC-L-Tyr-NH-TG 94a, Ac-L-Tyr-rac-ACHC-D-Ser-NH-TG 96a (Abb.
58).

Abb. 58: Lichtmikroskop Bilder von Links: Ac-D-His-rac-ACHC-L-Tyr-NH-TG 92a, Rechts:
Ac-L-Ser-rac-ACHC-L-Tyr-NH-TG 95a nach Lichtreduktion.

Die Pro-Aib haltigen Peptide zeigten jedoch keine farbigen Beads, obwohl diese Sequenzen
auch im kombinatorischen Experiment gefunden wurden. AnschlieBend wurden mit AAS die
Silber-Aufnahmen durch die einzelnen Peptide bestimmt. Vor allem die Histidin-haltigen
Peptide zeigten eine hohe Aufnahme. Im Gegensatz dazu zeigten die negativen
Kontrollpeptide wie auch die Serin- und Tyrosin-haltigen Peptide eine sehr geringe Silber-
Aufnahme. Auffallend war, dass auch die Aspartat-haltigen Kontrollpeptide eine gewisse
Affinitdit zu Silber aufweisen, obwohl mit ihnen keine Silber-Nanopartikel-Bildung
beobachtet werden konnte (Tab. 6).

Peptid auf TentaGel Farbe nach Silber Aufnahme

Lichtreduktion mmol Ag/mmol Peptid
AcD-His-rac-ACHC-L-Tyr-NHTG 92a Rot 0.67
AcL-His-rac-ACHC-L-Tyr-NHTG 93a Rot 0.60
AcL-Ser-rac-ACHC-L-Tyr-NHTG 95a Orange 0.32
AcD-Ser-rac-ACHC-L-Tyr-NHTG 94a Orange 0.21
AcL-Tyr-rac-ACHC-D-Ser-NHTG 96a Orange 0.42
AcD-His-Pro-Aib-L-Tyr-NHTG 97a Farblos 0.68
AcL-Ser-Pro-Aib-L-Tyr-NHTG 98a Farblos 0.18
AcL-Ser-Pro-Aib-L-Ser-NHTG 99a Farblos 0.23
AcL-Tyr-L-Tyr-NHTG 100a Farblos 0.23
AcL-Tyr-Gly-L-Tyr-NHTG 101a Farblos 0.31
AcD-Asp-B-Ala-D-Asp-NHTG 102a Farblos 0.37
AcL-Asp-Pro-Gly-L-Asp-NHTG 46a Farblos 0.57

Tab. 6: Farben der Peptide nach Silber-Inkubation und Lichtreduktion.
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Die hohe Silberaufnahme der Histidin-haltigen Peptide 92a, 93a, 97a und Aspartat-haltigen
Peptide 102a und 46a konnte daran liegen, dass Histidin wie auch Aspartat gute Liganden fiir
Ag" darstellen.' Auch hier wurden die Oberflichen der einzelnen Beads auf Silber mit Hilfe
des Elektronenmikroskopes untersucht. Man fand bei Ac-L-His-rac-ACHC-L-Tyr-NH-TG 93a
und Ac-D-His-rac-ACHC-L-Tyr-NH-TG 92a Silber-Partikel mit einer Grofe zwischen 300
und 500 nm. Die Anwesenheit von Silber auf der Oberflache konnte mit Hilfe eines EDAX-

Spektrums bestdtigt werden (Abb. 59).

Abb. 59: SEM-Aufnahmen mit Ac-D-His-rac-ACHC-L-Tyr-NH-TG 92a.

Im Falle der orange gefdarbten Serin- und Tyrosin-haltigen Peptide konnten jedoch nur ganz
wenige um-grofe, isolierte Kristalle gefunden werden, welche Silber enthielten (EDAX-
Analyse). Da die Beads jedoch gefdrbt sind, sind wohlmoglich Partikel vorhanden, die aber

unter Umstdnden so klein sind, dass eine Detektion mittels SEM nicht mdglich ist.

Bei den negativen, farblosen Kontrollpeptiden konnten ebenfalls diese isolierten
Silberkristalle auf der Oberfldche erkannt werden.

Eine Erkldrung fiir die farblosen Beads im Falle der Pro-Aib- und Aspartat-haltigen Peptide
konnte die starke Ag -Komplexbildung sein, welche die Lichtreduktion nicht ermdglicht.
Daher wurde bei diesen Peptiden die Reduktion mit einem chemischen Reduktionsmittel
durchgefiihrt. Unsere Wabhl fiel dabei auf Vitamin C (Ascorbat), da es im Vergleich zu NaBHy

ein milderes Reduktionsmittel ist (Kapitel 3.2.4).[23d]

Dadurch, dass mit bestimmten Tripeptiden Silber-Nanopartikel generiert werden konnten,
wurden auch Sequenzen aus dem kombinatorischen Experiment mit der Pentapeptidbibliothek
Ac-L-Tyr-Pro-Gly-L-Tyr-Pro-Gly-L-Ser-NH-TG 103a, Ac-L-His-L-His-Pro-Gly-D-His-NH-
TG 104a und Ac-L-Ser-Ahx-D-Asp-Ahx-D-His-NH-TG 105a synthetisiert, mit Silber
inkubiert und mit Licht bestrahlt.
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Einzig die Beads von Peptid 104a firbten sich rotviolett, die anderen blieben farblos. Die
Bead-Analyse gestaltete sich jedoch schwierig, da diese stark untereinander aggregierten und

komplexe Strukturen auf der Oberflédche ausbildeten (s. Anhang).

3.2.4 Experimente mit festphasengebundenen Peptiden:

Chemische Reduktion von Ag’

Zur Untersuchung, ob sich in Gegenwart von Vitamin C als Reduktionsmittel andere der
bereits synthetisierten Peptide als aktiv bei der Bildung von Nanopartikeln erweisen, wurden
die Tripeptide mit einer 0.05 M AgNOs-Losung inkubiert, gewaschen und mit einer 0.05 M
Natrium-Ascorbatlosung versetzt (chemische Reduktion). Bei den mit Histidin- und Aspartat-
haltigen Peptiden funktionalisierten Beads, trat nach Zugabe des Reduktionsmittels bereits
nach ca. 20 Sekunden ein Farbumschlag ins Dunkelrote und Graue auf. Die Serin- und
Tyrosin-haltigen Peptide zeigten hingegen erst nach 24 h gelb gefirbte Beads, im Falle von
Pro-Aib und den negativen Tyrosin-Sequenzen blieben die Beads auch nach mehreren Tagen

farblos (Tab. 7).

Peptid auf TentaGel Farbe nach Silber Aufnahme
chem. mmol Ag/mmol Peptid
Reduktion
AcD-His-rac-ACHC-L-Tyr-NHTG 92a Dunkelrot 0.67
AcL-His-rac-ACHC-L-Tyr-NHTG 93a Dunkelrot 0.60
AcL-Ser-rac-ACHC-L-Tyr-NHTG 95a Gelb 0.32
AcD-Ser-rac-ACHC-L-Tyr-NHTG 94a Gelb 0.21
AcL-Tyr-rac-ACHC-D-Ser-NHTG 96a Gelb 0.42
AcD-His-Pro-Aib-L-Tyr-NHTG 97a Dunkelrot 0.68
AcL-Ser-Pro-Aib-L-Tyr-NHTG 98a Farblos 0.18
AcL-Ser-Pro-Aib-L-Ser-NHTG 99a Farblos 0.23
AcL-Tyr-L-Tyr-NHTG 100a Farblos 0.23
AcL-Tyr-Gly-L-Tyr-NHTG 101a Farblos 0.31
AcD-Asp-B-Ala-D-Asp-NHTG 102a Grau 0.37
AcL-Asp-Pro-Gly-L-Asp-NHTG 46a Dunkelgrau 0.57

Tab. 7: Farben der Peptide nach Silber-Inkubation und chemischer Reduktion.
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Auch hier wurden die Oberfldchen der einzelnen Peptide untersucht. Auf den mit Histidin-
haltigen-Peptiden funktionalisierten Beads 92a, 93a und 97a wurden Silber-Nanopartikel mit
einer GroBe zwischen 100 und 300 nm beobachtet, wobei das ganze Bead von ihnen bedeckt
war (Abb. 60). Untersuchung der gelben Beads lieferte Nanopartikel im Bereich von 50-200
nm, die grauen Beads zeigten Partikel im Bereich von 250-1000 nm, wobei die Partikel stark

untereinander aggregierten (Abb. 61).

Abb. 60: Lichtmikroskop- und Elektronenmikroskop-Aufnahmen von Ac-D-His-rac-ACHC-L-
Tyr-NH-TG 92a nach chemischer Reduktion mit Vitamin C.

Abb. 61: Elektronenmikroskop-Aufnahmen von Links, Mitte: Ac-L-Asp-Pro-Gly-L-Asp-NH-
TG 46a und Rechts: Ac-L-Tyr-rac-ACHC-D-Ser-NH-TG 96a.

Durch die erhaltenen Resultate konnte die erfolgreiche Ag -Komplexierung durch Histidin-
haltige, Serin- und Tyrosin-haltige und Aspartat-haltige Peptide bestdtigt werden. Dadurch,
dass nun Ag" auch auf Ac-D-His-Pro-Aib-L-Tyr-NH-TG 97a und Ac-L-Asp-Pro-Gly-L-Asp-
NH-TG 46a reduziert werden konnte, bestétigt sich die Annahme eines lichtstabilen Peptid-
Ag"-Komplex.
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Da bei den ACHC-haltigen Peptiden die Linker-Aminosdure in ihrer racemischen Form
eingesetzt wurde, wurden auch die enantiomerenreinen Peptide synthetisiert und ihre Affinitét
zu Silber getestet. Es wurden Ac-D-His-(R,R)-ACHC-L-Tyr-NH-TG/H 106a/b, Ac-D-His-
(S,S)-ACHC-L-Tyr-NH-TG/H 107a/b, Ac-D-Ser-(R,R)-ACHC-L-Tyr-NH-TG/H 108a/b, Ac-
D-Ser-(S,5)-ACHC-L-Tyr-NH-TG/H 109a/b, Ac-L-Tyr-(R,R)-ACHC-D-Ser-NH-TG/H 110a/b
und Ac-L-Tyr-(S,5)-ACHC-D-Ser-NH-TG/H 111a/b hergestellt (Abb. 62).
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Abb. 62: Enantiomerenreine Peptide 106a/b-111a/b.
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Die Peptide zeigten bei Licht- wie auch bei chemischer Reduktion die gleichen Resultate
verglichen mit den diastereomeren Peptiden 92a, 94a und 96a. Im Falle der Histidin-haltigen
Peptide 106a und 107a wurden rote (Lichtreduktion) und dunkelrote (chemische Reduktion)
Beads und im Falle der Serin- und Tyrosin-haltigen Peptide 108a-111a orange
(Lichtreduktion) und gelbe (chemische Reduktion) Beads beobachtet. Auch hier wurden die
Oberflichen der einzelnen Peptide untersucht und die Resultate stimmen mit denen der

diastereomeren Peptiden iiberein.

3.2.5 Kombinatorische Experimente: Chemische Reduktion von Ag"

Um zu untersuchen, ob nach Wechseln des Reduktionsmittels andere aktive Peptide gefunden
werden im Vergleich zur Lichtreduktion, wurde die chemische Reduktion auch fiir die
kombinatorische Bibliothek 2 angewendet. Auch hier wurden die Beads mit einer 0.05 M
AgNOs-Losung inkubiert, gewaschen und anschlieBend mit einer 0.05 M Ascorbat Losung
versetzt. Die chemische Reduktion ist im Vergleich zur Lichtreduktion viel schneller (da die
Energie des Lichtes nicht in die ganze Losung eindringen kann) und liefert eine hohere
Farbvariation (Abb. 63). Auch die Oberflichenanalyse =zeigt eine unterschiedliche
Partikelverteilung auf einzelnen Beads (Abb. 63).

Abb. 63: Licht- und Elektronenmikroskop-Aufnahmen der Tripeptidbibliothek 2 nach

chemischer Reduktion.

Isolierung der grau-schwarzen, orangen und roten Beads und Analyse der Peptidsequenz
mittels EC-GC zeigte eine Selektivitit fiir Histidin und Aspartat in der ersten und zweiten
Position. Im Gegensatz zu der Lichtreduktion ist die Linker-Position mehr oder weniger

variabel (Tab. 8).
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Farbe AS2 Linker AS1 gefundene erwartete
Haufigkeit Haufigkeit
% %
sor?d - DiL-His X DL AsP 87 3.5
Orange D/L-His X D/L-His 55 4.7
D/L-His Pro-Gly D/L-Asp 29 1.2
D/L-His Gly D/L-Asp 25 1.2
Rot D/L-His B-Ala D/L-Asp 16 1.2
D/L-Asp B-Ala D/L-His 21 1.2

X = variable Aminosiure

Tab. 8: Analysierte Sequenzen der Tripeptidbibliothek 2 nach chemischer Reduktion.

Die gefundenen Peptide unterscheiden sich von den aktiven Peptiden, die bei der
Lichtreduktion identifiziert wurden, da hier vorwiegend Histidin- und Aspartat-haltigen
Peptide detektiert wurden.

Die Reduktion mit Ascorbat wurde auch mit der Fluorophor-Bibliothek 91 durchgefiihrt und
man erhielt orange Beads, welche nach Analyse mittels EC-GC ebenfalls eine Selektivitit fiir
Histidin zeigten (s. Anhang). Im weiteren Verlauf dieser Arbeit konzentrierten wir uns auf die

im Screening der in Bibliothek 2 gefundenen aktiven Peptide.

3.2.6 Experimente mit festphasengebundenen Peptiden: Chemische

Reduktion von Ag’

Um die Eigenschaften der in den kombinatorischen Experimenten indentifizierten Silber-
Nanopartikel bildenden Peptide ndher zu untersuchen, wurden verschiedene Peptide auf
TentaGel und Rink-Amid-Harz unter Fmoc-Standard-Bedingungen nachsynthetisiert. Es
wurden Ac-L-His-Gly-L-His-NH-TG/H 112a/b, Ac-D-His-Pro-Aib-L-Asp-NH-TG/H 113a/b,
Ac-D-His-Gly-D-Asp-NH-TG/H 114a/b, Ac-L-His-Pro-Gly-D-Asp-NH-TG/H 115a/b und Ac-
L-Asp-B-Ala-D-His-NH-TG/H 116a/b in Anlehnung an die kombinatorischen Experimente
synthetisiert (Abb. 64)
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Abb. 64: Synthetisierte Peptide 112a/b-116a/b.
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Alle Peptide wurden unter den gleichen Bedingungen wie im kombinatorischen Screening
behandelt und zeigten direkt nach der Zugabe von Ascorbat eine Farbédnderung. Die Farben

variieren von dunkelgelb iiber orange nach dunkelrot (Tab. 9).

Peptide auf TentaGel Farbe nach chem. Silber Aufnahme
Reduktion mmol Ag/mmol Peptid
AcL-His-Gly-L-His-NHTG 113a Dunkelrot 0.71
AcD-His-Pro-Aib-L-Asp-NHTG 114a Dunkelgelb 0.44
AcD-His-Gly-D-Asp-NHTG 115a Dunkelrot 0.58
AcL-His-Pro-Gly-D-Asp-NHTG 116a Orange 0.64
AcL-Asp-B-Ala-D-His-NHTG 117a Orange 0.59

Tab. 9: Farben der Peptide nach chemischer Reduktion.

Die relativ hohe Silber-Aufnahme durch die Peptide zeigt erneut die hohe Ag -Affinitit von
Histidin und Aspartat. AnschlieBend wurde die Oberfldche der Beads untersucht. Im Fall der
dunkelroten und orangen Beads wurden Silber-Partikel mit einer Groe zwischen 100-200 nm

und im Fall der dunkelgelben Beads Partikel zwischen 50-100 nm gefunden (Abb. 65).

Abb. 65: Elektronenmikroskop-Aufnahmen von Links: Ac-L-Asp-fp-Ala-D-His-NH-TG 116a,
Mitte: Ac-L-His-Gly-L-His-NH-TG 112a und Rechts: Ac-D-His-Pro-Aib-L-Asp-NH-TG 113a.

Aus diesen Experimenten erhielt man dhnliche Peptidsequenzen wie bei der Lichtreduktion.
Um zu untersuchen, ob diese Peptide auch unter Licht Silber-Nanopartikel bilden kénnen,

wurden sie mit Ag'-Ionen inkubiert und anschlieBend mit Licht bestrahlt.
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3.2.7 Experimente mit festphasengebundenen Peptiden:

Lichtreduktion von Ag”

Die Peptide 112a-116a wurden mit den Bedingungen der Lichtreduktion behandelt und einzig
im Fall von Ac-L-His-Gly-L-His-NH-TG 112a wurde die Bildung von roten Beads
beobachtet. Die Aspartat-haltigen Peptide zeigen farblose Beads, was dadurch erklart werden
kann, dass Aspartate stirkere Ag -Komplexe bilden, die lichtstabil sind (Tab. 10). Dies zeigt,
dass Histidin in Kombination mit Aspartat nicht durch Lichtreduktion, sondern nur durch

chemische Reduktion Nanopartikel bilden.

Peptide auf TentaGel Farbe nach Licht- Silber Aufnahme
Reduktion mmol Ag/mmol Peptid
AcL-His-Gly-L-His-NHTG 112a Rot 0.71
AcD-His-Pro-Aib-L-Asp-NHTG 113a Farblos 0.44
AcD-His-Gly-D-Asp-NHTG 114a Farblos 0.58
AcL-His-Pro-Gly-D-Asp-NHTG 115a Farblos 0.64
AcL-Asp-B-Ala-D-His-NHTG 116a Farblos 0.59

Tab. 10: Farben der Peptide 112a-116a nach Licht-Reduktion.

Die Oberfldchen-Analyse von Ac-L-His-Gly-L-His-NH-TG 112a mittels SEM zeigte Partikel
mit einer Gréfe von 500 nm (Abb. 66).

Abb. 66: Elektronenmikroskop-Aufnahmen von Ac-L-His-Gly-L-His-NH-TG 112a nach
Inkubation mit Ag" und Reduktion mit Licht.

Bei den farblosen Peptiden waren in wenigen Féllen isolierte Partikel auf vereinzelten Beads

mit einer GroBe von 500 nm erkennbar.
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Bei den kombinatorischen Experimenten mit Licht wurden vorwiegend Peptide mit turn-
dirigierenden Elementen und den Aminosduren Histidin und Tyrosin gefunden (Tab. 5, S.91).
Im Gegensatz dazu wurden mit der chemischen Reduktion eher Peptide mit einer
willkiirlichen Linkerposition und den Aminosduren Histidin und Aspartat gefunden (Tab. 8,
S.102).

Um den EinfluB der einzelnen Aminosduren und Linker auf die Bildung der Silber-
Nanopartikel zu untersuchen, wurden Sequenzen synthetisiert, bei denen z.B. Tyrosin durch
Phenylalanin oder Histidin ersetzt ist und ACHC z.B. durch Glycin. Dazu wurden Ac-D-His-
rac-ACHC-L-Phe-NH-TG/H 117a/b, Ac-D-His-Gly-L-Tyr-NH-TG/H 118a/b, Ac-D-His-L-
Tyr-NH-TG/H 119a/b, Ac-D-His-L-His-NH-TG/H 120a/b, Ac-L-Cys-Gly-L-Ala-NH-TG/H
121a/b und Ac-L-Asp-rac-ACHC-L-Tyr-NH-TG/H 122a/b hergestellt und unter den gleichen
Bedingungen (Reduktion mit Licht bzw. Vitamin C) behandelt (Abb. 67).
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SRS S RS

Ac-D-His-rac-ACHC-L-Phe-NHR Ac-D-His-Gly-L-Tyr-NHR
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\ 0
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(0]
HN\¢N
OH Ac-D-His-L-His-NHR
Ac-D-His-L-Tyr-NHR 120a, R = TG
119a, R=TG 120b, R=H
119b, R =H

Abb. 67a: Synthetisierte Peptidsequenzen 117a/b-120a/b.
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Abb. 67b: Synthetisierte Peptidsequenzen 121a/b-122a/b.

Die festphasengebundenen Histidin-haltigen Peptide 117a-122a zeigten nach Licht-Reduktion
rote oder rotviolette Beads und nach chemischer Reduktion dunkelrote Beads. Das
festphasengebundene Cystein-haltige Peptid 121a wurde aus Vergleichsgriinden synthetisiert,
da Silber sowie Gold zu Schwefelliganden eine hohe Selektivitdt aufweisen. Die Beads der
Peptide mit Cystein 121a und Aspartat 122a zeigten nach Lichtreduktion keine Farbanderung
und nach chemischer Reduktion waren die Beads des Cystein-haltige Peptids orange und die
des Aspartat-haltigen grau, was typisch fiir Aspartat-Sequenzen ist. Analyse der Oberfldchen
der Beads der Histidin-haltigen Peptide mit Licht-Reduktion zeigte Partikel zwischen 200-500
nm, mit chemischer Reduktion zwischen 100-200 nm. Im Falle des Cystein-haltigen Peptids
121a konnten in keinem Fall Partikel gefunden werden, mit dem Aspartat-haltigen Peptid
122a jedoch nach chemischer Reduktion aggregierte Partikel von ca. 400 nm.

Diese Ergebnisse zeigten auf, dass die Aminosdure Histidin fiir die Bildung der Nanopartikel
ausschlaggebend ist und dass die Linkerposition nur eine untergeordnete Rolle spielt. Der
Austausch von Histidin durch Asparatat liefert nur im Falle der chemischen Reduktion

Nanopartikel, was die Lichtstabilitdt Aspartat-haltiger Peptide bestitigt.

AnschlieBend wurden Pulverdiffraktometrische Messungen durchgefiihrt, um etwas iiber den
Zustand des auf der Oberflache vorhandenen Silbers zu erfahren.

Wir untersuchten zum einen festphasengebundene Peptide, bei denen Ag” mit Licht reduziert
wurde, wie z.B. Ac-D-His-rac-ACHC-L-Tyr-NH-TG 92a und Ac-L-His-rac-ACHC-L-Tyr-
NH-TG 93a, konnten aber keine Silbersignale erkennen. Auch die mit Vitamin C behandelten
festphasengebundenen Peptide Ac-D-Ser-rac-ACHC-L-Tyr-NH-TG 94a, Ac-L-Ser-rac-
ACHC-L-Tyr-NH-TG 95a und Ac-L-Tyr-rac-ACHC-D-Ser-NH-TG 96a zeigten keine
Signale.
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Mit vielen festphasengebundenen Peptiden wie z.B. Ac-D-His-(S,5)-ACHC-L-Tyr-NH-TG
107a konnten nach chemischer Reduktion des Ag' charakteristische Signale gefunden
werden, die typsich fiir das Pulverdiffraktrogramm des Silbers sind (Abb. 68).1%!

Mit den so erhaltenen Daten aus den SEM-Aufnahmen in Kombination mit EDAX-Spektren
und den Pulverdiffraktogrammen kann geschlossen werden, dass Silber in kristalliner Form

auf den Oberflachen der Beads vorhanden ist.

38,15

]Ag(mj

Int.

Az(311)

2H
Abb. 68: Pulverdiffraktogramm von Ac-D-His-(S,S)-ACHC-L-Tyr-NH-TG 107a.

3.2.8 Isothermische Mikrokalorimetrie Studien zur Inhibition

von Bakterien

Dadurch, dass Silber-Nanopartikel auf Bead-Oberflachen durch bestimmte Peptide gebildet
werden konnen, wurde ein Peptid Ac-D-His-rac-ACHC-L-Tyr-NH-TG 92a ausgewéhlt und
auf seine antibakteriellen Eigenschaften untersucht. In Zusammenarbeit mit Prof. A. U.
Daniels und Dr. Ueli von Ah (Orthopadische Biomechanik, Biozentrum, Universitit Basel)
wurde zur Untersuchung die Methode der isothermischen Mikrokalorimetrie verwendet, mit
der die Inhibition von Mikroorganismen evaluiert werden kann (EMI-IMC = Evaluation of
Microorganism Inhibition by Isothermal Microcalorimetry). Die Methode liefert schnelle,
sehr gut reproduzierbare Ergebnisse und die Inhibition kann mit antibakteriellen Losungen
und Feststoffen durchgefiihrt werden. Mit dieser Methode ldsst sich bestimmen, inwiefern das

Bakterienwachstum (Replikation) durch eine Substanz bei einer bestimmten Temperatur
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inhibiert wird. Die Inhibition wird anhand der Warmeproduktion bestimmt, denn sobald ein
Bakterium gehemmt wird, nimmt die Replikation und somit die Warmeproduktion ab.

Fiir die Experimente wurden ca. 10 mg des Peptids Ac-D-His-ACHCrac-L-Tyr-NH-TG 92a
mit einer 0.05 M AgNOs-Losung inkubiert, gewaschen und entweder 8 h bestrahlt (LR92a)
oder mit einer Ascorbatlosung behandelt (CR92a). Desweiteren wurde auch das mit Iso-
Nikotinsdure funktionalisierte Harz (Isomic 6) mit Silber behandelt und sollte neben
acetyliertem TentaGel (Acet 90) und dem festphasengebundenen Peptid allein (92a) auf
eventuelle Inhibition getestet. Als Bakterium wurde Staphylococcus epidermidis verwendet,
welches in der Medizin als sehr gefahrlich eingestuft wird und der haufigste Keim bei
abwehrgeschwichten Personen darstellt.

Fiir die Messungen wurden die einzelnen Substrate zusammen mit den Bakterien, kultiviert in
,brain-heart infusion serum* (BHI), in die Messampullen eingeschlossen und die

freiwerdende Wirme iiber einen Zeitraum von 24 h oder 48 h gemessen.

In Abbildung 69 sind die Ergebnisse mit dem festphasengebundenen Peptid 92a, acetyliertem
TentaGel 90 und dem mit Licht behandelten Peptid LR92a dargestellt. Die orange Kurve
zeigt die Wiarmeabgabe des Bakteriums ohne jegliche Substanzzugabe. Die anschlieBenden
Versuche zeigten, dass das Bakterienwachstum durch das lichtreduzierte Peptid (LR92a)
gehemmt wird, was an der fehlenden Wiarmefreisetzung erkennbar ist (untersten Kurven). Erst
ab etwa 28 h ist das Bakterium in der Lage sich zu replizieren. Mit acetyliertem TentaGel
(Acet 90) und dem Peptid allein (92a) als Referenzen ldsst sich keine nennenswerte

Hemmung des Wachstums erkennen (mittlere Kurven) (Abb. 69).
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Abb. 69: Hemmung des Bakterienwachstums durch LR92a im Vergleich zu Acet-TG 90 und
dem Peptid 92a.

Die untenstehende Abbildung 70 zeigt die Hemmung des Bakterienwachstums mit dem
festphasengebundenen Peptid LR92a im Vergleich zur festphasengebundenen iso-
Nikotinsdure (Isonic 6). Iso-Nikotinsdure Isonic 6 (mittlere Kurven) hemmt das

Bakterienwachstum jedoch weniger stark im Vergleich zum Peptid LR92a (untere Kurven).
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Abb. 70: Hemmung des Bakterienwachstums durch LR92a im Vergleich zu iso-Nikotinsdure

Isonic 6.
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In einem weiteren Experiment wurden die Peptide, bei denen Silber mit Licht (LR92a) oder
chemisch reduziert (CR92a) wurde, miteinander verglichen. Das Ergebnis ist in Abbildung 71
abgebildet und zeigt die Hemmung des Bakterien-Wachstums durch beide Peptide. Die
Effizienz ist beim lichtreduzierten festphasengebundenen Peptid LR92a hoher. In diesem Fall
wird erst nach etwa 42 h wieder freiwerdende Wéarme gemessen, wohingegen beim chemisch
reduzierten festphasengebundenen Peptid CR92a die Hemmung schon nach 27 h erlischt
(Abb. 71).
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Abb. 71: Hemmung des Bakterienwachstums durch LR92a im Vergleich zu CR92a.

Eine mogliche Erklarung fiir diesen Unterschied zwischen licht- und chemisch reduzierter
Probe konnte an der Oberflichenbeschaffenheit der Beads liegen. Im Falle des chemisch
reduzierten Peptids CR92a sind die Beads homogen mit kleinen Silberpartikeln bedeckt, die
wihrend des Experimentes in der Lage sein konnen, viel Ag™ freizusetzen. Wie schon in
Kapitel 3.1.4 beschrieben, ist dies die antibakteriell aktive Form des Silbers. Da nun aber das
,brain-heart-infusion serum® (BHI)-Medium sehr viele Zusdtze wie Chloridionen,
Sulfhydrylgruppen und viele weitere funktionelle Gruppen enthidlt, kann das freigesetzte
Silber damit reagieren und wird durch die resultierende Komplexbildung inaktiviert. Da bei

der chemischen reduzierten Probe sehr viele Silberionen freigesetzt werden konnen, tritt
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zusitzlich zur Hemmung des Bakteriums eine Reaktion mit dem Medium in Konkurrenz, was
die kiirzere Inhibitionszeit durch CR92a erklédren wiirde.

Im Gegensatz dazu sind bei der lichtreduzierten Probe LR92a deutlich weniger Silberpartikel
auf der Oberfliche vorhanden, was die Zahl an freizusetzenden Ionen einschriankt. Diese
Ionen scheinen direkt mit dem Bakterium zu wechselwirken und die Reaktion mit dem
Medium stellt keine Konkurrenz zur Inhibition dar, was die lingere Hemmung des
Wachstums erkldren wiirde.

Tests in der Arbeitsgruppe von Prof. A. U. Daniels (Labor fiir orthopddische Biomechanik,
Biozentrum Universitdt Basel) mit hohen Konzentrationen an AgNOj3 zur Bakterienhemmung

zeigten auch Wechselwirkung von Ag” mit den Anionen aus dem verwendeten BHI-Medium.

Eine zweite mogliche Erklirung wire, dass im Falle der Licht-Reduktion nicht alles Ag” zu
Ag’ reduziert wurde und daher noch vom Peptid komplexiertes Ag" vorhanden ist. Da Ag" die
aktive Spezies ist, wiirde dies die ldngere Inhibition des Bakterien-Wachstums erkldren. Im
chemisch reduzierten Fall hingegen wurde wahrscheinlich der groBte Teil an Ag' zu

elementarem Silber reduziert, so dass die Bakterien-Replikation weniger lang gehemmt wird.

Diese ersten Experimente zeigten, dass das festphasengebundene Peptid Ac-D-His-rac-
ACHC-L-Tyr-NH-TG 92a in Kombination mit Silberpartikeln ein potentieller Kandidat zur
Hemmung des Bakterienwachstums darstellt. Vergleicht man die Versuche mit den
festphasengebundenen Peptiden mit iso-Nikotinsdure funktionalisiertem TentaGel, so sind

beide Peptide aktiver.
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3.3 Studien zur Herstellung von Silber Nanopartikeln in Losung mit

Hilfe von Peptiden

Da mit verschiedenen festphasengebundenen Peptiden Silber-Nanopartikel auf den Bead-
Oberfldchen generiert werden konnten, wurde fiir die folgenden Untersuchungen in Losung
das Peptid Ac-D-His-rac-ACHC-L-Tyr-NH, 92b ndher untersucht. Es wurden auch ESI-
Studien mit den restlichen Peptiden durchgefiihrt und Peptid-Silber-Komplexe in der
Gasphase beobachtet (s. Vorschrift Exp. Teil)

3.3.1 UV-Vis-Studien

Da Silber-Nanopartikel durch Anregung mit elektromagnetischer Strahlung im sichtbaren
Bereich charakteristische Farben zeigen, wurde auch in dieser Arbeit untersucht, ob das
identifizierte Peptid Ac-D-His-rac-ACHC-L-Tyr-NH, 92b (TFA-Salz) in Ldsung
Nanopartikel bilden kann. Das Peptid wurde mit einer fiinffachen Menge an AgNOs-Lsung
versetzt und mit der 15 W Lampe bestrahlt. Nach gewissen Zeitintervallen wurden UV-Vis-
Spektren aufgenommen, wobei sich nach 4 h eine rétliche Verfarbung der Losung zeigte mit

gleichzeitigem Auftreten eines Maximums im Bereich zwischen 400 und 500 nm (Abb. 72).
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Abb. 72: UV-Vis-Messung mit Ac-D-His-rac-ACHC-L-Tyr-NH, 92b (TFA Salz) und AgNO:3.
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Anschliefend wurde auch das entsalzte Peptid Ac-D-His-rac-ACHC-L-Tyr-NH, 92b mit
AgNOj; inkubiert. Nach Reduktion des Ag' mit Licht war die Losung intensiver rot im
Vergleich zum TFA-Salz Experiment. Dies kann dadurch erklédrt werden, dass das protonierte
Imidazol des Histidin keinen guten Bindugspartner fiir Ag" darstellt. Auch das Vorhandensein
des TFA-Anions steht in Konkurrenz zum Imidazol als potentieller Ag+-Bindungspartner.[63]
Bei Experimenten mit anderen Peptiden, welche im Lichtexperiment farblos waren, wurde
auch bei den UV-Vis-Messungen kein Maximum beobachtet, was die kombinatorischen
Experimente bestitigt. Die Serin- und Tyrosin-haltigen Peptide waren in den meisten Fillen
schlecht wasserloslich, so dass die Experimente nicht durchgefiihrt werden konnten.

Andere Peptide-TFA-Salze, die im Lichtexperiment farbig waren, zeigten wenn iiberhaupt nur
eine sehr schwache Farbung. Dieses Ergebnis erfordert daher die Verwendung der entsalzten
Peptide.

Wird die chemische Reduktion unter den gleichen Bedingungen durchgefiihrt (5-facher
UberschuB von Ag" im Vergleich zum Peptid), so wird das iiberschiissige Silber so schnell
reduziert, dass die komplette Kiivette mit einem Silberspiegel iiberzogen ist und die
Untersuchungen nicht mehr durchgefiihrt werden konnen. Zukiinftige Versuche sollen mit

einem Unterschuf3 an Silber durchgefiihrt werden.

3.3.2 TEM-Studien

Die Losung aus 10 mM Ac-D-His-rac-ACHC-L-Tyr-NH; 92b (TFA-Salz) und 50 mM AgNO;
wurde mit Licht bestrahlt und die entstehende rote Losung und mit Hilfe des Transmissions-
Elektronenmikroskopes (TEM) untersucht. AgNOs liegt im UberschuB vor und kann auch
nicht entfernt werden. Daher war es nicht verwunderlich, dass auch AgNOs;-Kristalle
beobachtet wurden. Um spiter einen direkten Vergleich zu haben, wurde auch AgNOjs alleine
als Referenz vermessen. Die Untersuchungen mit der Referenz ergaben pflanzenartige
Kristalle von AgNO3, welche auch zum Teil in den Peptid-Silber-Proben gefunden wurden. In
der Messlosung wurden auch Strukturen gefunden, die auf die gebildeten Partikel
zuriickzufiihren sind. Analyse der TEM-Ldsungen unter dem Rasterelektronen-Mikroskop

zeigten auch kleine, untereinander aggregierte Partikel (Abb. 73).
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Abb. 73: TEM-Aufnahmen von Links oben: AgNQO;, Mitte, Rechts, Links unten: Peptid 92b
und Silber; Rechts unten: SEM Peptid 92b und Silber.

3.3.3 NMR-Studien

Mit dem Peptid Ac-D-His-rac-ACHC-L-Tyr-NH, 92b (TFA-Salz) wurde eine Ag'-
Bindungskonstante in Wasser bestimmt. Dafiir wurde das Peptid (2.2 mM) in D,O/H,0O
vorgelegt und mit unterschiedlichen Aquivalenten an Ag' in H,O bei 600 MHz gemessen (s.
Vorschriften Exp. Teil). Da die racemische Aminosdure ACHC 35 als Linker benutzt wurde,
befinden sich in der Messlosung die beiden diasteromeren Peptide. Anhand der Experimente
mit verschiedenen Equivalenten an Silber, konnten Verschiebungen beobachtet werden,
welche auf eine Silber-Bindung hindeuten. Die wichtigsten Signale sind an der
untenstehenden Abbildung 74 aufgezeigt und die Signalverschiebungen sind in der
dazugehorigen Tabelle 11 aufgefiihrt. Auch andere Protonen zeigen eine Verschiebung im
ppb Bereich auf und sind zusammen mit den iibereinandergelegten Spektren im Anhang zu

finden.
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Abb. 74: Wichtigsten Signale im Diastereomerengemisch.

Equi. He-Tyrss | He-Tyrgr | NH-turnggr | Ho-Tyrss NHes-Hisgr
Ag’
Referenzpeak 0 6.80 6.68 8.02 7.10 8.54
[Ppm]
4.91 2.83 2.43 1.41 2.43 2.94
24.6 4.99 4.86 7.17 5.38 18.2
Verschiebung 98.0 13.7 12.3 20.9 14.3 48.6
[Hz] 250.8 31.2 28.7 35.5 32.0 77.6
490.6 59.0 56.6 52.1 59.8 99.9
702.4 70.9 69.4 57.2 71.2 108.3

Tab. 11: Signalverschiebungen definierter Signale.

Anhand der erhaltenen Daten ist eine Wechselwirkung zwischen den aromatischen
Tyrosinprotonen und Silber zu erkennen, was auf eine Kation-n-Wechselwirkung hindeutet.
Im Weiteren sind aber auch Amidprotonen der ACHC-Aminosédure und das Imidazolproton
des Histidins an der Bindung beteiligt.

Aus den Verschiebungen ergibt sich eine Ag’-Bindungskonstante von 2.13 M, was eine sehr

schwache Bindung darstellt (Abb. 75).
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Abb. 75: Auftragung der Verschiebung gegen die Equivalente an Silber.

Die schwache Bindung kann auch hier durch die Verwendung des TFA-Salzes erklart werden.
Zur genauen Untersuchung des Einflusses von TFA auf die Titration sollen die Experimente

mit dem entsalzten Peptid durchgefiihrt werden.
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3.4 Zusammenfassung und Ausblick

In dieser Arbeit wurde ein kombinatorischer Ansatz zur Identifizierung von Peptiden
verwendet, die selektiv Ag'-Ionen binden. Durch Reduktion mit Licht bzw. Vitamin C
konnten auf den Oberflichen der Harzkiigelchen Silber-Nanopartikel generiert werden. Die
Peptide, die Silber-Nanopartikel durch Lichtreduktion bilden, enthalten eine Kombination aus
Histidin, #rans-2-Aminocyclohexansdure und Tyrosin oder aus Serin, trans-2-
Aminocyclohexansdure und Tyrosin. Alle durch Histidin-haltige Peptide und Licht gebildeten
Nanopartikel farben die Oberflichen der Harzkiigelchen rot, die durch Serin- und Tyrosin-
haltige Peptide und Licht gebildeten Partikel farben sie orange. Mit Hilfe unterschiedlicher
Peptidsequenzen wurden unterschiedlich groe Nanopartikel mit einer durchschnittlichen
GroBe zwischen 300 und 500 nm erhalten.

Die Herstellung der Nanopartikel durch Vitamin C erfolgt schneller als durch Licht und ist
unabhiingig von der Linkerposition. Nach chemischer Reduktion der Ag'-lIonen wurden
Peptide erhalten, welche im Gegensatz zu den mit Licht reduzierten, eine Kombination aus
Histidin und Aspartat enthielten. Es sind deutliche Farbabstufungen von rot nach gelb zu
beobachten, mit Nanopartikeln kleiner 100nm bis zu einer Gréf3e von 200 nm. Je heller die
Oberflachen der Harzkiigelchen bei der chemischen Reduktion gefarbt sind, desto kleiner sind
die darauf vorhandenen Silber-Nanopartikel.

Nahere Untersuchungen mit dem Peptid Ac-D-His-rac-ACHC-L-Tyr-NH-TG/H sowohl auf
Festphase als auch in Losung zeigten die Entstehung der Silber-Nanopartikel, was durch die
auftretende rote Losung und mittels UV-Vis-Studien, TEM und SEM bestétigt werden
konnte.

Erste antibakterielle Studien zeigten, dass eine Wachstumshemmung des Bakteriums Staph.
epidermidis durch das festphasengebundene Peptid in Kombination mit Silberpartikeln
stattfindet. Die Bildung von Silber-Nanopartikeln durch definierte Peptide erdffnet somit die
Moglichkeit zur Anwendung als Antibiotika.

Zur Entwicklung weiterer Peptide konnen neue Peptidbibliotheken mit verschiedenen
Linkersystemen hergestellt werden, um noch gezielter den FEinflu bestimmter
Peptidkonformationen zu studieren. Im Weiteren kann der EinfluB verschiedener
Reduktionsmittel untersucht werden. Exakte Studien zu definierten GroBBen der Nanopartikel

konnten mittels dynamischer Lichtstreuung durchgefiihrt werden.



Silber-Nanopartikel 119

Da viele der synthetisierten Peptide wasserunloslich sind und somit fiir viele Studien (UV,
NMR) nicht zuginglich sind, konnte man diese mit Polyethylenglykolketten (PEQG)
modifizieren und dadurch ihre Loslichkeit erhohen.!*!

Ein weiterer wichtiger Ansatz zur Struktur- und Bindungsaufkldrung wére eine geeignete
Kristallisationsmethode der Peptide mit Silber.

Auch Untersuchungen mit dem Peptid Ac-D-His-rac-ACHC-L-Tyr-NH-TG und Silber ohne
anschliefende Reduktion des Silbers sollen durchgefiihrt werden, um die Wichtigkeit der
Nanopartikel zu bestimmen.

Es sollen auch Anderungen der Oberfliche von TentaGel zu Gold durchgefiihrt werden, was
die Herstellung Cystein-modifizierter Peptide erfordert.

Neben der Anwendung als Antibiotika in der antibakteriellen Implantatforschung er6ffnen

sich auch Anwendungsbereiche in der Katalyseforschung.
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4. Synthese neuer wasserloslicher Diketopiperazin-Rezeptoren und deren

Bindungseigenschaften

4.1 Einleitung

Da der Bedarf an Therapeutika, die auf selektiver Erkennung basieren, stindig steigt, wurden
in den letzten Jahren viele synthetische Rezeptoren mit spezifischen Bindungseigenschaften
entwickelt.!"*! Da die Erkennung zwischen grofien Biomolekiilen ein sehr komplexer Prozef
ist, hat man sich auf die Erkennung kleinerer Molekiile, insbesondere Peptide, konzentriert.
Die Peptid-Rezeptoren konnten dabei nicht nur als neue Wirkstoffe, sondern auch fiir die
Trennung von Peptidmischungen,” als Modell fiir natiirliche Peptid-Peptid-
Wechselwirkungen oder fiir die Entwicklung spezifischer Sensoren dienen.!"® Die
Wechselwirkung zwischen zwei Molekiilen ist ein sehr empfindlicher Prozel3, wobei kleine
strukturelle Modifikationen zu erheblichen Anderungen in den Bindungseigenschaften fiihren
konnen. Um Peptide zu erkennen und Bindungseigenschaften untersuchen zu kdnnen, sind
spezielle Rezeptoren notwendig. Diese bestehen aus einem Templat, welches mit
Erkennungselementen funktionalisiert ist.!"”) Wihrend die Elemente fiir die Selektivitit
verantwortlich sind, bildet das Templat das Grundgeriist und dirigiert die Elemente in eine fiir
intermolekulare Wechselwirkung geeignete Position. Die Wahl des Templates ist also
ausschlaggebend fiir die Bindungseigenschaften eines Rezeptors.

Im Lauf der letzten Jahre wurden vor allem zweiarmige Rezeptoren entwickelt, die selektiv

8-131 Thre Strukturmerkmale variieren dabei von

(8.9]

peptidische Gastmolekiile erkennen.

peptidischen und sulfono-peptidischen Strukturen,
[

iiber zweiarmige makrobizyklische
Rezeptoren''? hin zu guanidinbasierten Rezeptoren fiir die Erkennung von Carboxyl-

Funktionen (Abb. 76).["’!
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Abb. 76: Beispiele zweiarmiger Rezeptoren.

Zu dieser Rezeptoren-Klasse zdhlen auch die in der WENNEMERS-Gruppe entwickelten
Diketopiperazin-Rezeptoren, die auf Cyclodi-y-aminoprolin basieren, welches mit zwei

peptidischen Armen funktionalisiert ist (Abb. 77).'*!

Acu“‘

Abb. 77: Struktur eines zweiarmigen Diketopiperazin-Rezeptors.

Dabei dient das Templat als rigides, strukturdirigierendes Grundgeriist und bringt beide Arme
in eine Position, aus der eine Bindung méglich ist. !'*?! Zum Aufbau der Rezeptorarme konnen
sowohl L- als auch D-Aminosduren verwendet werden, welche mittels Standard-
Peptidsynthese an das Templat gekuppelt werden. Sie ermoglichen nicht-kovalente
Wechselwirkungen wie Wasserstoftbriicken, ionische und hydrophobe Wechselwirkungen.

Konventionelle und kombinatorische Bindungsstudien zeigten, dass Diketopiperazin-
Rezeptoren in organischen und wéssrigen Losungsmitteln kurzkettige Peptide mit hoher
Sequenzselektivitit und Bindungsaffinititen von AG = -5 bis -6 kcal/mol binden.!"*!!

Strukturelle Modifikationen, wie z.B. der Austausch des Templates gegen andere Diamine,
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fihren zu weniger selektiven Rezeptoren oder dem vollstindigen Verlust der

Bindungseigenschaften.!'*

4.2  Design der wasserloslichen Diketopiperazin-Rezeptoren

Die WENNEMERS-Gruppe entwickelte kiirzlich einen wasserloslichen Diketopiperazin-
Rezeptor 7, welcher in kombinatorischen Experimenten mit einer Peptidbibliothek hohe
Selektivitit fiir Arginin-reiche Peptide zeigte.!'™ Dispersrot 5 markiertes Tyrosin in der ersten
Position der Rezeptorarme ermoglichte hierbei ein ,,on-bead Screening®. Die Aminosédure
Aspartat und Bernsteinséure wurden verwendet, um den Rezeptor zum einen wasserldslich zu
machen und zum anderen, um eine Affinitdt fiir basische Aminosiurereste zu erzielen (Abb.

78).

ODR

ODR

Abb. 78: Struktur des wasserldslichen Rezeptors 7.

Weitere Untersuchungen zeigten, dass Dispersrot 5 an sich keine Bindung zu Peptiden
eingehen kann und, dass die Rezeptoren ohne den Farbstoff keine Peptide binden kénnen.!®
Folglich spielt der Farbstoff oder zumindest einzelne in ihm enthaltene Strukturelemente fiir
die Wechselwirkung eine wichtige Rolle. Um den EinfluB3 dieser aromatischen Elemente
ndher zu untersuchen, wurden zusitzlich zum mit Dispersrot markierten Rezeptor neue

wasserlosliche Rezeptoren entwickelt, die verschiedene Fragmente des Farbstoffes enthalten.
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Dazu wurden zwei Tyrosin-Rezeptoren 8, 10 und ein Phenylalanin-Rezeptor 9 synthetisiert

und an das Diketopiperazin Templat 84 gekuppelt (Abb. 79).

Abb. 79: Wasserlosliche Diketopiperazin Derivate.
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4.3  Synthese der wasserloslichen Diketopiperazin-Rezeptoren

Der Dispersrot markierte Rezeptor 7 wurde ausgehend von Verbindung 88 (Kap. 2) durch
Acylierung mit Bernsteinsdureanhydrid und anschlieBender Abspaltung der tert-Butyl

Schutzgruppen mit TFA in CH,Cl, hergestellt. (Schema 11).

O-DR O-DR

Fmoc—(L-Asp(OtBu))Q—”

a,b
—_—
27%
H (0] H O
— t O _ — — N
Fmoc—(L-Asp(O Bu))z—N\_)J\N\ Suc—L-Asp —L-Asp N\_)J\N
: H z H
88 7
O-DR O-DR
DR-OH =

<O
HN@N
HO 5

(a) i TAEA (30 eq), CH,Cl,, DMF, RT, 1 h; ii: Bernsteinsdureanhydrid (20 eq), CH,Cl,, RT, 1.5 h;
(b) TFA/CH,Cl, (2:1), RT, 1 h.

Schema 11: Synthese des Dispersrot markierten Rezeptors 7.
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Zur Synthese der verschiedenen Rezeptoren wurde das Azo-Derivat 124, das mit Hilfe einer
Snx-Reaktion aus 123 hergestellt wurde, durch eine Mitsunobu Reaktion an die Phenolgruppe
des N-Boc-L-Tyrosin Methylester 86 gekuppelt. AnschlieBend wurde der Methylester 125

verseift und man erhielt das Azo markierte Tyrosin 126 (Schema 12).

O . O
Do i OO
38%

123

Azo-OH 124 OH

OH 0-Azo 0O-Azo
b o]
91% 85%
OCH
BocHN/\[( 3 BocHN OCH3 BocHN OH
o) o)
86 126

O
125

(a) 2-Bromethanol (1.8 eq), K»COs (3.8 eq), DMF, 80 °C, 16 h; (b) Azo-OH (1.0 eq), PPh; (1.0 eq),
DIAD (1.3 eq), Toluol, RT, 20 h; (¢) TEA/MeOH (1:1), NaOH (2.7 eq), H,O, RT, 12 h.

Schema 12: Synthese des N-Boc-L-Tyr(Azo)-OH Bausteins 126.

Ausgangsverbindung fiir die Synthesen der Rezeptoren 8, 9 und 10 war das Diketopiperazin-
Templat 84. Zum Aufbau der Seitenarme wurde das Diamin 84 mit Azo-, Phenyl- und OMe-
funktionalisiertem N-Boc-L-Tyr-OH unter Verwendung von HCTU als Kupplungsreagenz
verknlipft. Die Boc-Gruppen wurden mit HCI in Dioxan abgespalten und die beiden weiteren
Kupplungen von Fmoc-L-Asp(O'Bu)-OH erfolgten ebenfalls mit HCTU als
Kupplungsreagenz und TAEA oder Et,NH fiir die Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppen.
Nach Abspaltung der letzten Fmoc-Gruppe wurden die N-Termini der Rezeptorarme mit
Bernsteinsdureanhydrid acyliert. Abspaltung des tert-Butylesters der Aspartate unter sauren

Bedingungen fiihrte zu den Rezeptoren 8, 9 und 10 (Schema 13).
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R
NH,*CI “
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N—+H a b, c N—H
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R
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(a) N-Boc/Fmoc-L-Tyr(R)-OH (4.0 eq), HCTU (4.0 eq), Pro,NEt (4.0 eq), DMF, CH,Cl,, RT, 1 h ,42
% (Azo) 127, 59 % (Bip), 75 % (OMe); (b) i: 4 M HCl/Dioxan, MeOH, RT, 1 h oder DEA (30 eq),
DMF, RT, 1 h; ii: Fmoc—L—Asp(OtBu)—OH (4.0 eq), HCTU (4.0 eq), iPrZNEt (4.0 eq), DMF, CH,Cl,,
RT, 1 h, 76 % (Azo), 75 % (OMe), 67 % (Bip) (¢) i: DEA (30 eq), DMF, RT, 1 h; ii: Fmoc-L-
Asp(O'Bu)-OH (4.0 eq), HCTU (4.0 eq), 'Pr.NEt (4.0 eq), DMF, CH,Cl,, RT, 1 h, quant. (Azo), 78 %
(OMe), 84 % (Bip); (d) Bernsteinsdureanhydrid (20 eq), CH,Cl,, RT, 1.5 h, 85 % (Azo), 76 % (OMe),
71 % (Bip); (e) TFA/CH,CI, (1:1), RT, 1 h, 96 % (Azo), quant. (OMe), 98 % (Bip).

Schema 13: Synthese der Rezeptoren 8, 9 und 10.
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4.4 Bindungsaffinititen der Rezeptor-Peptid Komplexe

Zur Untersuchung des Einflusses der neuen Bausteine wurden die Bindungseigenschaften der
Rezeptoren 8-10 gegeniiber dem Tripeptid Ac-Arg-Arg-Arg-NHPr 128 untersucht (Abb. 80).
Dieses Peptid wird von dem Dispersrot markierten Rezeptor 7 mit einer Affinitit von AG = -
5.7 kcal/mol gebunden. Das Peptid wurde mittels Standard-Fmoc-Festphasenpeptidsynthese

auf Wang-Harz hergestellt.!'”

HNYNH2 HNYNHZ

NH NH
O (0]
H H
H o :W\H
NH
HoN™ SNH
128

Abb. 80: Arginin-reiches Gastpeptid.

Die Bindungsaffinititen der Rezeptoren wurden mit Hilfe von isothermischer Kalorimetrie
(ITC) bestimmt. Diese Methode ist sehr empfindlich und wurde z.B von HAMILTON und
Mitarbeitern zur Bestimmung von Wirt-Gast Stochiometrien zwischen Guanidin und
Carboxylaten benutzt."™ ITC beruht auf dem Prinzip, dass ein Bindungspartner zum anderen
titriert wird und die dabei aufgenommene oder abgegebene Warme AH gemessen wird. Die
Messapparatur besteht aus zwei thermostatisierten und isolierten Zellen zu je 1-1.5 mL
Volumen, wobei die Temperatur der Zellmintel konstant gehalten wird (isotherme
Bedingungen). Durch die schwach geheizte Referenzzelle flieit ein konstanter Strom und die
Probenzelle wird Feedback-kontrolliert aufgeheizt, so dass sie dieselbe Temperatur aufweist
wie die Referenzzelle. Lauft in der Probenzelle nun eine Reaktion ab, bei der Wéarme frei
wird, so wird der Strom durch den Feedback Mechanismus gedrosselt. Wird bei der Reaktion
Wiérme aufgenommen, mufl der Heizstrom verstirkt werden. Die Verdnderung der
Stromstiarke wird als positives oder negatives Signal registriert. Das Kalorimeter misst die
Stromstirke in der Probezelle und berechnet daraus die Aufnahme oder Abgabe von Wirme
pro Zeiteinheit (ucal/sec). Die Probenzelle ist an eine motorgetriebene Spritze angeschlossen,
iiber die kleine Aliquots des Titranden zugesetzt werden. Uber die Wirmemenge wird die

Enthalpie AH und die Gleichgewichtskonstante K der Reaktion bestimmt. Aus der
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Gleichgewichtskonstanten K ergibt sich mit Hilfe von AG = -RTInK die freie Energie und mit
AG = AH-TAS schlussendlich die Entropieinderung des Systems. Die Stochiometrie der
Bindung kann durch einen ,kleinste Fehlerquadrate“-Fit der theoretischen Funktion an die
gemessene Kurve bestimmt werden. Die Beitrdge von AS und AH zu AG erlauben Aussagen
tiber die bei der Bindung statfindenden Prozesse. Kommt es bei einer Bindung z.B. zur
Ausbildung von Wasserstoffbriicken, zur Wechselwirkung zwischen einzelnen Dipolen oder
Coulomb-Kriften, so ist die Reaktion Enthalpie-gesteuert. Andert sich in einem System der
Ordnungsgrad wie z.B. bei Hydratationen oder Dehydratationen, so spricht man von einer
Entropie-gesteuerten Reaktion.

Zur Bestimmung der Bindungsaffinititen und Triebkraft der Bindung wurde das Peptid Ac-
Arg-Arg-Arg-NHPr 128 zu den jeweiligen Rezeptoren in 100 mM Tris HCI Puffer (pH 8.0)
titriert und die dabei auftretende Reaktionswiarme gemessen. Alle Titrationen wurden bei
26 °C, einer Anfangskonzentration der Rezeptoren von 200 uM und durch 5 pL-Zugaben
einer 8§ mM-Stocklosung des Peptides durchgefiihrt, was einem Peptid:Rezeptor-Verhéltnis
von 1:7 bis 10:1 entspricht. Die erhaltenen Daten wurden unter Annahme einer 1:1-

Stochiometrie gefittet und sind in Tabelle 12 aufgefiihrt.

Ac-Arg-Arg-Arg-NHPr 128

AG = -5.77% 0.2 kcal/mol

AH = -1.75+ 0.15 kcal/mol

Rezeptor 7 TAS = 4.04 kcal/mol
(1:1)

AG =-4.51% 0.07 kcal/mol

AH = -4.53+ 0.22 kcal/mol

Rezeptor 8 TAS =-0.018 kcal/mol
(1:1)

Rezeptor 9 Keine Auswertung moglich

Rezeptor 10 Keine Auswertung moglich

Tab. 12: Zusammenstellung der Bindungsenergien [kcal/mol].

Wie schon in der Dissertation von Philipp Krattiger'” beschrieben, deutet die Bindung

zwischen Rezeptor 7 und dem Peptid auf einen 1:1-Komplex mit einer Bindungsaffinitdt von
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AG = -5.77 kcal/mol hin. Die Reaktion ist exotherm und lduft unter Zunahme der Entropie
exergonisch, also spontan ab. Eigentlich wiirde man vermuten, dass durch die Titration des
Peptides zum Rezeptor ein geordnetes System entsteht, was zu einer Entropieabnahme fiihren
sollte. In unserem System hingegen kommt es zu einer Entropiezunahme, was auf eine hohere
Unordnung des Systems hindeutet. Der Rezeptor ist wahrscheinlich aufgrund der Dispersrot-
Reste und die dadurch entstehenden hydrophoben Wechselwirkungen schon vorgeordnet.
Wird nun der Gast zutitriert, so verdringt dieser Wassermolekiile aus der Bindungstasche des
Rezeptors, welche das System so Unordnung bringen, so dass die Entropie zunimmt. Wird
Dispersrot durch das Azo-Derivat 124 ausgetauscht, deutet der erhaltene Fit immer noch auf
eine 1:1-Stochiometrie hin. Auch hier lduft die Reaktion spontan und exotherm ab (AG = -
4.51 kcal/mol), jedoch nimmt die Bindungsaffinitit um 1.2 kcal/mol ab, was auf eine
schwichere ,,Wirt-Gast-Wechselwirkung® hindeutet. Im Gegensatz zu Rezeptor 7 ist die
treibende Kraft der Reaktion nicht die Entropie (TAS = -0.018 kcal/mol), sondern die
Enthalpie (AH = -4.53 kcal/mol). Dies konnte bedeuten, dass der Rezeptor von Anfang an
ungeordnet vorliegt, d.h. die Arme mit den entsprechenden Seitenketten sind im
Losungsmittel sehr flexibel. Wird nun das Peptid zugesetzt und vom Rezeptor gebunden, so
werden die Peptidarme in ihrer Flexibilitdt eingeschrankt, was zu einem geordneten System
und einer negativen Entropie flihrt (Abb. 81).
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Abb. 81: Mikrokalorimetrische Titrationen der Rezeptoren 7 und 8 gegen Ac-Arg-Arg-Arg-
NHPr 128.
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Mit den beiden anderen Rezeptoren 9 und 10 war keine Auswertung der Daten mdglich, da
nach Subtraktion der Referenz (Peptid allein) keine Kurve erhalten wurde, aus welcher der
Reaktionswérme-Verlauf hétte bestimmt werden konnen (Abb. 82). Der Grund dafiir ist die
geringe Warmetonung des Prozesses. Vergleicht man diese Ergebnisse mit den beiden
anderen Rezeptoren, so erkennt man, dass sich die Werte der freigesetzten Reaktionswéarmen
deutlich unterscheiden. Wird bei Rezeptor 7 und 8 die Anfangswirme von etwa —2,5 pcal/sec
freigesetzt, so liegen die Werte fiir die beiden anderen Rezeptoren bei — 0.35 pcal/sec, was auf

eine schwache Wechselwirkung zwischen den Rezeptoren und dem Peptid hindeutet.
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Abb. 82: Mikrokalorimetrische Titrationen der Rezeptoren gegen Ac-Arg-Arg-Arg-NHPr.

Eine Erklarung fiir die fehlende Bindung bei beiden Rezeptoren konnte die Stellung der
Rezeptorarme in den einzelnen Verbindungen liefern. Moglicherweise stehen die Peptidarme
nur bei den Rezeptoren 7 und 8 in geeigneter Position. Auffillig ist auch, dass nur bei diesen
Rezeptoren die Azogruppe vorhanden ist, die in einer Z- und E-Konfiguration stehen kann,

was eine Auswirkung auf die Stabilitdt des Rezeptors haben kann.
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4.5 Zusammenfassung

Es wurden drei Rezeptoren synthetisiert, die Teile des Farbstoffes Dispersrot enthalten.
Anschlieend wurden deren Bindungseigenschaften gegeniiber dem Tripeptid Ac-Arg-Arg-
Arg-NHPr untersucht. Entfernt man die Nitrogruppe und tauscht das tertidre Amin gegen
einen Sauerstoff, so ist die Reaktion Enthalpie-gesteuert und die Bindung um etwa 1 kcal/mol
schwidcher im Vergleich zum Farbstoff-markierten Rezeptor. Reduziert man das System auf
zwei Aromaten oder Methoxy-Tyrosin, so ist keine Bindung mehr zum Peptid zu erkennen. In
dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Bindungsaffinititen von Rezeptoren durch den
Austausch von nur einer Position zu einem erheblichen Bindungsverlust fithren kann. Da bei
den Experimenten die Werte von ,,guter” Bindung zu ,keiner” Bindung sehr offensichtlich
sind, wire es interessant, Rezeptoren zu synthetisieren, bei denen der Farbstoff um kleinere

Einheiten reduziert wird (Abb. 83).

NO,
N¢N/© O
RO\/\NQ/ RO\/\N O

) )

RO\/\N O RO\/\O O

NH,
RO\/\O/©/ RO\/\O/©

R =Boc-L-Tyr-OH

Abb. 83: Mdgliche Tyrosin-Derivate.
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Ac Acetyl

Ac,O Essigsdureanhydrid

ACHC trans-2-Aminocyclohexan Carbonsdure
AcOH Essigséure

Ahx Aminohexansdure

Aib Aminoisobuttersiure, a-Methylalanin
Ala Alanin

B-Ala B-Alanin

Alloc Allyloxycarbonyl

Arg Arginin

AS Aminoséure

Asc Ascorbat (Vitamin C)

Asp Aspartat

Bead Harzkiigelchen

BHI brain-heart-infusion Serum

BNPP Bis-p-Nitrophenylphosphat

Boc tert. -Butyloxycarbonyl

Boc,0 tert. -Butyloxycarbonyl anhydrid
BSA N,O-Bistrimethylsilylacetamid

CAN Cer-Ammoniumnitrat

CHES 2-(Cyclohexylamino)ethansulfonsdure
COSY Correlated Spectroscopy

CR chemisch reduziert

CVD Chemical Vapor Deposition

Cys Cystein

DC Diinnschichtchromatographie

DEA Diethylamin

DEPT Distortionless enhancement by Polarization Transfer
DIAD Diisopropyldicarboxylat

DIC N,N-Diisopropylcarbodiimid

DIPEA Diisopropylethylamin

DMAP N,N-Dimethylaminopyridin
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DMF
DMSO
DR
EC-GC
EDAX
EDC
EDTA
EMI-IMC

ESI

eq
ESEM
EtOH
EtOAc
Et;N
Et,O

F
Fmoc
Fmoc-OSu
GC
ges.
Gln
Glu
Gly

HATU

HCTU

HEPES
His
HMBC
HMQC
HOBt
HPLC

N,N-Dimethylformamide

Dimethylsulfoxid

Dispersrot

Electroneneinfang Gaschromatographie
Energiedispersive Rontgenanalyse
1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimid
Ethylendiamintetraacetat

Evaluation = of  Microorganism  Inhibition by
Microcalorimetry

Electronen Spray lonisation

Equivalent

Environmental Scanning Electron Microscope
Ethanol

Ethylacetat

Triethylamin

Diethylether

Fluorophor

9-Fluorenylmethoxycarbonyl

Fmoc-Succinimid

Gaschromatographie

gesittigt

Glutamin

Glutamat

Glycin

Stunde(n)

O-(7-azabenzotriazol-1-yl)N,N,N’,N -tetramethyluronium
hexafluorophosphat
O-(1H-6-chlorobenzotriazol-1-yl)1,1,3,3-tetramethyluronium
hexafluorophosphat
4-(2-Hydroxyethyl)piperazine-1-ethansulfon Sdure
Histidin

Heteronuclear Multiple Bond Correlation
Heteronuclear Multiple Quantum Coherence
1-Hydroxybenzotriazole

High Performance Liquid Chromatography

Isothermal



Abkiirzungsverzeichnis 145

HV Hochvakuum

ITC Isothermische Kalorimetrie

1. V. im Vakuum

J Kopplungskonstante in Hertz

kcal Kilokalorie

kcat Wechselzahl (turnover)

Kum Michaelis-Menten-Konstante

Lac Lactat

Leu Leucin

LR licht reduziert

Lys Lysin

nm Nanometer

Mel Methyliodid

MeOH Methanol

MES 2-(N-morpholin)ethanesulfonsiure
MHz Megahertz

min Minute(n)

MRSA Methicilin-resistenter Staphylococcus Aureus
MRSE Methicilin-resistenter Staphylococcus Epidermidis
MS Massenspektrometrie

MSA Methansulfonsdure

m/z Masse/Ladung

NMM N-Methylmorpholin

NMR Nuclear Magnetic Resonance
NOESY Nuclear Overhauser Enhancement Spectroscopy
Pfp Pentafluorphenyl

Phe Phenylalanin

pmol Picomol

ppb parts per billion

PPh; Triphenylphosphin

PPI Pyridyl-pyridinium lodid

ppm parts per million

Pro Prolin

] pseudo

Q Quencher (Fmoc-Nitro-L-Tyrosin)
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quant.
RT
Ser

Suc

TAEA
Tag
TEM
TEP
TFA
TG
THF
Thr

TIS
TOCSY
TRIS HCl
Trt

turn

Tyr
SEM
UV-Vis
Val

quantitative

Raumtemperatur

Serin

Bernsteinsdure

tert. —Butyl

Tris-(2-aminoethyl) Amine

polychlorierte Kohlenwasserstoffe als Code fiir einzelne Aminosduren
Transmissions-Elektronen-Mikroskop
Totalendoprothesen

2,2,2- Trifluoressigséure

TentaGel-Harz

Tetrahydrofuran

Threonin

Triisopropylsilan

Total Correlation Spectroscopy
Tris(hydroxymethyl)amiomethan Hydrochlorid
Triphenylmethyl (Trityl)

strukturdirigierendes Element

Tyrosin

Scanning Electron Microscope (Raster-Elektronen-Mikroskop)
Ultraviolett

Valin

Watt
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5. Gerate und Materialien

5.1 Analytische Methoden

"H-NMR Bruker Avance 400 (400 MHz), Bruker 500 DRX (500 MHz)

Chemische Verschiebungen (8) sind in ppm angegeben, bezogen auf Tetramethylsilan als
internen Standard (dtys = 0.00 ppm) oder auf die Losungsmittelsignale von CDCl; (6 = 7.26
ppm), de-DMSO (& = 2.50 ppm) oder CD;0D (& = 3.31 ppm). Alle Spektren wurden mit Hilfe
von 1D oder 2D Experimenten zugeordnet (COSY, NOESY, TOCSY) und die
Kopplungskonstanten (J) wurden in Hertz (Hz) angegeben. Die Signale wurden wie folgt
abgekiirzt: s = Singulett, brs = breites Singulett, d = Dublett, brd = breites Dublett, t =
Triplett, brt = breites Triplett, ¢ = Quartet, quin = Quintet, m = Multiplet, y = pseudo. Alle

Losungsmittel wurden von Cambridge Isotope Laboratories bezogen.

BC-NMR Bruker Avance 400 (101.1 MHz), Bruker 500 DRX (125.6 MHz)

Chemische Verschiebungen (9) sind in ppm und beziehen sich auf die Losungsmittelsignale
von CDCl; (6 = 77.1 ppm), de-DMSO (& = 39.5 ppm) oder CD3;OD (6 = 49.3 ppm). Die
Spektren sind 'H-breitbandentkoppelt und wurden mit Hilfe von 1D oder 2D Experimenten
zugeordnet (DEPT, HMBC, HMQC). Quarternire C-Atome wurden wie folgt abgekiirzt: Cq.

Massenspektrometrie Bruker Esquire 3000 plus, Finnigan MAT LCQ (oktapol)
Die Proben wurden als 0.01 mg/mL oder 0.1 mg/mL Lésungen in MeOH, CH,Cl, oder H,O
direkt injiziert. Die lonenerzeugung erfolgte durch Elektronensprayionisation (ESI). Die

Werte wurden jeweils in atomaren Masseneinheiten pro Ladung (m/z) angegeben.

MALDI-TOF-Massenspektrometrie Voyager-DE PRO BioSpectrometry Workstation
from Applied Biosystems
Als Matrices wurden Nitroanilin oder Sinapinsdure verwendet. Die Werte wurden jeweils in

atomaren Masseneinheiten pro Ladung (m/z) angegeben.

UV-Vis-Spektroskopie Perkin Elmer Lambda Bio UV/vis spectrometer
Die Spektren wurden entweder in Quarzkiivetten von SUPRASIL® (Hellma, Typ 114-QS, d =

10 mm) oder Acrylkiivetten von Semadeni (d = 10mm) aufgenommen.
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Fluoreszenz-Spektroskopie FluoroMax-2
Die Spektren wurden entweder in Quarzkiivetten (Hellma) oder Acrylkiivetten von Semadeni

(d = 10 mm) aufgenommen.

Electroneneinfang Gas-Chromatographie (EC-GC) Hewlett Packard HP 6890

Die Analyse der Tag-Alkohole wurde durch on-column Injektion und einem pEC-Detektor
auf einer HP Ultra 1 (Methylsiloxan) Kappillare (25 m, 0.2 mm, 0.33 pm) durchgefiihrt. Die
Alkohole wurden mit BSA silyliert.

Transmission-Elektronen-Mikroskopie (TEM)  Philips EM 400

Die TEM Versuche wurden im Zentrum fiir Mikroskopie im Pharmazentrum der Universitit
Basel von Dipl.-Chem. Lucy Kind durchgefiihrt. Die Proben wurden zuerst auf einen Grid
aufgebracht. Die Analyse wurde bei 80 kV durchgefiihrt und die Aufnahmen der Bilder

wurden mit einer Megaview II charge coupled-device camera (CCD) gemacht.

Atom Absorptions Spektroskopie (AAS) Shimadzu AA-6300
Die Ag'-Konzentration auf den TentaGel Beads wurde durch die freie Konzentration an Ag'-
Tonen in der Reaktionsldsung bestimmt. Die Versuche wurden mit Hilfe von Ag’-Standard-

Losungen von 1-8 ppm durchgefiihrt.

Scanning-Electron-Microscopy (SEM)  ESEM XL 30 FEG, Hitachi S 4800

Alle Studien wurden von Gianni Morson, Marcel Diiggelin oder Daniel Mathys im Zentrum
fiir Mikroskopie im Pharmazentrum durchgefiihrt. Die Proben wurden fiir die Untersuchung
mit 5 nm Platin gespottet und mit 5 kV beschleunigt. Die Bilder wurden entweder ohne
Kontrast oder im Back-Scatter Modus gemessen. Die dazugehorigen EDAX Spektren wurden

mit den gleichen Gerdten aufgenommen.

Pulverdiffraktometrie STOE STADI P automatisches Diffraktometer

Die Experimente wurden von Tiinde Vig Slenters an der Universitdt Fribourg durchgefiihrt.
Dafiir wurden zwischen 10 und 25 mg Probe in Quarz Halterungen fixiert und mit Hilfe einer
CuK Quelle und einem Graphit Monochromator vermessen. Zur Auswertung der

Rontgenmuster diente das Programm PowderCell 2.2[23d].
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5.2  Chromatographie

Diinnschichtchromatographie

Zur qualitativen und quantitativen Verfolgung des Reaktionsverlaufes sowie zur
Reinheitskontrolle von kommerziell erhdltlichen bzw. synthetisierten Substanzen wurden
Kieselgel-beschichtete DC-Fertigplatten von Merck verwendet (Kieselgel 60 F,s4). Die
Substanzen wurden mittels UV (254 nm) oder durch Anfarben mit Ninhydrin visualisiert. Die
Retentionsfaktoren (Rf) sind mit dem jeweiligen Losungsmittelgemisch angegeben. Die

Losungsmittel fiir die einzelnen Laufmittelgemische wurden vor dem Gebrauch destilliert.

Saulenchromatographie
Die Reinigung synthetisierter Verbindungen wurde mit Hilfe einer Sdulenchromatographie
unter erhohtem Druck (Flashchromatographie) an Kieselgel 60 (40-63 um) der Firma Merck

durchgefiihrt. Die einzelnen Elutionsmittel wurden auch hier vor Gebrauch destilliert.

High Performance Liquid Chromatography Shimadzu Class-VP (UV-Vis Detection)
Reversed-phase HPLC Analysen wurden auf LiChrospher 100 RP-18¢ 5 uM (250 mm x
4.6 mm) durchgefiihrt. Als Losungsmittel wurden Acetonitril der Firma Fisher Scientific und

nanopures Wasser verwendet.
Groflenausschluss Chromatographie

Die Trennungen der Produkte anhand ihrer unterschiedlichen MolekiilgroBe wurden auf

Sephadex LH20 Harz von Sigma durchgefiihrt.

5.3 Weitere Geriite

Thermomixer Eppendorf Thermomixer comfort
Mikroskop Olympus Microscope SXZ12
Mikroskop-Kamera Olympus Camedia C-3000 Zoom
pH-Meter Metrohm

Peptid Synthesizer Syro I MultiTech GmbH
Mikrokalorimeter VP-ITC MicroCal,[ kcal/mol]

Isothermische Mikrokalorimetrie 7AM III-48, Waters-TA Instruments, New Castle DE,
USA, 48 parallel geschaltete Messkandle
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5.4 Losungsmittel und Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien entsprachen hoher Qualitdit und wurden ohne weitere
Aufreinigung  verwendet. Die  Losungsmittel fiir  Extraktionen, Séulen- und
Diinnschichtchromatographie wurden vor Gebrauch destilliert. Fiir Reaktionen in wasserfreier
Umgebung oder fiir analytische Experimente wurden absolute Losungsmittel der Firma Fluka
verwendet. Wasser, welches fiir Reaktionen oder HPLC Untersuchungen benutzt wurde,
wurde iiber ein Barnstead Ultrapure Water System filtriert. TentaGel-NH,-Harz wurden von
RAPP Polymere GmbH Tiibingen (Deutschland) und Rink-Amid-Polystyrolharze von
Novabiochem (Schweiz) bezogen. Geschiitzte Aminosduren wurden von Bachem AG
(Schweiz) und Novabiochem (Schweiz) bezogen. Kopplungsreagenzien wurden bei Fluka,

Iris Biotech, Bachem AG oder Senn Chemicals gekauft.

5.5 Pufferherstellung

0.5 M HEPES, pH 7.0 0.01 M HEPES, pH 7.0

59.6 g HEPES, 500 mL H,O 1.2 g HEPES, 500 mL H,O
0.035 M HEPES, pH 7.8 0.1 M TRIS HCI, pH 7.2

4.2 g HEPES, 500 mL H,O 7.45 g TRIS HCI, 500 mL H,O
0.01 M TRIS HCI, pH 7.2 0.05 M TRIS HCI, pH 8.5
0.745 g TRIS HCI, 500 mL H,O 3.72 g TRIS HCI, 500 mL H,O
0.5 M TRIS HCI, pH 8.0 fiir ITC 0.1 M KH,PO,, pH 2.0

37.2 g TRIS HCI, 500 mL H,O 6.8 g KH,PO4, 500 mL H,O
0.5 M Acetat, pH 4.0

41 g NaOAc in 500 mL H,O (1 M), 286 mL AcOH in 500 mL H,O (1 M)
Mischung: 41 mL AcOH, 9 mL NaOAc in 100 mL H,O

0.05 M NaHCO;, pH 8.1 0.3 M CHES, pH 8.2
0.42 g NaHCOs3, 100 mL H,O 31.1 g CHES, 500 mL H,O
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0.01 M CHES, pH 9.2 0.2 M MES, pH 5.0
1.04 ¢ CHES, 500 mL H,0 8.52 ¢ MES, 200 mL H,O

0.01 M MES, pH 5.0
0.85 g MES, 400 mL H,0

0.5 M Carbonat, pH 10.0
53 g Na,COj; in 500 mL H,O (1M), 42 g NaHCO3; in 500 mL H,O (1M)
Mischung: 27.5 mL Na,COs, 22.5 mL NaHCOj; in 100 mL H,O

0.1M NH4OAc fiar ITC 0.01 M Carbonat, pH 10.0
3.85 g NH4OAc in 500 mL H,O 10 mL der 0.5 M Stockldsung in 500 mL H,O

5.6 Agarosegel-Herstellung

Zur Herstellung der Agarosegele wurden jeweils 0.5 g Agarose (Molecular Biology Grade,
Eurogentech) in 100 mL der jeweiligen Pufferlosungen unter Erhitzen gelost. Nach Abkiihlen
auf Raumtemperatur enstanden die einzelnen Gele. Folgende Gele wurden prépariert:

0.5 % Agarose in H,O nanopur

0.5 % Agarose in 10 mM MES pH 5.0

0.5 % Agarose in 10 mM/ 0.5 M Carbonat pH 10.0

0.5 % Agarose in 10 mM/ 0.5 M Acetat pH 4.0

0.5 % Agarose in 0.5 M HEPES pH 7.0

0.5 % Agarose in 10 mM HEPES pH 7.0

5.7 Herstellung des Ninhydrin-Dip

Ninhydrin-Dip
0.6 g Ninhydrin, 200 mL Butanol
6 mL AcOH (99 %)
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6. Allgemeine Arbeitsmethoden

6.1 Manuelle Festphasenpeptidsynthese

Prozedur Al: Fmoc-Aminosidurekupplung auf aminofunktionalisiertes Rink- bzw.
TentaGel-Harz mit Hilfe von HOBt

Eine Suspension aus aminofunktionalisiertem Harz in CH,Cl, wurde mit einer Lésung aus der
Aminosdure (1.5-3.0 eq) und HOBt (3.0 eq) in 1 mL DMF, versetzt und 2 min in einem
Merryfield-Kolben geschiittelt. Danach wurde DIC (3.0-6.0 eq) zugegeben und die Mischung
wurde erneut fir 2 h geschiittelt. Nach Entfernen aller Reagenzien i. V. wurde das Harz
dreimal mit CH,Cl, gewaschen und die Vollstindigkeit der Kupplung wurde mittels Kaiser-

Test!"! oder TNBS-Test ' iiberpriift.

Prozedur A2: Fmoc-Aminosiurekupplung auf aminofunktionalisiertes Rink- bzw.
TentaGel-Harz mit Hilfe von HCTU

Eine Suspension aus aminofunktionalisiertem Harz in CH,Cl, wurde mit einer Lésung aus der
Aminosédure (1.5-3 eq) und HCTU (3.0 eq) in 1 mL DMF versetzt und 2 min in einem
Merryfield-Kolben geschiittelt. Danach wurde 'ProNEt (3.0-6.0 eq) zugegeben und die
Mischung wurde erneut fiir 2 h geschiittelt. Nach Entfernen aller Reagenzien wurde das Harz
dreimal mit CH,Cl, gewaschen und die Vollstindigkeit der Kupplung wurde mittels Kaiser-

Test!"! oder TNBS-Test ' iiberpriift.

Prozedur B: Fmoc-Entschiitzung

Das Harz wurde mit 20 % (v/v) Piperidin in DMF versetzt und fiir 2 min geschiittelt. Nach
Entfernen der Losung wurde erneut Piperidin zum Harz gegeben und weitere 10 min
geschiittelt. AnschlieBend wurde das Harz dreimal mit DMF und fiinfmal mit CH,Cl,
gewaschen und auch hier wurde die Vollstindigkeit der Entschiitzung mit Hilfe des Kaiser-

Testes ' und TNBS-Testes ) iiberpriift.

Prozedur C: Acetylierung der freien Amine
Das Harz wurde mit 5 mL CH,Cl, suspendiert, mit NEt; (100 eq) versetzt und 2 min
geschiittelt. Danach wurde Ac,0 (50 eq) zugegeben und die Mischung wurde erneut fiir 1 h

geschiittelt. Nach Entfernen aller Reagenzien wurde das Harz dreimal mit CH,Cl, gewaschen
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und die Vollstandigkeit der Kupplung wurde mittels Kaiser-Test!! oder TNBS-Test!”
iberpriift.

Prozedur D: Abspaltung der Seitenketten-Schutzgruppen von TentaGel-Harz

Das Harz wurde mit einer Mischung aus 95 % TFA, 2.5 % TIS und 2.5 % H,O versetzt und 2
h geschiittelt. AnschlieBend wurde das Harz dreimal mit CH,Cl,, fiinfmal mit 10 % Et;N in
CH,Cl; und zehnmal mit CH,Cl, gewaschen.

Prozedur E: Abspaltung der Seitenketten-Schutzgruppen und Peptide von Rink-Harz

Das Harz wurde mit einer Mischung aus 95 % TFA, 2.5 % TIS und 2.5 % H,O versetzt und 2
h geschiittelt. AnschlieBend wurde das Harz fiinfmal mit CH,Cl, gewaschen, das
Losungsmittel i. V. entfernt und der 6lige Riickstand mit Et,O versetzt. Nach mehrmaligem

Waschen mit Et,O wurde der weille Feststoff i. V. getrocknet.

6.2 Automatisierte Festphasenpeptidsynthese

Fmoc-Aminosiurekupplung

Die Aminosidure (4 eq) und HCTU (4 eq) wurden in DMF gel6st (ca. 5 mL / g Aminosdure)
und mit einer Lésung aus 'Pr,NEt (12 eq) in N-Methylpyrolidon (3 M) versetzt. Die Mischung
wurde fiir 1.5 h geschiittelt und der Reagenzien-Uberschuss anschliessend mit DMF vom

Harz weggewaschen.

Fmoc-Entschiitzung
Das Harz wurde mit 40 % (v/v) Piperidin in DMF versetzt und 2 min geschiittelt. Nach
Entfernen der Losung wurde 20 % (v/v) Piperidin in DMF zugegeben und die Mischung fiir

weitere 10 min geschiittelt. AnschlieBend wurde das Harz fiinfmal mit DMF gewaschen.

Acetylierung der freien Amine
Das Harz wurde mit 2 mL. CH,Cl, suspendiert, mit NEt; (100 eq), gefolgt von Ac,O (50 eq)
versetzt und die Mischung wurde fiir 1 h geschiittelt. Nach Entfernen aller Reagenzien wurde

das Harz fiinfmal mit CH,ClI, gewaschen.

[1] E. Kaiser, R. L. Colescott, C. D. Bossinger, P. I. Cook, Anal. Biochem. 1970, 34, 595.
[2] W. S. Hancock, J. E. Battersby, Anal. Biochem. 1976, 71, 261.
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6.3 Synthese einer kodierten kombinatorischen Pentapeptid-

bibliothek mittels polychlorierten Aromaten als Tag-Molekiile

Synthese der Pentapeptidbibliothek

AS3 AS2 AS1

—_— —_— —_——
2 2 1
)?\ R . 0 R . 0 R .
N e T g T e AT G s Q !
H o H o H o

Aufteilen und Kodieren

5.6 g aminofunktionalisiertes TentaGel (2.46 mmol, Belegung 0.44 mmol/g) wurden in sieben
gleiche Portionen von 800 mg (0.35 mmol) aufgeteilt, in sieben 25 mL Merrifield
Schiittelkolben iiberfithrt und dreimal mit CH,Cl, gewaschen. Danach wurde das Harz in
5 mL trockenem CH,Cl, suspendiert und mit 2 mol% der jeweiligen Tags, geldst in 1 mL
trockenem DMF, versetzt. Nach Zugabe von 53.9 mg HOBt (0.35 mmol, 1 eq), geldst in
0.5 mL DMF, zu jedem Kolben, wurde die Mischung 5 min geschiittelt. Danach wurde das
Harz mit 84 puL DIC (0.53 mmol, 1.5 eq) versetzt und die Mischung iiber Nacht geschiittelt.

Die sieben Kolben wurden einmal mit DMF und dreimal mit CH,Cl, gewaschen.

Uberpriifung des erfolgreichen Kodierens

Aus jedem der sieben Kolben wurden jeweils 3 beads isoliert und jedes in eine 25 pL
Mikrokapillare iiberfiihrt. Die beads wurden dreimal mit DMF gewaschen, am Ende mit
2.5 uL DMF versetzt und die Kapillare verschlossen. AnschlieBend wurden die Kapillaren 2 h
mit UV-Licht (366 nm) bestrahlt, um die entsprechenden Tag-Alkohole freizusetzen. Diese
wurden silyliert und mittels EC-GC analysiert. War die Kupplung der einzelnen Tags nicht

erfolgreich, wurde die Prozedur wiederholt.

Aminosiure Kupplung und Fmoc-Entschiitzung (nach Prozedur A1)

Nach dem erfolgreichen Kodieren wurde das Harz mit 3 eq der Aminosduren (s.
Kodierungsschema), 0.16 g HOBt (1.06 mmol, 3 eq) in 0.5 ml DMF und 164 pl DIC (1.06
mmol, 3 eq) versetzt (die Mengen der einzelnen Aminosiuren s. Kodierungsschema). Danach
wurden die Beads dreimal mit CH,Cl, gewaschen und die Kupplung wurde wiederholt. Nach

dreimaligem Waschen mit CH,Cl, wurden die einzelnen Portionen in einem 150 mL
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Merrifield-Schiittelkolben vereint, die Fmoc-Gruppe nach Prozedur B entschiitzt und
anschlieBend wurde das Harz erneut in sieben gleiche Portionen aufgeteilt. Das Aufteilen,
Kodieren und die Kupplung der Aminosduren wurde solange wiederholt bis die gewiinschte

Lange der Bibliothek erreicht war.

Acetylierung und Entschiitzung der Seitenketten Schutzgruppen (Prozedur C und D)

Nach Entschiitzung der Fmoc-Gruppe (Prozedur B) wurden 1.6 g Harz (0.70 mmol) mit
9.8 mL Et;N (71.23 mmol, 100 eq) und 3.3 mL Ac,O (35.20 mmol, 50 eq) versetzt und 1 h
bei RT geschiittelt. Das Harz wurde dreimal mit CH,Cl, gewaschen und anschliefend mit 10

mL der Abspaltungslosung gemif3 Prozedur D versetzt.

Verwendete Tags fiir die Bibliothek

OW/O\/P{F/O\AWI
O

O5N
CO.H n=7-10
2
Aryl: Cl Cl
Cl Cl Cl Cl Cl Cl
Cl
Cls 2,4,5-Cl; 2,4,6-Cl;

1. Schritt: (CH,);0-Cls (646.74 g/mol, 7.05 pmol, 4.56 mg) = tag Nr. 1 (T)
(CH);1-Cls (660.77 g/mol, 7.05 pmol, 4.66 mg) = tag Nr. 2 (T)
(CH3)12-Cls (674.80 g/mol, 7.05 pmol, 4.76 mg) = tag Nr. 3 (T3)

2. Schritt: (CH;);»-2,4,6-Cl; (604.90 g/mol, 7.05 pmol, 21.3 mg) = tag Nr. 1 (Ty4)
(CH)12-2,4,5-Cl;3 (604.90 g/mol, 7.05 pmol, 21.3 mg) = tag Nr. 2 (Ts)
(CH3)9-Cls (632.72 g/mol, 7.05 pmol, 22.3 mg) = tag Nr. 3 (T)

3. Schritt: (CH;);0-2,4,5-Cl5 (576.85 g/mol, 7.05 pumol, 20.3 mg) =tag Nr. 1 (T7)
(CH)11-2,4,6-Cl; (590.88 g/mol, 7.05 pmol, 20.8 mg) = tag Nr. 2 (Ts)
(CH3)11-2,4,5-Cl5 (590.88 g/mol, 7.05 umol, 20.8 mg) = tag Nr. 3 (Ty)
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4. Schritt: (CH;)o-2,4,6-Cl3 (562.82 g/mol, 7.05 umol, 20.3 mg) = tag Nr. 1 (T9)
(CH)9-2,4,5-Cl5 (562.82 g/mol, 7.05 pumol, 19.8 mg) = tag Nr. 2 (T11)
(CH3)10-2,4,6-Cl5 (576.85 g/mol, 7.05 umol, 19.8 mg) = tag Nr. 3 (Ty2)

5. Schritt: (CH;);-2,4,5-Cl3 (534.77 g/mol, 7.05 umol, 18.8 mg) = tag Nr. 1 (T3)
(CH,)s-2,4,6-Cl5 (548.80 g/mol, 7.05 umol, 19.3 mg) = tag Nr. 2 (T14)

(CH;)s-2,4,5-Cl;5 (548.80 g/mol, 7.05 umol, 19.3 mg) = tag Nr. 3 (Tys)

Kodierungsschema und Mengen der verwendeten Aminosiuren

Schritt 1 Mg mol'l] m [mg] Tag Code
T, T, T;
Fmoc-L-Asp(O'Bu)-OH 411.45 434 T; 0 0 1
Fmoc-D-Asp(O'Bu)-OH 411.45 434 T, 0 1 0
Fmoc-L-Ser(O'Bu)-OH 383.44 405 Ty +Ts 0 1 1
Fmoc-D-Ser(O'Bu)-OH 383.44 405 T 1 0 0
Fmoc-L-His(Trt)-OH 619.72 654 T, +T; 1 0 1
Fmoc-D-His(Trt)-OH 619.72 654 T, + T, 1 1 0
Fmoc-L-Tyr(O'Bu)-OH 459.54 485 |T;+T,+T; 1 1 1
Schritt 2 Mg mol']| m [mg] Tag Code
Ty Ts Te
1) Fmoc-Aib-OH (Pro-Aib) 325.36 344 Ts 0 0 1
2) Fmoc-L-Pro-OH (Pro-Aib) 337.37 356
Fmoc-¢-Ahx-OH 353.40 373 Ts 0 1 0
Fmoc-Cl (kein Motif) 258.70 273 Ts + T 0 1 1
Fmoc-Gly-OH 297.31 314 T4 1 0 0
1) Fmoc-Gly-OH (Pro-Gly) 297.31 314 T4+ Te 1 0 1
2) Fmoc-L-Pro-OH (Pro-Gly) 337.37 356
Fmoc-B-Alanin-OH 311.30 329 T4+ Ts 1 1 0
Fmoc-racACHC-OH 365.00 385 T4+ Ts+Te 1 1 1
Schritt 3 Mg mol'l] m [mg] Tag Code
T, Tsg Ty
Fmoc-L-Asp(O'Bu)-OH 411.45 434 To 0 0 1
Fmoc-D-Asp(O'Bu)-OH 411.45 434 Tg 0 1 0
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Fmoc-L-Ser(O'Bu)-OH 383.44 405  [Tg+ Ty 0 1 1
Fmoc-D-Ser(O'Bu)-OH 383.44 405 T; 1 0 0
Fmoc-L-His(Trt)-OH 619.72 654 T7 + Ty 1 0 1
Fmoc-D-His(Trt)-OH 619.72 654 T7;+ Ty 1 1 0
Fmoc-L-Tyr(O'Bu)-OH 459.54 485 | T;+ Tg+ Ty 1 1 1
Schritt 4 Mg mol'l] m [mg] Tag Code
Tww Tu Tr

1) Fmoc-Aib-OH 325.36 344 T2 0 0 1
2) Fmoc-L-Pro-OH 337.37 356

Fmoc-¢-Ahx-OH 353.40 373 T 0 1 0
Fmoc-ClI (kein Motif) 258.70 273 Ty +Tha 0 1 1
Fmoc-Gly-OH 297.31 314 Tio 1 0 0
1) Fmoc-Gly-OH 297.31 314 Tio+ T2 1 0 1
2) Fmoc-L-Pro-OH 337.37 356

Fmoc-3-Alanin-OH 311.30 329 Tio+Tn 1 1 0
Fmoc-rac-ACHC-OH 365.00 385 Tio+ T+ T2 1 1 1

Schritt 5 Mg mol']| m [mg] Tag Code
Tiz T Tis

Fmoc-L-Asp(O'Bu)-OH 411.45 434 Tis 0 0 1
Fmoc-D-Asp(O'Bu)-OH 411.45 434 Tis 0 1 0
Fmoc-L-Ser(O'Bu)-OH 383.44 405 Tia+Tis 0 1 1
Fmoc-D-Ser(O'Bu)-OH 383.44 405 T3 1 0 0
Fmoc-L-His(Trt)-OH 619.72 654 Tz +Tis 1 0 1
Fmoc-D-His(Trt)-OH 619.72 654 T3+ Tia 1 1 0
Fmoc-L-Tyr(O'Bu)-OH 459.54 485 T3+ Tia+Tis 1 1 1
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Synthese der Tripeptidbibliothek

AS2 AS1

—_—— —_—
2 1
)OJ\ R H O R H
T G T G G
H @) H @)

Aufteilen und Kodieren

2.1 g aminofunktionalisiertes TentaGel (0.92 mmol, Belegung 0.44 mmol/g) wurden in sieben
gleiche Portionen von 300 mg (0.13 mmol) aufgeteilt, in sieben 25 mL Merrifield
Schiittelkolben iiberfiihrt und dreimal mit CH,Cl, gewaschen. Danach wurde das Harz in
5 mL trockenem CH,Cl, suspendiert und mit 2 mol% der jeweiligen Tags, gelost in 1 mL
trockenem DMF, versetzt. Nach Zugabe von 0.02 g HOBt (0.132 mmol, 1 eq), geldst in
0.5 mL DMF zu jedem Kolben, wurde die Mischung 5 min geschiittelt. Danach wurde das
Harz mit 20 pL DIC (0.20 mmol, 1.5 eq) versetzt und die Mischung iiber Nacht geschiittelt.

Die sieben Kolben wurden einmal mit DMF und dreimal mit CH,Cl, gewaschen.

Uberpriifung des erfolgreichen Kodierens

Aus jedem der sieben Kolben wurden jeweils 3 Beads isoliert und jedes in eine 25 pL
Mikrokapillare iiberfiihrt. Die Beads wurden dreimal mit DMF gewaschen, am Ende mit
2.5 uL. DMF versetzt und die Kapillare verschlossen. AnschlieBend wurden die Kapillaren 2 h
mit UV-Licht (366 nm) bestrahlt, um die entsprechenden Tag-Alkohole freizusetzen. Diese
wurden silyliert und mittels EC-GC analysiert. War die Kupplung der einzelnen Tags nicht

erfolgreich, wurde die Prozedur wiederholt.

Aminosiure Kupplung und Fmoc-Entschiitzung (nach Prozedur A1)

Nach dem erfolgreichen Kodieren wurde das Harz mit 3 eq der Aminosduren (s.
Kodierungsschema), 0.06 g HOBt (0.40 mmol, 3 eq) in 0.5 ml DMF und 60 pl DIC (0.40
mmol, 3 eq) versetzt (die Mengen der einzelnen Aminosduren s. Kodierungsschema). Danach
wurden die Beads dreimal mit CH,Cl, gewaschen und die Kupplung wurde wiederholt. Nach
dreimaligem Waschen mit CH,Cl, wurden die einzelnen Portionen in einem 150 mL
Merrifield-Schiittelkolben vereint, die Fmoc-Gruppe nach Prozedur B entschiitzt und

anschlieend wurde das Harz erneut in sieben gleiche Portionen aufgeteilt. Das Aufteilen,
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Kodieren und die Kupplung der Aminosduren wurde solange wiederholt bis die gewiinschte

Lénge der Bibliothek erreicht war.

Acetylierung und Entschiitzung der Seitenketten Schutzgruppen (Prozedur C und D)

Nach Entschiitzung der Fmoc-Gruppe (Prozedur B) wurden 1.0 g Harz (0.44 mmol) mit
6.1 mL Et;N (44.00 mmol, 100 eq) und 2.1 mL Ac,0 (22.00 mmol, 50 eq), nach Prozedur C

acetyliert und anschlieBend mit 10 mL der Abspaltungslosung gemal Prozedur D versetzt.

Verwendete Tags fiir die Bibliothek (s. Abb.)

1. Schritt: (CH;);o-Cls (646.74 g/mol, 2.64 umol, 8.5 mg) = tag Nr. 1 (T)
(CH3)1:1-Cls (660.77 g/mol, 2.64 umol, 8.7 mg) = tag Nr. 2 (T)
(CH,)2-Cls (674.80 g/mol, 2.64 pmol, 9.0 mg) = tag Nr. 3 (T3)

2. Schritt: (CH;)1,-2,4,6-Cl; (604.90 g/mol, 2.64 umol, 8.0 mg) = tag Nr. 1 (Ty4)
(CH3)12-2,4,5-Cl;5 (604.90 g/mol, 2.64 umol, 8.0 mg) = tag Nr. 2 (Ts)
(CH,)o-Cls (632.72 g/mol, 2.64 umol, 8.4 mg) = tag Nr. 3 (T)

3. Schritt: (CH»),0-2,4,5-Cl;3 (576.85 g/mol, 2.64 umol, 7.6 mg) = tag Nr. 1 (T7)
(CH3)11-2,4,6-Cl5 (590.88 g/mol, 2.64 umol, 7.8 mg) = tag Nr. 2 (Ts)

(CH)11-2,4,5-Cl5 (590.88 g/mol, 2.64 pmol, 7.8 mg) = tag Nr. 3 (Ty)

Kodierungsschema und Mengen der verwendeten Aminosiuren

Schritt 1 Mg mol'l] m [mg] Tag Code

T, T, T;
Fmoc-L-Asp(O'Bu)-OH 411.45 163 T3 0 0 1
Fmoc-D-Asp(O'Bu)-OH 411.45 163 T, 0 1 0
Fmoc-L-Ser(O'Bu)-OH 383.44 152 [T+ Ts 0 1 1
Fmoc-D-Ser(O'Bu)-OH 383.44 152 T, 1 0 0
Fmoc-L-His(Trt)-OH 619.72 245 T, +T; 1 0 1
Fmoc-D-His(Trt)-OH 619.72 245 T+ T, 1 1 0
Fmoc-L-Tyr(O'Bu)-OH 459.54 182 T +T,+Ts 1 1 1
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Schritt 2 Mg mol']| m [mg] Tag Code
Ty Ts Ts

1) Fmoc-Aib-OH (Pro-Aib) 325.36 129 Te 0 0 1
2) Fmoc-L-Pro-OH (Pro-Aib) 337.37 134

Fmoc-¢-Ahx-OH 353.40 140 Ts 0 1 0
Fmoc-Cl (kein Motif) 258.70 102 Ts + T 0 1 1
Fmoc-Gly-OH 297.31 118 T4 1 0 0
1) Fmoc-Gly-OH 297.31 118 Ty4+ Te 1 0 1
2) Fmoc-L-Pro-OH 337.37 134

Fmoc-B-Alanin-OH 311.30 123 T4+ Ts 1 1 0
Fmoc-rac-ACHC-OH 365.00 145 Ts+Ts+Ts 1 1 1

Schritt 3 Mg mol'l] m [mg] Tag Code
T, Ts Ty

Fmoc-L-Asp(O'Bu)-OH 411.45 163 Ty 0 0 1
Fmoc-D-Asp(O'Bu)-OH 411.45 163 Tg 0 1 0
Fmoc-L-Ser(O'Bu)-OH 383.44 152 Tg + Ty 0 1 1
Fmoc-D-Ser(O'Bu)-OH 383.44 152 T; 1 0 0
Fmoc-L-His(Trt)-OH 619.72 245 T7 + Ty 1 0 1
Fmoc-D-His(Trt)-OH 619.72 245 T; + Ty 1 1 0
Fmoc-L-Tyr(O'Bu)-OH 459.54 182  |T;+Tg+ Ty 1 1 1

6.4  Vorschrift fiir die kombinatorischen Losung-Assays

6.4.1 Pyrenester und Pyrenalkohol

Ca. 8 mg der Bibliotheken wurden im entsprechenden Puffer suspendiert und anschliefend
mit den Pyrenestern oder dem Pyrenalkohol versetzt und im Thermoshaker geschiittelt. Die
fluoreszierenden Beads wurden unter dem Fluoreszenz-Mikroskop isoliert und die
abgespaltenen Tag-Alkohole mittels EC-GC analysiert.

Acetoxypyrene 80 uM: die Beads wurden in 0.5 M Acetat pH 4.0 suspendiert und mit 45.2

uL einer 1.77mM Stockldsung versetzt.
Acetoxypyrene 0.8 uM: die Beads wurden in 0.5 M HEPES pH 7.0 suspendiert und mit

0.5 uL einer 1.77 mM Stocklosung versetzt.
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Acetoxypyrene 0.08 uM: die Beads wurden in 0.5 M Carbonat pH 10.0 suspendiert und mit

20 pL einer 4 uM Stockldsung versetzt.
Butyroxypyrene 80 uM: die Beads wurden in 0.5 M Acetat pH 4.0 suspendiert und mit

47.6 uL einer 1.68 mM Stocklosung versetzt.
Butyroxypyrene 0.8 uM: die Beads wurden in 0.5 M HEPES pH 7.0 suspendiert und mit

0.5 uL einer 1.68 mM Stocklosung versetzt.
Butyroxypyrene 0.08 uM: die Beads wurden in 0.5 M Carbonat pH 10.0 suspendiert und mit

20 uL einer 4 uM Stockldsung versetzt.
Pyrenalkohol 80 uM: die Beads wurden in 0.5 M Acetat pH 4.0 suspendiert und mit 42.1 pL

einer 1.9 mM Stocklosung versetzt.

Pyrenalkohol 0.8 uM: die Beads wurden in 0.5 M HEPES pH 7.0 suspendiert und mit 0.5 pL

einer 1.9 mM Stockldsung versetzt.

Pyrenalkohol 0.08 uM: die Beads wurden in 0.5 M Carbonat pH 10.0 suspendiert und mit

20 pL einer 4 uM Stockldsung versetzt.

6.4.2 Indigo

Ca. 8 mg der Bibliotheken 1 und 2 wurden in 10 mM HEPES (pH 7.0), 10 mM MES (pH 5.0)
oder 10 mM CHES (pH 9.2) suspendiert, anschlieBend mit 1 mM des Indigo-Derivates
versetzt und im Thermoshaker geschiittelt. Tiirkise Beads wurden isoliert und die
abgespaltenen Tag-Alkohole mittels EC-GC analysiert.

Fiir die Assays mit Metallen, wurden die Beads entweder vor der Reaktion mit den
entsprechenden Metallsalzldsungen inkubiert und der Uberschul weggewaschen oder das
Metall wurde der Reaktion zugesetzt. Auch hier wurden die tiirkisen Beads isoliert und die

Alkohole mittels EC-GC analysiert.

6.4.3 Spaltversuche mit der Fluorophor-Quencher Bibliothek

6.4.3.1 Kupferkomplexe von JUDITH BURSTYN"!

Ca. 10 mg der Fluorophor-Quencher-Bibliothek 47 wurden in HEPES pH 7.8, Na,COs pH 8.1
und CHES pH 9.2 suspendiert und mit 1 mM Losungen oder direkte Zugabe in fester Form
der Kupferkomplexe versetzt und im Thermoshaker geschiittelt. AuBerdem wurde auch die

Temperatur von 25°C bis 50°C variiert. Nachdem auch nach 3 Tagen in keinem der
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Experimente etwas passierte, wurden die Konzentration auf 5 mM erhoht, aber auch hier

konnten keine fluoreszierenden Beads beobachtet werden.

[3]  E.L.Hegg, J. N. Burstyn, J. Am. Chem. Soc. 1995, 117, 7015.

6.4.4 Spaltversuche mit dem EDTA-Peptid 3, dem Lysin-Peptid 72
und der Fluorophor-Quencher-Bibliothek 47 mittels Fenton
Reaktion (Fe'")

Ca. 2 mg des EDTA-Peptid 3 und Lysin Peptid 72 und ca. 10 mg der modifizierten Bibliothek
wurden mit verschiedenen Konzentrationen einer FeCl; Losung fiir 10 min inkubiert, mit
Wasser gewaschen und mit verschiedenen Konzentrationen einer Ascorbat und H,O, Losung
in verschiedenen Puffern versetzt. Die untenstehende Tabelle zeigt die verschiedenen
Versuche auf. Nur die Reaktion mit der F-Q-Bibliothek und 80mM H,0, und 40 mM
Ascorbat fiihrte zum gewtiinschten Ergebnis.

(+ = wurde getestet, - = wurde nicht getestet).

KH,PO, TRIS TRIS EDTA-Peptid Lysin-Peptid 72 Bibliothek 47
(100 mM) | (10 mM) | (10 mM)
pH 2.0 pH 7.2 pH 5.0 |c(H,0,) ¢(Asc) | ¢(H,0,) c¢(Asc) | ¢(H,O0,) c(Asc)

- + + 100 uM [ 100 uM | 100 uM | 100 uM | 100 uM | 100 uM
+ + + 1 mM 1 mM 1 mM 1 mM 1 mM 1 mM
- + + 10 mM 10 mM | 10 mM 10 mM 10 mM | 10 mM
+ + + 20 uM 10 uM | 20 uM 10 uM 20 uM | 10 uM
- + + 200 uM | 100 uM | 200 uM | 100 uM | 200 uM | 100 uM
+ + + 2 mM ImM | 2mM 1 mM 2 mM 1 mM
- + + 8O0mM | 40mM | 80mM | 40mM | 80 mM | 40 mM
+ + + 25uM | 10uM | 25uM | 10 uM
- + + 25uM [ 100 uM | 25 uM | 100 uM
+ + + 250 uM ImM | 250 uM 1 mM
- + + 25mM | 10mM | 25mM | 10 mM
+ + + 10 uM 10 uM | 10 uM 10 uyM




163

Experimenteller Teil

6.4.5 Spaltversuche mit dem EDTA-Peptid 3 und der Fluorophor-
Quencher-Bibliothek 47 mittels Fenton-Reaktion (Fe2+)

Ca. 2 mg des EDTA-Peptids 3 und ca. 10 mg der modifizierten Bibliothek 47 wurden mit
verschiedenen Konzentrationen einer FeCl, Losung fir 10 min inkubiert, mit Wasser

gewaschen und mit verschiedenen Konzentrationen einer HO, Losung in MES Puffer pH 5.0

versetzt. Die untenstehende Tabelle zeigt die verschiedenen Versuche auf (+ = getestet).

MES Puffer pH 5.0 EDTA-Peptide 3 Bibliothek 47

C(HzOz) c(HZOZ)

+ 10 uM 10 uM

+ 100 uM 100 uM

+ I mM I mM

+ 10 mM 10 mM

+ 160 mM 160 mM

6.4.6 Spaltversuche mit dem EDTA-Peptid 3, Lysin-Peptid 72 und

Terpyridin-Peptid 70 mittels Fenton Reaktion (Cu’")

Ca. 2 mg des EDTA-Peptids 3, Lysin-Peptids 72 und Terpyridin-Peptids 70 wurden mit
verschiedenen Konzentrationen einer CuCl, Losung fiir 10 min inkubiert, mit Wasser
gewaschen und mit verschiedenen Konzentrationen einer Ascorbat und H,O, Losung in
verschiedenen Puffern versetzt. Die untenstehende Tabelle zeigt die verschiedenen Versuche

auf (+ = getestet).

TRIS | MES | KH,POs | EDTA-Peptid 3 | Lysin-Peptid 72 | Terpy-Peptid 70

Puffer | Puffer | Puffer

pH7.2 | pHS5.0| pH2.0 |¢(H,0,;) c¢(Asc) | c(H0;) c(Asc)| c(H,0;) c(Asc)
+ + + 80mM | 40mM | 80 mM | 40 mM | 80 mM | 40 mM
+ + + I0OuM | 10uM | 10 uM | 10 uM | 10 uM | 10 uM
+ + + 1 mM 1 mM ImM | 1 mM 1 mM 1 mM
+ + + 20uM | 10uM | 20 uM | 10 uM | 20 uM | 10 uM
+ + + 2 mM ImM | 2mM | ImM | 2mM I mM
+ + + 25uM | 10uM [ 2.5uM | 10uM | 2.5uM | 10 uM
+ + + 250 uyM | ITmM [250 uM | 1T mM | 250 uM | 1 mM
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6.4.7 Spaltversuche mit dem EDTA-Peptid 3 und Lysin-Peptid 72 in
Losung unter HPLC Kontrolle

1 mM Losungen der Peptide wurden mit 10 uL einer 100 mM FeSO4/FeCl; Losung versetzt
(1:1) und fiir ca. 10 min bei RT belassen. AnschlieBend wurden verschiedene
Konzentrationen an H,0, (im Fall von Fe’" auch Ascorbat) zugegeben und das Verhalten der
Peptide mit HPLC kontrolliert (H,O/MeCN Gradient von 100:0 bis 2:98 (v/v), Detektion bei
210 und 254 nm).

6.5 Vorschrift fiir die kombinatorischen Agarosegel-Assays

Die entsprechenden Agarose-Gele wurden erwidrmt, die Beads darin eingebettet und die
Mischung auf RT abgekiihlt. AnschlieBend wurden die Substrate in definierten
Konzentrationen auf die Gele gegeben.

Methylrot: die Beads wurden in 0.5 % Agarose in H,O nanopur eingebettet und mit einigen
Tropfen einer 1 mg/mL konzentrierten Methylrotlosung versetzt.

Pyrene 80 uM: die Beads wurden in 0.5 % Agarose in 0.5 M Acetat pH 4.0 eingebettet und

mit 200 pL einer 0.4 mM Stockldsung versetzt.
Pyrene 0.8 uM: die Beads wurden in 0.5 % Agarose in 0.5 M HEPES pH 7.0 eingebettet und

mit 200 uL einer 4 uM Stockldsung versetzt.
Pyrene 0.08 uM: die Beads wurden in 0.5 % Agarose in 0.5 M Carbonat pH 10.0 eingebettet

und mit 200 puL einer 0.4 uM Stockldsung versetzt.
Pyrenalkohol 80 uM: die Beads wurden in 0.5 % Agarose in 0.5 M Acetat pH 4.0 eingebettet

und mit 200 pL einer 0.4 mM Stockldsung versetzt.
Pyrenalkohol 0.8 puM: die Beads wurden in 0.5 % Agarose in 0.5 M HEPES pH 7.0

eingebettet und mit 200 pL einer4 uM Stockldsung versetzt.
Pyrenalkohol 0.08 uM: die Beads wurden in 0.5 % Agarose in 0.5 M Carbonat pH 10.0

eingebettet und mit 200 pL einer 0.4 uM Stocklosung versetzt.

6.6  Vorschrift fiir die kombinatorischen Metallbindungs-Assays

Ca. 8 mg der Bibliotheken 1 und 2 wurden mit 0.5 mM Nickel(Il)chlorid- bzw. 0.5 mM
Eisenchlorid(Ill)losung versetzt, 30 min inkubiert und danach mit nanopurem Wasser
gewaschen. AnschlieBend wurden die Nachweisreagenzien zugegeben, die colorierten Beads

isoliert und die abgespaltenen Tag-Alkohole mittels EC-GC analysiert.



Experimenteller Teil 165

6.7  Vorschrift fiir die kombinatorischen Silber-Assays

Ca. 10 mg der Bibliotheken 1 und 2 wurden mit einer 0.05 M Silbernitrat-Losung versetzt und
15 min abgedunkelt im Ultraschallbad belassen. Danach wurde die Losung abdekantiert und
die Beads 5 mal mit nanopurem Wasser gewaschen. AnschlieBend wurden die Beads
entweder mit einer 15 W Lampe fiir 8 h bestrahlt oder mit einer 0.05 M Ascorbat Lsung
versetzt und unter dem Mikroskop analysiert. Die colorierten Beads wurden isoliert und
mittels EC-GC analysiert. Fiir die Einzelexperimente wurden die Beads unter den gleichen

Bedingungen behandelt.

6.8  Vorschrift fiir die ESI-Studien mit den Peptiden und Silber

Fiir die Experimente wurden die Peptide in Konzentrationen von 0.1 mg/mL (zwischen 0.34
umol und 0.13 pmol) eingesetzt, mit der flinffachen Konzentration an AgNO; gemischt und

mit Hilfe von ESI vermessen.

Peptide ESI-MS

Peptid allein Peptid:Ag 1:1-

M [g/mol] Komplex
AcD-His-Pro-Aib-L-Tyr-NH, 97b 541.6 649.5 (schwach)
AcL-Ser-Pro-Aib-L-Tyr-NH, 98b 491.5 598.2 (stark)
AcL-Ser-Pro-Aib-L-Ser-NH, 99b 415.4 523.3 (mittel)
AcL-Tyr-L-Tyr-NH, 100b 385.4 494.0 (schwach)
AcL-Tyr-Gly-L-Tyr-NH, 101b 442.5 550.4 (mittel)
AcD-His-rac-ACHC-L-Tyr-NH, 92b 484.5 592.5 (stark)
AcL-His-rac-ACHC-L-Tyr-NH, 93b 484.5 592.5 (mittel)
AcL-Ser-rac-ACHC-L-Tyr-NH, 95b 434.5 543.3 (mittel)
AcD-Ser-rac-ACHC-L-Tyr-NH, 94b 434.5 543.3 (mittel)
AcL-Tyr-rac-ACHC-D-Ser-NH, 96b 434.5 543.3 (mittel)
AcD-Asp-B-Ala-D-Asp-NH, 102b 3603 e
AcL-Asp-Pro-Gly-L-Asp-NH, 46b 443.3 550.7 (schwach)
AcD-His-L-His-NH, 120b 333.5 550.8 (1:2 Komplex)
AcL-His-Gly-L-His-NH, 112b 390.4 498.3 (stark)
AcD-His-(S,S)ACHC-L-Tyr-NH, 107b 484.5 592.5 (schwach)
AcD-His-(R,R)ACHC-L-Tyr-NH, 106b 484.5 592.5 (schwach)
AcD-Ser-(R,R)ACHC-L-Tyr-NH, 108b 434.5 543.3 (stark)
AcD-Ser-(S,S)ACHC-L-Tyr-NH, 109b 434.5 543.3 (stark)
AcL-Tyr-(R,R)ACHC-D-Ser-NH, 110b 434.5 543.3 (stark)
AcL-Tyr-(S,S)ACHC-D-Ser-NH, 111b 434.5 543.3 (stark)
AcD-His-rac-ACHC-L-Phe-NH, 117b 468.0 575.9 (schwach)
AcD-His-L-Tyr-NH, 119b 359.4 467.0 (mittel)

AcD-His-Gly-L-Tyr-NH, 118b 416.4 524.4 (mittel)
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Peptide ESI-MS
Peptid allein Peptid:Ag 1:1-

M [g/mol] Komplex
AcD-His-Gly-D-Asp-NH, 116b 368.4 476.3 (schwach)
AcL-His-Pro-Gly-D-Asp-NH, 115b 465.5 573.5 (schwach)
AcL-Asp-B-Ala-D-His-NH, 116b 382.4 490.4 (schwach)
AcL-Cys-Gly-L-Ala-NH, 121b 2903 -
AcL-Asp-rac-ACHC-L-Tyr-NH, 122b 463.5 571.4 (stark)
AcLTyr-ProGly-L Tyr-ProGly-LSer-NH, 103b 780.8 889.3 (stark)
AclHis-LHis-ProGly-DHis-NH, 104b 624.8 731.2 (stark)
AcL Ser-Ahx-DAsp-Ahx-DHis-NH, 105b 624.7 731.3 (schwach)

6.9 Vorschrift fiir die Isothermischen Mikrokalorimetrie Studien
(IMC) zur Inhibition des Bakteriums

Die Versuche wurden von Dr. Ueli von Ah in der Gruppe von Prof. Dr. U. A. Daniels im
Laboratorium fiir orthopiddische Biomechanik an der Universitit Basel (Biozentrum) in
Zusammenarbeit ~ mit  Dipl.-Chem.  Tiinde  Vig-Slenters  durchgefiihrt.  Das
festphasengebundene Peptid wurde mit 0.05 M AgNO; Losung behandelt, gewaschen und
entweder 8 h mit Licht bestrahlt oder mit einer 0.05 M Ascorbat-Losung versetzt. Die Proben
wurden anschlieend iiber Phosphorpentoxid getrocknet und genau abgewogene Mengen der
festphasengebundenen Peptide wurden in 4 mL Ampullen gegeben. Das verwendete
Bakterium Staph. epidermidis wurden in sog. ,,brain-heart infusion serum (BHI)* kultiviert,
anschliefend direkt in die Ampulle mit dem vorhandenen Peptid eingeschlossen und
geschiittelt. Die freigesetzte Wiarme die durch das Bakterienwachstum erzeugt wird, wurde

iiber einen Zeitraum von 24 oder 48 h gemessen.

6.10 Vorschrift fiir die I'TC Studien

6.10.1 Bindungsaffinitit zwischen Rezeptor 7 und Peptid Arg-Arg-
ArgNHPr 128

Die Messzelle des Mikrokalorimeters wurde mit 1.42 mL einer 200 uM Losung von Rezeptor
7 (720 pg) in 1.9 mL TRIS HCI Puffer (100 mM, pH 8.0) befiillt. Die Messzelle wurde auf
26 °C equilibiriert und anschlieend wurden unter Riihren alle 5 min 5 pl einer § mM Losung
von Peptid 128 in 500 uL TRIS HCI Puffer (100 mM, pH 8.0) zutitriert. Die entstehenden
Wirmefliisse wurden gemessen und aufgezeichnet und mit Hilfe von least square fitting

analysiert welches auf Origin basiert.
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6.10.2 Bindungsaffinitiat zwischen Rezeptor 8 und Peptid Arg-Arg-
ArgNHPr 128

Der Versuch und anschliefende Auswertung wurde analog zu Punkt 1 durchgefiihrt. Fiir die
Messung wurden 200 uM Rezeptor 8 (631 pg) in 1.9 mL TRIS HCI Puffer (100 mM, pH 8.0)
gelost und mit 5 pL einer 8 mM Losung von Peptid 128 in 500 uL TRIS HCI Puffer (100
mM, pH 8.0) zutitriert.

6.10.3 Bindungsaffinitit zwischen Rezeptor 9 und Peptid Arg-Arg-
ArgNHPr 128

Der Versuch und anschlieBende Auswertung wurde analog zu Punkt 1 durchgefiihrt. Fiir die
Messung wurden 200 uM Rezeptor 9 (506 pg) in 1.9 mL TRIS HCI Puffer (100 mM, pH 8.0)
gelost und mit 5 pL einer 8§ mM Losung von Peptid 128 in 500 pLL TRIS HCI Puffer (100
mM, pH 8.0) zutitriert.

6.10.4 Bindungsaffinitit zwischen Rezeptor 10 und Peptid Arg-Arg-
ArgNHPr 128

Der Versuch und anschlieBende Auswertung wurde analog zu Punkt 1 durchgefiihrt. Fiir die
Messung wurden 200 uM Rezeptor 10 (470 pg) in 1.9 mL TRIS HCI Puffer (100 mM, pH
8.0) gelost und mit 5 pL einer 8 mM Losung von Peptid 128 in 500 uL TRIS HCI Puffer (100
mM, pH 8.0) zutitriert.

Bemerkung: fiir alle Versuche wurde zuerst eine Peptidstockldsung aus 5.73 mg Peptid 128
in 500 pL NH4OACc hergestellt. Anschliefend wurden 228 pL dieser Peptid-Losung in 100 uL
0.5M TRIS HCI Puffer und 172 uL Wasser gelost.

6.11 Vorschrift fiir die NMR Titration

Fiir die Untersuchungen wurde zuerst eine Stocklosung aus 4.85 mg Peptid 92b in einer
Mischung aus 750 pL H>O und 250 pL D,O hergestellt. Fiir jede Titrationsmessung wurden
100 pL Peptid 92b (2.22mM) verwendet und mit 350 pL. H,O oder den entsprechenden
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Equivalenten an AgNOs Losung versetzt. Die Titration wurde mit 4.90 eq, 24.60 eq, 98.01 eq,
250.82 eq, 490.59 eq und 702.37 eq an Silbernitrat durchgefiihrt.

6.12 Vorschrift fiir die UV Kinetik mit Indigo

6.12.1 Peptide und Phosphatester in Losung

Die Untersuchungen wurden in MES pH 5.0, HEPES pH 7.0 und CHES pH 9.2 durchgefiihrt
und die Peptide 42b, 43b, 44b, 45b und 46b wurden in Konzentrationen von 2 mM
eingesetzt. Der Ester wurde in einer Konzentration von 4 mM eingesetzt. Die Absorption des
Phosphatesters wurde auch in Gegenwart von 2 mM der Metallsalzlosungen verfolgt. Die
Spektren wurden von 250 bis 700 nm mit einer Scangeschwindigkeit von 240 nm/min

aufgenommen.

6.12.2 Festphasen-gebundene Peptide und Phosphatester

5 mg der Festphasen-gebundenen Peptide 42a, 43a, 44a, 45a und 46a wurden im
entsprechenden Puffer suspendiert, mit | mM Metallsalzlosung versetzt, gefolgt von 1 mM
des Phosphatesters.

Die Absorptionen der jeweiligen Messungen wurden nach 10, 30, 60, 120, 160, 540, 1440 und
2880 Minuten gemessen und mit Origin ausgewertet.

Alle Versuche wurden in 2.7 mL GefaBBen durchgefiihrt und fiir die Zeitmessungen wurde
immer soviel entfernt, dass die Konzentration des Indolylphosphats 0.2 mM betrug. Die
Spektren wurden von 250 bis 700 nm mit einer Scangeschwindigkeit von 240 nm/min

aufgenommen.

6.13 Vorschrift fiir die UV Studien mit Silber

10 mM Konzentrationen des Peptids 92a wurden mit einer 50 mM AgNO;-Losung gemischt
und unter einer 15 W Lampe belassen. Nach bestimmten Zeitintervallen wurde die Absorption
gemessen. Die Spektren wurden von 250 bis 700 nm mit einer Scangeschwindigkeit von 240

nm/min aufgenommen.
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7. Synthese der Aminosidure fiir die Bibliotheken: Fmoc-trans-2-

aminocyclohexancarbonsiure (Fmoc-ACHC-OH) 36

CO,H CO,H
Fmoc-OSu,
NH» NaHCOs3 NH Fmoc
THF/ H,O
35 36

1.93 g (13.45 mmol, 1.0 eq) trans-2-Aminocyclohexansdure wurden in 125 ml THF
suspendiert. Nach Zugabe von 4.54 g (13.45 mmol, 1.0 eq) Fmoc-Succinimid, gefolgt von 62
ml H,O und 62 ml THF sowie 1.34 g (16.14 mmol, 1.2 eq) NaHCO; und 62 ml THF wurde
iiber Nacht bei RT geriihrt. Zur Reaktionsmischung wurde dann 1.5 N HCI gegeben und das
THF am Rotationsverdampfer i. V. entfernt. Dabei bildete sich ein weiller Niederschlag, der
abfiltriert und mehrmals mit EtOAc gewaschen wurde. Die Mutterlauge wurde erneut
eingeengt, der Niederschlag abfiltriert und mit EtOAc gewaschen. Nach Umkristallisation des
erhaltenen Niederschlages aus EtOAc/Hexan (1:1) wurden 3.67 g (10.09 mmol, 75%) eines

weillen Feststoffs isoliert.

C22H23N04 365.42 g/l’l’lOl
DC CH,CL/MeOH (92.5:7.5); R¢: 0.36 (Ninhydrin)

"H-NMR (400.0 MHz, d¢-DMSO, 25°C): d (ppm) = 12.05 (br, 1H, OH), 7.89 (d, J = 7.44 Hz,
2H, ArHpmoc), 7.68 (t, J = 7.14 Hz, 2H, ArHpmoc), 7.41 (t, J = 7.45 Hz, 2H, ArHpmoc), 7.33 (m,
3H, ArHpmoe, NH), 4.22 (m, 3H, FmocCH, FmocCH>), 3.5 (m, 1H, CHacuc), 2.26 (m, 1H,
CHacnce), 1.87 (brd, 1H, CHacuc), 1.76 (brd, 1H, CHacnuc), 1.65 (brt, 2H, CHacnuc), 1.42-1.11
(m, 4H, CHacnc);

BC-NMR (100.6 MHz, de-DMSO, 25°C): § (ppm)= 175.3 (CO), 155.2 (CO), 143.9 (CHay),
143.7 (CH,y), 140.6 (CHa,), 127.5 (CHay), 127.0 (CHay), 125.3 (CHay), 125.2 (CHay), 120.0
(CHg,), 65.1 (FmocCH), 50.7 (FmocCH,), 48.3 (CHacuc), 46.6 (CHacuc), 32.1 (CHacue),
28.8 (CHacnc), 24.3 (CHacnc), 24.2 (CHache);

ESI-MS m/z: berechnet: 365.42; gefunden: 366.1 [M+H]".
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8. Synthese der Peptide fiir die Phosphatesterspaltung

In diesen Tabellen sind die verwendeten Mengen der einzelnen Aminosduren und
Kopplungsreagenzien fiir alle in diesem Abschnitt 9 beschriebenen Peptide aufgefiihrt. Alle
Peptide wurden mit dem Peptidsyntheziser hergestellt.

Substanz Eq n m \%
[mmol] | [mg] [mL]
Fmoc-B-Ala-OH 4 0.34 107.1
Fmoc-L-His(Trt)-OH 4 0.34 213.2
Fmoc-D-His(Trt)-OH 4 0.34 213.2
Fmoc-L-Ser(tBu)-OH 4 0.34 131.9
Fmoc-L-Asp(OtBu)-OH | 4 0.34 141.6
TentaGel Fmoc-L-Pro-OH 4 0.34 116.1
Fmoc-Gly-OH 4 0.34 102.3
Fmoc-Ahx-OH 4 0.34 121.6
HCTU 4 0.34 107.0
'Pr,NEt 12 1.0 0.14
NEt; 100 | 8.6 1.20
Ac,0O 50 4.3 0.41
Substanz Eq n m \%
[mmol] | [mg] [mL]
Fmoc-B-Ala-OH 4 0.57 176.8
Fmoc-L-His(Trt)-OH 4 0.57 351.9
Fmoc-D-His(Trt)-OH 4 0.57 351.9
Fmoc-L-Ser(tBu)-OH 4 0.57 217.8
Fmoc-L-Asp(OtBu)-OH | 4 0.57 234.0
Rink Fmoc-L-Pro-OH 4 | 057 [ 1916
Fmoc-Gly-OH 4 0.57 168.8
Fmoc-Ahx-OH 4 0.57 200.7
HCTU 4 0.57 234.90
'ProNEt 12 1.7 0.29
NEt; 100 14.2 2.0
Ac,O 50 7.1 0.67
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8.1 Ac-L-His-p-Ala-L-His-NH,; 42a/b

H
N
L
N NH
TN Ny
0 O
N;NH

Synthese auf TentaGel 42a
Das Peptid wurde mit Hilfe des Peptidsynthesizers hergestellt und dabei wurden 200 mg
TentaGel Harz (0.09 mmol, 1.0 eq) verwendet. Die freien Amine wurden nach Prozedur C

acetyliert und die Seitenkettenschutzgruppen nach Prozedur D entschiitzt.

Synthese auf Rink Amid Harz 42b

Das Peptid wurde mit Hilfe des Peptidsynthesizers hergestellt und dabei wurden 200 mg Rink
Amid Harz (0.14 mmol, 1.0 eq) verwendet. Die freien Amine wurden nach Prozedur C
acetyliert. Anschliefend wurde das Peptid laut Prozedur E abgespalten, mit Hilfe von Et,O
gefillt und man erhielt 60.0 mg (quant.).

C17H24N304 404.42 g/mol

"H-NMR (400.0 MHz, CD;0D, 25°C): & (ppm) = 7.34 (d, J = 7.6 Hz, 4H, CHyni), 4.71 (dd, J
= 8.1 Hz, 5.6 Hz, 1H, CHa i), 4.62 (dd, J = 8.6 Hz, 6.1 Hz, 1H, CHo. 1), 3.42 (m, 2H, CH,
5-Al), 3.25 (m, 2H, CH:PB i), 3.06 (m, 2H, CH:P 1), 2.43 (m, 2H, CH p.a1a), 1.96 (s, 3H, CH;

Ac);

BC.NMR (100.6 MHz, CD;0D, 25°C): 6 (ppm) = 174.7/174.0/173.5 (CO), 135.0 (Cqmi),
131.3 (CHimi), 118.4 (CHimi), 53.8 (CHa. 1), 53.3 (CHt 1), 37.7 (CHa para), 36.4 (CHa poaa),
28.1 (CH2 nis), 28.0 (CH2P 1is), 22.6 (CH3 ac);

ESI-MS m/z: berechnet: 404.42; gefunden: 517.2 [M+TFA-H].
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8.2 Ac-L-His-L-His-NH, 43a/b

Synthese auf TentaGel 43a
Das Peptid wurde mit Hilfe des Peptidsynthesizers hergestellt und dabei wurden 200 mg
TentaGel Harz (0.09 mmol, 1.0 eq) verwendet. Die freien Amine wurden nach Prozedur C

acetyliert und die Seitenkettenschutzgruppen nach Prozedur D entschiitzt.

Synthese auf Rink Amid Harz 43b

Das Peptid wurde mit Hilfe des Peptidsynthesizers hergestellt und dabei wurden 200 mg Rink
Amid Harz (0.14 mmol, 1.0 eq) verwendet. Die freien Amine wurden nach Prozedur C
acetyliert.

Anschlieend wurde das Peptid laut Prozedur E abgespalten, mit Hilfe von Et,O gefillt und
man erhielt 50.0 mg (quant.).

C14H19N703 333.35 g/mol

"H-NMR (400.0 MHz, CD;0D, 25°C): & (ppm) = 8.80 (d, J = 5.6 Hz, 1.5 Hz, 2H, CHyn),
7.34 (d, J = 8.6 Hz, 2H, CHy), 4.70 (dd, J = 8.1 Hz, 5.6 Hz, 1H, CHo. 1), 4.63 (dd, J = 7.6
Hz, 6.1 Hz, 1H, CHa 1), 3.25 (m, 2H, CHP 1is), 3.10 (dq, J = 8.1 Hz, 7.6 Hz, 2H, CH: i),
1.95 (s, 3H, CHs ao);

BC-NMR (100.6 MHz, CD;0D, 25°C): & (ppm) = 174.3/173.5/172.4 (CO), 135.1/135.0
(Cqmi), 130.9/130.9 (CHypi), 118.5/118.4 (CHi), 53.9 (CHO. 14is), 53.3 (CHat gis), 28.7 (CH,

His)> 27.7 (CHaP his), 22.4 (CH3 ac);

ESI-MS m/z: berechnet: 333.35; gefunden: 334.2 [M+H]".
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8.3 Ac-D-His-Ahx-L-His-NH, 44a/b

Synthese auf TentaGel 44a
Das Peptid wurde mit Hilfe des Peptidsynthesizers hergestellt und dabei wurden 200 mg
TentaGel Harz (0.09 mmol, 1.0 eq) verwendet. Die freien Amine wurden nach Prozedur C

acetyliert und die Seitenkettenschutzgruppen nach Prozedur D entschiitzt.

Synthese auf Rink Amid Harz 44 b

Das Peptid wurde mit Hilfe des Peptidsynthesizers hergestellt und dabei wurden 200 mg Rink
Amid Harz (0.14 mmol, 1.0 eq) verwendet. Die freien Amine wurden nach Prozedur C
acetyliert.

Anschliefend wurde das Peptid laut Prozedur E abgespalten, mit Hilfe von Et,O gefillt und
man erhielt 63.0 mg (quant.).

C20H30N304 446.24 g/l’l’lOl

"H-NMR (400.0 MHz, CD;0D, 25°C): 6 (ppm) = 8.81 (d, J = 4.6 Hz, 2H, CHyny), 7.33 (d, J =
6.6 Hz, 2H, CHy), 4.73 (dd, J = 8.6 Hz, 5.6 Hz, 1H, CHa i), 4.66 (dd, J = 8.1 Hz, 5.8 Hz,
1H, CHa i), 3.23 (dd, J = 13.6 Hz, 5.3 Hz, 2H, CHoP 1), 3.16 (t, J = 7.1 Hz, 2H, CH:B i),
3.07 (m, 2H, NHCH, any), 2.23 (m, 2H, CH,CO any), 1.96 (s, 3H, CHs ac), 1.50 (m, 4H, CH,
an)s 1.21 (m, 2H, CHy any);

BC.NMR (100.6 MHz, CD;OD, 25°C): & (ppm) = 176.1/174.8/173.4/172.1 (CO),
135.0/134.7 (Cqimi), 131.4/131.4 (CHyny), 118.4/118.3 (CHim), 53.8 (CHt 11i5), 53.1 (CHat i),
40.4 (NHCH, apy), 36.6 (CH2CO any), 29.9 (CHaB pis), 28.2 (CHB i), 27.3 (CHa any), 26.3
(CH anx), 22.6 (CH any), 22.6 (CH ao);

ESI-MS m/z: berechnet: 446.24; gefunden: 447.2 [M+H]".
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8.4  Ac-L-Ser-p-Ala-L-SerNH,; 45a/b

SN
N NH
Y N ”W i
9 9

OH

Synthese auf TentaGel 45a
Das Peptid wurde mit Hilfe des Peptidsynthesizers hergestellt und dabei wurden 200 mg
TentaGel Harz (0.09 mmol, 1.0 eq) verwendet. Die freien Amine wurden nach Prozedur C

acetyliert und die Seitenkettenschutzgruppen nach Prozedur D entschiitzt.

Synthese auf Rink Amid Harz 45b

Das Peptid wurde mit Hilfe des Peptidsynthesizers hergestellt und dabei wurden 200 mg Rink
Amid Harz (0.14 mmol, 1.0 eq) verwendet. Die freien Amine wurden nach Prozedur C
acetyliert.

Anschliefend wurde das Peptid laut Prozedur E abgespalten, mit Hilfe von Et,O gefillt und
man erhielt 44.0 mg (quant.).

C11H20N4062 304.30 g/l’l’lOl
"H-NMR (400.0 MHz, CD;0D, 25°C): & (ppm) = 4.41 (t, J= 5.1 Hz, 1H, CHa. ser), 4.35 (t, J
= 5.1 Hz, 1H, CHua. s¢r), 3.79 (m, 2H, CHA ser), 3.74 (dd, J = 11.1 Hz, 5.1 Hz, 2H, CH, ser),

3.50 (m, 2H, CH, p.a), 2.47 (dd, J = 13.1 Hz, 7.1 Hz, 2H, CH, p.a1), 2.02 (s, 3H, CHj ac).

BC-NMR (100.6 MHz, CD;0D, 25 °C): § (ppm) = 174.3/173.7/173.1/172.7 (CO), 63.1/63.1
(CHzf) ser), 57.1 (CH(X ser), 56.86 (CH(X ser), 37.1 (CH2 ﬁ-Ala); 36.7 (CH2 B-Ala), 22.77 (CH3 Ac)-

ESI-MS m/z: berechnet: 304.30; gefunden: 304.8 [M]" (100), 327.6 [M+Na]"
(70)
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8.5 Ac-L-Asp-ProGly-L-Asp-NH,; 46a/b
o)
o)
Q o
)J\H 1\9 H \)\NHZ
° o] H/\‘g -:Yo
HO

Synthese auf TentaGel 46a
Das Peptid wurde mit Hilfe des Peptidsynthesizers hergestellt und dabei wurden 200 mg
TentaGel Harz (0.09 mmol, 1.0 eq) verwendet. Die freien Amine wurden nach Prozedur C

acetyliert und die Seitenkettenschutzgruppen nach Prozedur D entschiitzt.

Synthese auf Rink Amid Harz 46b

Das Peptid wurde mit Hilfe des Peptidsynthesizers hergestellt und dabei wurden 200 mg Rink
Amid Harz (0.14 mmol, 1.0 eq) verwendet. Die freien Amine wurden nach Prozedur C
acetyliert.

Anschlieend wurde das Peptid laut Prozedur E abgespalten, mit Hilfe von Et,O gefillt und
man erhielt 72.7 mg (quant.).

Ci17H25N509 443.17 g/mol

"H-NMR (400.0 MHz, CD;0D, 25°C): 6 (ppm) = 5.01 (dd, J = 7.8 Hz, 6.3 Hz, 1H, CHa. ),
4.75 (dd, J = 8.1 Hz, 5.3 Hz, 1H, CHu. as), 4.37 (dd, J = 8.6 Hz, 5.3 Hz, 1H, CHu py), 3.96
(m, 1H, CH; qiy), 3.83 (m, 3H, CH; g1y, CH> pro), 3.0 (d, J = 16.9 Hz, 8.1 Hz, 1H, CHap asp),
2.89 (dd, J = 16.9 Hz, 5.3 Hz, 1H, CHaB 4sp), 2.81 (dd, J = 16.7 Hz, 7.8 Hz, 1H, CHaB asp),
2.69 (dd, J = 16.6 Hz, 8.1 Hz, 1H, CHaB asp), 2.27 (m, 1H, CHaB pro), 2.07 (m, 3H, CH:B pro,
CH,Y pro), 1.96 (s, 3H, CH; 0);

BC-NMR (100.6 MHz, CD;OD, 25 °C): ¢ (ppm) = 175.4/174.9/174.1/172.9/172.6/171.7
(CO), 62.6 (CHa pro), 51.2 (CHa agp), 50.5 (CHat ap), 44.1 (CH; Giy), 36.8 (CHaP asp), 36.7

(CH2B asp), 30.5 (CH29 pro), 27.6 (CH2B pro), 25.9 (CHay pro), 22.3 (CH3 Ac);

ESI-MS m/z: berechnet: 443.17; gefunden: 466.2 [M+Na]".
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9. Synthese des EDTA Templates

9.1 2,3-Di(butyloxycarbonylamino)propionsiure 49

NH Boc,0, KHCO, NHBoc
o) o)
48 49

Zu einer Losung aus 2.5g (0.02 mmol) 2,3-Diaminopropionsdure in 30 mL 1 M KHCOs-
Losung und 35 mL fert-BuOH wurden unter Riithren 15.5 g (0.07 mol) Boc,O zugegeben. Der
pH-Wert der Reaktion wurde durch Zugabe von 1 M Na,CO; zwischen 8 und 9 gehalten und
die Losung wurde 12 h bei RT geriihrt. AnschlieBend wurde der Alkohol i. V. entfernt und
der Riickstand dreimal mit H,O und Pentan extrahiert. Die wissrige Phase wurde mit
wissriger KHSO,4 angesduert (pH 2-3) und dreimal mit Essigester riickextrahiert. Die
vereinten organischen Phasen wurden iliber MgSO, getrocknet, das Losungsmittel i. V.
entfernt und der 6lige Riickstand aus Petrolether kristallisiert. Man erhielt 5.24 g (0.02 mol,

97%) eines weillen Feststoffes.

C13H24N206 304.34 g/l’l’lOl

DC MeOH/EtOAc (1:2); R¢= 0.3 (Ninhydrin)

TH-NMR (400.0 MHz, CD;0D, 25°C): & (ppm) = 4.22 (brt, 1H, CH), 3.47 (dd, J = 14.2 Hz,
4.5 Hz, 1H, CHb), 3.35 (m, 1H, CH), 1.44 (s, 18H, 'Bu);

BC-NMR (100.6 MHz, CD;OD, 25°C): J (ppm) = 80.42 (C(CHs)s), 55.45 (CH), 42.71
(CH>), 28.73 (C(CHs)3);

ESI-MS m/z: berechnet: 304.34; gefunden: 327.2 [M + Na]".
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9.2  2,3-Di(butyloxycarbonylamino)propionsiure benzylester 50

CH.Cl,

NHBoc Benzylalkohol, EDC NHBoc
DMAP
HO . o
NHBoc NHBoc
o 0
49 50

1.12 g (3.70 mmol, 1.0 eq) der Carbonsdure wurden in 23 mL CH,Cl, gelost und mit 0.41 mL
Benzylalkohol (3.90 mmol, 1.05 eq), gefolgt von 0.72 g EDC (3.70 mmol, 1.0 eq) und kat.
Mengen DMAP versetzt. Die Mischung wurde 12 h bei RT geriihrt. Anschliessend wurde mit
H,O extrahiert, die vereinten organischen Phasen {iber MgSO, getrocknet und das
Losungsmittel i. V. entfernt. Nach sdulenchromatographischer Reinigung (CH,Cl,/MeOH
Gradient von 99.9:0.1 bis 95:5 (v/v)) erhielt man 1.29 g (3.30 mmol, 88%) des Produktes.

C20H30N206 394.46 g/mol

DC CH,CL,/MeOH (9:1); R¢= 0.7

"H-NMR (400.0 MHz, CDCls, 25°C): 6 (ppm) = 7.34 (m, 5H, ArH), 5.53 (brd, J = 6.58 Hz,
1H, CH), 5.16 (s, 2H, BnCH), 4.88 (br, 1H, CH), 4.38 (br, 1H, CH,), 1.41 (s, 18 H, ‘Bu);

BC-NMR (100.6 MHz, CDCl;, 25°C): d (ppm) = 170.7 (BnCOOR), 156.1 (COO'Bu), 155.4
(COO'Bu), 135.2 (CHy,), 128.5 (CHy,), 128.4 (CHa,), 79.9 (C(CHs)3), 67.3 (BnCH,), 54.3

(CH), 42.3 (CH,), 28.2 (C(CHs)»);

ESI-MS m/z: berechnet: 394.46; gefunden: 417.1 [M+Na]".
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9.3 2,3-Diaminopropionsiure benzylester HCI-Salz 51

NHBoc NH5*CI
4M HCI/Dioxan
O > O —
NHBoc NH; Cl
(e} (0]

50 51

1.63 g Benzylester (4.10 mmol, 1.0 eq) wurden mit 10.3 mL 4 M HCIl/Dioxan (10 eq) versetzt
und 2 h bei RT geriihrt. Danach wurde Dioxan am Wasserstrahlvakuum entfernt und der
Riickstand mit Diethylether ausgefillt. Der Ether wurde abdekantiert und der Riickstand noch
mehrere Male dieser Prozedur unterworfen. Man erhielt einen weilen Feststoff (4.10 mmol,

quant.), der ohne weitere Reinigung eingesetzt wurde.

C10H16N202Clz 267.15 g/mol

"H-NMR (400.0 MHz, CD;OD, 25°C): ¢ (ppm) = 7.46 (d, J = 6.9 Hz, 2H, ArH), 7.41 (m,
3H, ArH), 5.43 (d,J = 11.6 Hz, 1H, BnCH,), 5.32 (d, J = 12.0 Hz, 1H, BnCH,), 4.47 (dd, J =

7.67 Hz, 5.68 Hz, 1H, CH), 3.46 (m, 2H, CH>);

BC-NMR (100.6 MHz, CD;0D, 25°C): 6 (ppm) = 167.4 (BnCOOR), 135.7 (CHay), 129.9
(CHay), 129.9 (CHay), 70.2 (BnCH,), 51.2 (CH), 39.5 (CH,):;

ESI-MS m/z: berechnet: 267.15; gefunden: 195.1 [M-H-2CI]".
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9.4  2,3-Bis[di(‘butyloxycarbonylmethyl)amino)-propionsiure

benzylester 52
rcoztE;u
NHs'CI BrCH,CO,'Bu N—_-CO,Bu
@ iPr,NE @
O > o)
NH5*CI MeCN N
CO2BuU
o} 0 k
CO,'Bu
51 52

1.10 g HCI-Salz (4.10 mmol, 1.0 eq) wurden in 30 mL Acetonitril suspendiert und mit 3.65
mL Bromessigsdure-tert-Butylester (0.03 mol, 6.0 eq) gefolgt von 7.0 mL DIPEA (0.04 mol,
10.0 eq) versetzt. Die Mischung wurde anschlieBend 12 h unter Riickfluss erhitzt. Danach
wurde solange mit NH4CIl/EtOAc extrahiert bis die wéssrige Phase farblos ist, die vereinten
organischen Phasen iiber MgSQO, getrocknet und das Losungsmittel i. V. entfernt. Nach
sdulenchromatographischer Reinigung (Hexan/EtOAc (7:1)) erhielt man 2.70 g (4.10 mmol,

quant.) eines gelblichen Ols.

C32H54N2010 650.8 g/mol

DC CH,CL,/MeOH (9.5:5); R¢=0.7

"H-NMR (400.0 MHz, CDCls, 25°C): & (ppm) = 7.34 (m, 5H, ArH), 5.12 (q, J = 7.3 Hz, 2H,
BnCH,), 3.65 (dd, J = 9.05 Hz, 5.62 Hz, 1H, CH), 3.53 (dd, J = 7.02 Hz, 3.6 Hz, 4H,
NCH,COO'Bu), 3.45 (s, 4H, NCH,COO'Bu), 3.13 (dd, J = 13.63 Hz, 5.58 Hz, 1H, CH,), 3.05
(dd, J = 13.63 Hz, 9.09 Hz, 1H, CH,), 1.41 (s, 36H, ‘Bu);

BC-NMR (100.6 MHz, CDCls, 25°C): 6 (ppm) = 171.8 (BnCOOR), 170.7 (COO'Bu), 170.6
(COOBu), 136.1 (CHay), 128.3 (CHay), 1282 (CHay), 127.9 (CHyy), 80.7 (C(CHs)s), 662
(BnCH,), 64.1 (CH). 563 (CH,). 554 (NCH,COO'Bu), 53.5 (NCH,COO'Bu), 28.0
(C(CHs)s);

ESI-MS m/z: berechnet: 650.8; gefunden: 673.1 [M+Na]" (100), 651.1 [M+H]"
(63).
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9.5 2,3-Bis[di(‘butyloxycarbonylmethyl)amino) propionsiure 53

rco;Bu rco;Bu
N-_-CO,'Bu N-_-CO,Bu
@ Pd/C, 3.5 bar H,
° NTNAA ¢ MeOH/EtOAc HO NN
5 4 CO,'Bu S k CO,Bu
CO,'Bu CO,Bu
52 53

2.7 g alkylierte Verbindung (4.1 mmol, 1.0 eq) wurden in 10 mL EtOAc/10 mL MeOH gelost
und mit 0.27 g Pd/C (10% Pd) versetzt und 3 d bei 3.5 bar mit hydriert. Danach wurde das Pd
tiber Celite abfiltriert, der Riickstand mit EtOAc/MeOH gewaschen und das Losungsmittel i.
V. entfernt. Man erhielt 2.2 g (3.8 mmol, 92%) eines gelben Ols.

C27H43N2010 560.0 g/mol

DC CH,ClyMeOH (9:1); R¢=0.26 (Ninhydrin)

"H-NMR (400.0 MHz, CDCls, 25°C): & (ppm) = 3.68 (t, J = 7.6 Hz, 1H, CH), 3.48 (m, 8H,
NCH>COO'Bu), 3.09 (d, J = 7.1 Hz, 2H, CH), 1.42 (s, 36H, '‘Bu);

BC-NMR (100.6 MHz, CDCls, 25°C): § (ppm) = 173.2 (COOH), 171.5 (COO'Bu), 170.1
(COOBu), 81.7 (C(CHs)3), 63.0 (CH), 56.6 (NCH,COO'Bu), 54.8 (NCH,COO'Bu), 54.6

(CHa), 28.1 (C(CH3)3);

ESI-MS m/z: berechnet: 560.0; gefunden: 583.1 [M+Na]".
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9.6 2,3-Bis[di(‘butyloxycarbonylmethyl)amino)-propionsiure
Pentafluorophenylester 54

CO,'Bu CO,'Bu
N( _-CO,'Bu N( __COJBu
- PfpOH, EDC, DMAP A o
N/\COQtBu CHACly I N/\COZtBu
CO,'Bu F F CO,'Bu
F
53 54

2.2 g EDTA-Sdure (3.8 mmol, 1.0 eq) wurden in 50 mL CH,Cl, gelost und mit 0.8 g
Pentafluorophenol (4.2 mmol, 1.1 eq), gefolgt von 1.1 g EDC (5.80 mmol, 1.5 eq) und einer
Spatelspitze DMAP versetzt. Nach 4 h wurde die Mischung mit H,O extrahiert, die vereinten
organischen Phasen liber MgSQO, getrocknet und das Losungsmittel i. V. entfernt. Man erhielt

2.6 g (3.50 mmol, 94 %) eines gelben Ols.

C33H43F5N2010 726.0 g/mol

DC EtOAc/Hexan (1:1); Rg=0.7

"H-NMR (400.0 MHz, CDCls, 25°C): J (ppm) = 4.09 (dd, J = 8.7 Hz, 5.7 Hz, 1H, CH), 3.55
(dd, J = 26.5 Hz, 17.4 Hz, 4H, NCH,COO'Bu), 3.52 (s, 4H, NCH,COO'Bu), 3.32 (dd, 14.2
Hz, 6.3 Hz, 1H, CH,), 3.14 (dd, J= 13.8 Hz, 8.8 Hz, 1 H, CH,), 1.44 (s, 36 H, ‘Bu);
BC-NMR (100.6 MHz, CDCl;, 25°C): d (ppm) = 170.6 (COO'Bu), 170.9 (COO'Bu), 167.8
(COOPfp), 81.2 (C(CH3);), 80.9 (C(CHs3)3), 64.5 (CH), 56.6 (NCH,COO'Bu), 55.9

(NCH,COO'Bu), 53.6 (CH,), 28.1 (CHs; ‘Bu), 28.1 (C(CHs)s);

F.NMR (376.5 MHz, CDCls, 25°C): 6 (ppm) = -151.6 (d, J= 17.2 Hz, 2F, CFy,), -159.4 (t,
J=21.8 Hz, IF, CFay), -163.8 (dd, J=21.8 Hz, 18.54 Hz, 2F, CFy,);

ESI-MS m/z: berechnet fiir: 726.0; gefunden: 749.1 [M+Na]".
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9.7 N-o0-Fmoc-N-g-Tetra(tert-butyl) EDTA-L-Lysine 55

rCoztBu CO,Bu
t
. N~-C02Bu o N._-CO,'Bu
Fmoc-L-Lysin, NMM
’ \\ HN
F (0] NN\ t Ho/u\-‘ N N/\COZtBU
S CO,Bu DMF NHE 5
F F CO,'Bu moc cOo,Bu
F
54 55

2.6 g EDTA-Pfp (3.6 mmol, 1.0 eq) wurden in 15 mL DMF gel6st und mit 1.7 g Fmoc-Lysin-
OH (3.6 mmol, 1.0 eq), gefolgt von 2.0 mL NMM (0.02 mol, 5.0 eq) versetzt und 5 h bei RT
geriihrt. Anschlieend wurde mit EtOAc extrahiert, die vereinten organischen Phasen tiber
MgSO, getrocknet und das Losungsmittel 1. V. entfernt. Nach sdulenchromatographischer
Reinigung (CH,Cl,/MeOH Gradient von 99.5:0.5 bis 90:10 (v/v)) erhielt man 1.45 g (1.60

mmol, 44%) eines weillen Feststoffes.

C34H56N409SZ 911.1 g/mol
DC CH,Cl1,/MeOH (9:1); R¢= 0.3 (Ninhydrin)

"H-NMR (400.0 MHz, d¢-DMSO, 25°C): 6 (ppm) = 8.16 (brs, 1H, NH), 7.88 (d, J= 7.6 Hz,
2H, ArHpmoc), 7.69 (d, J = 7.6 Hz, 2H, AtHpmoc), 7.41 (t, J = 7.3 Hz, 2H, ArHpmoc), 7.32 (t, J
= 7.3 Hz, 2H, ArHpmoc), 4.23 (m, 3H, FmocCH,, FmocCH), 3.69 (brs, 1H, Lys-Ha), 3.40 (m,
11H, CH, NCH,COO'Bu, CH,), 3.02 (m, 3H, Lys-Hp, Lys-He), 2.81 (dd, J=13.6 Hz, 7.1 Hz,
1H, Lys-Hp), 1.63 (m, 2H, Lys-H¢), 1.28 (m, 2H, Lys-Hy), 1.40 (s, 36H, ‘Bu);

BC-NMR (100.6 MHz, d¢-DMSO, 25°C): 6 (ppm) = 170.97 (COO'Bu), 170.95 (COO'Bu),
170.8 (COOH), 170.1 (NHCOEDTA), 155.7 (CONHLys), 143.8 (CHx,), 140.6 (CHy,), 127.5
(CHay), 126.9 (CHa,), 125.2 (CHay), 119.9 (CHa,), 80.07 (C(CHs)s), 80.05 (C(CHs)3), 65.4
(CH,Fmoc), 63.3 (CH), 55.3 (NCH,COO'Bu), 53.9 (NCH,COO'Bu), 53.6 (CHa), 46.6 (CH,),
38.3 (CHFmoc), 28.9 (CHe), 27.6 (C(CHs)3), 26.7 (CHB), 22.8 (CHy), 20.5 (CHS).

ESI-MS m/z: berechnet: 911.1; gefunden: 933.4 [M+Na]".
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10. Synthese der EDTA-funktionalisierten Bibliothek 56

ROHN
AS3 AS2 AS1 §
2
0 H ) H o " o R " o H ols
56
AN 20 O,N  OH R%: tag / Ac HN o
PN R'-3: Aminosaure-Seitenketten
N~ >Co,H _
! k 2 Q = TentaGel NH,
. N TCO.H
HO,C  Com

(AS1-AS3 = Gly, D/L-Ala, D/L-Leu, D/L-Val, D/L-Pro, D/L-Phe, D/L-Ser, D/L-Thr, D/L-
Asn, D/L-GlIn, D/L-His, D/L-Asp, D/L-Glu, D/L-Lys, D/L-Arg, D/L-Cys).

Synthese auf TentaGel

Fiir die Synthese wurden 200.00 mg TentaGel Harz (0.05 mmol, 1.0 eq) verwendet und die
Aminosduren wurden nach Prozedur A2 gekuppelt, die Fmoc-Gruppe nach Prozedur B
entschiitzt, die freien Amine nach Prozedur C acetyliert und die Seitenkettenschutzgruppen
nach Prozedur D entschiitzt.

46.0 mg Fmoc-Gly-OH (0.16 mmol, 3.0 eq)

70.0 mg Fmoc-Quencher-OH (0.16 mmol, 3.0 eq)

95.0 mg (N-a-Fmoc-N-g-Tetra(tert-butyl) EDTA-L-Lysine-OH (0.10 mmol, 2.0 eq)

55.0 mg Fmoc-Ahx-OH (0.16 mmol, 3.0 eq)

65.0 mg HCTU (0.16 mmol, 3.0 eq)

27.0uL 'Pr,NEt (0.16 mmol, 3.0 eq)

0.7 mL NEt; (5.2 mmol, 100.0 eq), 0.3 mL Ac,0O (2.6 mmol, 50.0 eq)
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11. Synthese des Terpyridin Derivates

11.1 Terpyridin-Enon 58

0] O
Methyl-4-formobenzoat -
B HNEL, B 0
~.N > z ™
EtOH N
O
57 58

9.20 mL Acetylpyridin (0.08 mol, 1.0 eq) wurden zu einer Losung aus 13.60 g Methyl-4-
formobenzoat (0.08 mol, 1.0 eq) in 136 mL EtOH getropft. AnschlieBend wurde innerhalb
von 30 min 20.60 mL Diethylamin (0.19 mol, 2.4 eq) zugetropft und die Mischung wurde 7 h
bei RT unter N,-Strom geriihrt. Es entstand ein gelber Feststoff, der aus EtOH umkristallisiert
wurde und man erhielt 8.10 g (0.03 mol, 37 %) gelbe Kristalle.

C16H13N03 267.28 g/mol

'H-NMR (400.0 MHz, CDCl;, 25°C): & (ppm) = 8.76 (d, J = 4.5 Hz, 1H, ArHpy), 8.39 (d, J
= 15.8 Hz, 1H, C=C), 8.21 (d, J = 7.8 Hz, 1H, ArHpy,), 8.08 (d, J = 8.3 Hz, 2H, ArH), 7.94
(d, J = 15.9 Hz, 1H, C=C), 7.90 (ddd, J = 9.3 Hz, 7.5 Hz, 1.8 Hz, 1H, ArHpy,), 7.79 (d, J =
8.3 Hz, 2H, ArH), 7.51 (ddd, J = 5.7 Hz, 4.6 Hz, 1.0 Hz, 1H, AtHpy), 3.80 (s, 3H, CH3);

BC-NMR (100.6 MHz, CDCls, 25 °C): § (ppm) = 189.9 (C=0), 166.5 (CO.Me), 153.8
(Cqpyr), 148.8 (CHpyy), 143.1 (Cqar), 139.3 (Cqar), 137.2 (CHpyy), 131.5 (CHay), 128.6 (C=C),
127.1 (C=C), 123.0 (CHay), 122.9 (CHy,), 52.3 (CH3);

ESI-MS m/z: berechnet: 267.28; gefunden: 290.0 [M+Na]" (100), 556.9
[2M+Na]" (60).
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11.2 Terpyridin Methylester 59

PPI, NH,OAc
N EtOH

4.53 g Enon (0.02 mol, 1.0 eq) wurden mit 5.62 g PPI (0.02 mol, 1.0 eq), gefolgt von 55 g
NH4OAc (0.71 mol, 42 eq) und 272 mL EtOH versetzt und 3 h refluxiert. Es bildete sich ein
gelber Feststoff, der abfiltriert wurde und man erhielt 1.8 g (5.0 mmol, 29%) gelbe Kristalle.

C23H17N302 367.4 g/mol

'H-NMR (400.0 MHz, CDCls, 25°C): & (ppm) = 8.76 (s, 2H, ArHpy,), 8.73 (d, J = 4.8 Hz,
2H, AtHpy,), 8.68 (d, J = 7.8 Hz, 2H, ArHpy,), 8.18 (dd, J = 6.8 Hz, 1.9 Hz, 2H, ArH), 7.97
(dd, J = 6.6 Hz, 2.0 Hz, 2H, ArH), 7.89 (ddd, J = 9.4 Hz, 7.6 Hz, 1.8 Hz, 2H, ArHpy,), 7.36
(m, 2H, ArHpyy), 3.96 (s, 3H, CHs);

BC-NMR (100.6 MHz, CDCls, 25°C): 6 (ppm) = 166.8 (C=0), 156.1 (Cg), 155.9 (Cqpy),
149.2 (CHpyy), 142.9 (Cqay), 136.9 (CHpyy), 130.5 (Cqpyr), 130.2 (CHay), 127.4 (CHpyy), 123.9
(CHpy), 121.4 (CHpy), 118.9 (CHpyy), 52.2 (CHs);

ESI-MS m/z: berechnet: 367.4; gefunden: 390.0 [M+Na]" (100), 756.9
[2M+Na]" (78).
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11.3 Terpyridin Na-Salz 60

NaOH

—_—

Aceton

0.8 g Methylester (2.0 mmol, 1.0 eq) wurden in 220 mL Aceton gelost und mit 2.0 mL NaOH
(2.0 mmol, 1.0 eq) versetzt. Nach 16 h riihren bei RT wurde der weisse Niederschlag iiber
Celite abfiltriert und mit Aceton gewaschen. Der Feststoff wurde anschliessend mit MeOH
gelost, das Losungsmittel i. V. entfernt und man erhielt 0.8 g (2.0 mmol, quant.) eines

gelblichen Feststoffes.

C22H14N3N302 375.36 g/l’l’lOl

"H-NMR (400.0 MHz, CDCls, 25°C): & (ppm) = 8.68 (dd, J = 15.6 Hz, 6.2 Hz, 3H, AtHpy),
8.14 (d, J = 8.3 Hz, 1H, ArH), 8.01 (ddd, J = 9.3 Hz, 7.8 Hz, 1.6 Hz, 1 H, AtHpy,), 7.93 (d, J
= 8.3 Hz, 1H, ArH), 7.48 (ddd, J = 7.4 Hz, 6.3 Hz, 1.6 Hz, 1H, ArHpy);

BC.NMR (100.6 MHz, CDCls, 25°C): 6 (ppm) = 185.3 (COONa), 174.8 (Cqa,), 157.3
(Cqpyr), 151.5 (Cqpy), 150.2 (Cqar), 141.1 (Cqpy), 140.2 (CHpy), 138.9 (CHpy), 131.2
(CHpy), 127.6 (CHpyy), 125.6 (CHpyy), 123.0 (CHpyy), 119.9 (CHopyy);

ESI-MS m/z: berechnet: 375.36; gefunden: 352.2 [M-Na]" (100), 727.0
[2M-Na]" (20),
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12. Synthese des Fluorophor-Quencher Systems

12.1 Boc-geschiitzte Anthranilsiure 62

0 0
@OH NEt; , Boc,0O CELOH
NH, DMF NHBoc
61 62

10 g (73.0 mmol, 1.0 eq) Anthranilsdure 61 wurde in 20 mL DMF gelost und mit 15.2 mL
(109.5 mmol, 1.5 eq) NEt;, gefolgt von 19.9 g (91.2 mmol, 1.25 eq) Boc,O versetzt. Die
Mischung wurde {iber Nacht bei RT geriihrt. AnschlieBend wurde DMF i. V. entfernt und der
Riickstand mit CH,Cl, und einer 10%-igen Na,COs-Losung extrahiert. Die vereinten
organischen Phasen wurden mit H,O extrahiert. Die wéassrigen Phasen wurden danach mit
HCI angeséduert und mit Et,O extrahiert. Die vereinten Ether-Phasen wurden iiber Na;SOy4
getrocknet und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer i. V. entfernt. Der Riickstand
wurde mit n-Pentan gefillt und man erhielt 6.2 g (26.3 mmol, 36%) des gewiinschten

Produktes 62.

C12H14N04 237.25 g/mol

DC EtOAc; R¢=0.5

"H-NMR (400.0 MHz, CDCls, 25°C): 6 (ppm) = 10.05 (s, 1H, NH), 8.47 (d, J = 8.6 Hz, 1H,
ArH), 8.11 (d, J = 8.1 Hz, 1H, ArH), 7.57 (t, J= 9.1 Hz, 1H, ArH), 7.04 (t, J= 7.9 Hz, 1H,
ArH), 1.55 (s, 9H, ‘Bu);

BC-NMR (100.6 MHz, CDCls, 25°C): ¢ (ppm) = 170.8 (CO,H), 153.3 (NHCOOCH3), 142.8
(Cqar), 134.7 (CHyy), 131.9 (CHyp,), 121.3 (CHp), 118.8 (Cqar), 80.6 (C(CHs)3), 28.6

(C(CHa)s);

ESI-MS m/z: berechnet: 237.25; gefunden: 260.3 [M+Na]".
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12.2 Pentafluorophenylester 63

F
F F
0 0
@ OH CoF5OH, EDC ©\)ko F
- F
NHBoc CH,Cl, NHBoc
62 63

6.2 g (26.3 mmol, 1.0 eq) der Anthranilsdure 62 wurden in 60 mL CH,Cl, geldst und mit 5.1
g (27.6 mmol, 1.05 eq) Pentafluorophenol, gefolgt von 7.5 g (39.5 mmol, 1.5 eq) EDC
versetzt und 24 h bei RT geriihrt. Danach wurde die Mischung mit 80 mL H,O versetzt und
mit Et,0 extrahiert. Nach der Reinigung iiber Kieselgel (CH,Cl,/MeOH Gradient von
99.9:0.1 bis 95:5 (v/v)) wurden 6.5 g (16.3 mmol, 62 %) des gewiinschten Aktivesters 63

erhalten.
C13H14F5N04 403.3 g/mol
DC EtOAc/Hexan (1:1); R¢=0.8

"H-NMR (400.0 MHz, CDCls, 25°C): 6 (ppm) = 9.7 (s, 1H, NH), 8.55 (d, J = 8.0 Hz, 1H,
ArH), 8.24 (d, J = 8.0 Hz, 1H, ArH), 7.65 (t, J= 7.2 Hz, 1H, ArH), 7.11 (t, J= 7.8 Hz, 1H,
ArH), 1.51 (s, 9H, ‘Bu);

BC-NMR (100.6 MHz, CDCl;, 25°C): 6 (ppm) = 164.1 (COOPfp), 152.4 (NHCOO'Bu),
143.7 (Cqar), 136.5 (CHa,), 131.6 (CHa,), 121.4 (CHg,), 119.1 (CHy,), 110.9 (Cqa,), 81.0

(C(CHs)3), 28.1 (C(CH3)3);

F-NMR (376.5 MHz, CDCls, 25°C): 6 (ppm) = -153.6 (d, J= 19.4 Hz, 2F, CFy,), -158.7 (t,
J=22Hz, IF, CFxy), -163.4 (t, J= 20 Hz, 2F, CF,);

ESI-MS m/z: berechnet: 403.3; gefunden: 426.3 [M+Na]".
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12.3 Fluorophor 64

F
o F F O~ _OH
(0]
1. Fmoc-Lys(Boc)OH,TFA/DCM /\/\)\:
o F 2. NMM . dLH NHFmoc
F
NHBoc DMF NHBoc
63 64

7.50 g Fmoc-Lys(Boc)-OH (15.9 mmol, 1.0 eq) wurde in einer 1:1-Mischung aus
TFA/CH,Cl, gelost und 1 h bei RT geriihrt. Nach Entfernen des Losungsmittels wurde der
Riickstand mit Et,O ausgefillt und gewaschen. Der farblose Feststoff wurde in 30 mL DMF
geldst und mit 6.50 g (15.9 mmol, 1.0 eq) des Esters 63, gefolgt von 18 mL (159.0 mmol, 100
eq) NMM versetzt. Nach 2 h Riithren bei RT wurde die Mischung mit EtOAc versetzt und mit
H,O extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden anschliefend mit einer gesittigten
NaCl-Losung gewaschen und iiber Na,SO,4 getrocknet. Nach Entfernen des Losungsmittels i.
V. wurde der Riickstand in EtOH geldst und mit n-Pentan ausgefillt. Nach Filtration wurden
5.79 g (9.9 mmol, 62 %) eines farblosen Feststoffes 64 erhalten.

C33H37N307 587.66 g/mol

DC CH,Cl1,/MeOH (9:1); R¢= 0.3 (Ninhydrin)

"H-NMR (400.0 MHz, d¢-DMSO, 25°C): d (ppm) = 10.8 (s, 1H, NHBoc), 8.8 (brs, 1H, OH),
8.19 (d, J= 8.1 Hz, 1H, ArH, o-Carbonyl), 7.86 (d, J= 7.6 Hz, 2H, ArHpmoc), 7.68 (dd, J =20
Hz, 7.7 Hz, 3H, ArHgmoc), 7.40-7.36 (m, 3H, ArHpmoc), 7.29 (t, J = 7.2 Hz, 2H, ArH), 6.9 (t, J
=17.6 Hz, 1H, ArH), 6.7 (d, J=7.1 Hz, 1H, NH), 4.4 (brs, 3H, FmocCH, FmocCH,), 3.93 (t, J
=10.6 Hz, 1H, Lys-Ha), 3.23 (m, 2H, Lys-He), 1.74 (m, 1H, Lys-Hp), 1.69 (m, 1H, Lys-Hp),
1.59 (m, 2H, Lys-H5), 1.46 (s, 9H, ‘Bu), 1.38 (m, 2H, Lys-Hy);
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BC-NMR (100.6 MHz, CDCls, 25°C): & (ppm) = 173.9 (CO), 168.1 (CO), 156.1 (CO), 152.0
(CHay), 151.9 (Cqar), 151.3 (CHay), 150.9 (CHay), 150.1 (CHyy), 146.1 (Cqar), 143.8 (Cqa),
143.7 (Cqar), 140.6 (Cqar), 139.5 (Cqar), 127.5 (CHa,), 126.9 (CHy,), 125.2 (CHy,), 121.2
(CHa,), 120.0 (CHa,), 119.4 (CHa,), 81.4 (C(CHs)s), 73.5 (Fmoc-CH,), 54.8 (CHa), 46.5
(FmocCH), 31.8 (CHS), 30.8 (CHB), 28.5 (CHy), 28.3 (CHg), 27.9 (C(CHs)s);

ESI-MS m/z: berechnet: 587.66; gefunden: 610.0 [M+Na]", 626.0 [M+K]".

12.4 Fmoc-Schiitzung des Quenchers 66

o 0

O2N oH  Fmoc-Cl Na,COg - OZNWOH

HO NH, H,0, Dioxan HO NHFmoc
65 66

4.0 g (17.7 mmol, 1.0 eq) 3-Nitro-L-Tyrosin 65 wurde in 30 mL Dioxan und 60 mL einer
10%-igen Na,COs-Losung gelost und mit einer Losung, bestehend aus 5.0 g (19.5 mmol, 1.1
eq) Fmoc-Cl in 50 mL Dioxan versetzt. Nach 4 h Riihren bei RT wurde die Mischung mit
EtOAc versetzt und gegen eine 0.1 M HCI-Losung extrahiert. Die vereinten organischen
Phasen wurden mit einer gesittigten NaCl-Losung gewaschen und iiber Na,SO, getrocknet.
Nach Entfernen des Losungsmittels i. V. wurde der Riickstand in CH,Cl,/MeOH (9:1) gelost
und mit n-Pentan ausgefillt. Es wurden 5.31 g (11.8 mmol, 67 %) eines gelben Feststoffs

erhalten.
C24H20N207 448.42 g/l’l’lOl
DC CH,Cl,/MeOH (9:1); R¢g=0.3

"H-NMR (400.0 MHz, d¢-DMSO, 25 °C):  (ppm) = 7.86 (d, J = 7.0 Hz, 2H, ArHrmoc), 7.85
(d, J = 2.5 Hz, 1H, ArH), 7.73 (d, J = 8.6 Hz, 1H, ArH), 7.62 (dd, J = 7.3 Hz, 3.3 Hz, 2H,
ArHemoc), 7.45 (dd, J = 8.6 Hz, 2.0 Hz, 1H, ArHgmee), 7.40 (t, J = 7.6 Hz, 2H, ArHmeo), 7.27
(vq, J = 8.0 Hz, 2H, ArHrmec), 7.06 (d, J = 8.6 Hz, 1H, ArH), 4.22 (m, 4H, CHa, FmocCH,,
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FmocCH), 3.09 (dd, J = 14.1 Hz, 4.6 Hz, 1H, CHp), 2.85 (dd, J = 13.6 Hz, 10.6 Hz, 1H,
CHPp);

BC-NMR (100.6 MHz, CDCls, 25°C): & (ppm) = 173.0 (COOH), 155.9 (NHCO), 150.9
(CHa-OH), 143.7 (Cqar), 143.6 (Cqar), 140.6 (Cqar), 140.5 (Cqar), 136.2 (CHay), 136.1
(CHa,), 129.1 (CHa,), 127.5 (CHa,), 126.9 (CHa,), 125.4 (CHa,), 125.1 (CHy,), 120.0 (CHa,),
188.9 (CHyy), 65.6 (FmocCH,), 55.3 (CHa), 46.5 (FmocCH), 34.9 (CHB);

ESI-MS m/z: berechnet: 448.42; gefunden: 471.0 [M+Na]".
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13. Synthese der Fluorophor-Quencher Peptide

In diesen Tabellen sind die verwendeten Mengen der einzelnen Aminosduren und
Kopplungsreagenzien fiir alle in diesem Abschnitt 14 beschriebenen Peptide aufgefiihrt. Die
Abkiirzung F steht fiir Fluorophor, Q fiir Quencher. Fiir die Synthese des EDTA-Peptid, des
Lysin-Peptids, des Terpyridin-Peptids und des Referenzpeptides wurden 1.5 eq verwendet, fiir

die Synthese des Peptids 69 (EDTA am Ende) wurden 3.0 eq verwendet.

Substanz Eq n m \%
[mmol] | [mg] [mL]
1.5 ] 0.13 76.0
Fmoc-Fluorophor-OH 30| 026 151.0
N-a-Fmoc-N-g-Tetra(tert-butyl) | 1.5 | 0.13 118.0
EDTA-L-Lysine-OH 2.0 | 0.17 157.0
¢ 1.5 ] 0.13 49.0
Fmoc-L-Ser('Bu)-OH 30| 026 990
1.5 ] 0.13 38.0
Fmoc-Gly-OH 30| 026 | 770
Fmoc-L-Ala-OL 1.5 0.13 60.0
3.0 | 0.26 120.0
TentaGel
Fmoc-Quencher-OH 157 0.13 >8.0
3.0 | 0.26 120.0
. 1.5 0.13 60.0
Fmoc-L-Lysine(Boc)-OH 30 | 026 121.0
Fmoc-Ahx-OH 30| 0.26 91.0
Terpyridin Na-Salz 1.5] 0.13 48.0
HCTU 1.5 ] 0.13 53.0
HCTU 3.0 | 0.26 107.0
'"ProNEt 3 0.26 0.04
NEt; 100 | 8.6 1.2
Ac,0 50 4.3 0.41
Substanz Eq n m \%
[mmol] | [mg] [mL]
Fmoc-Fluorophor-OH 1.5 0.21 125.0
N-a-Fmoc-N-g-Tetra(tert-butyl)
EDTA-L-Lysine-OH 1.5 0.21 194.0
Fmoc-L-Ser(‘Bu)-OH 1.5 0.21 82.0
Fmoc-Gly-OH 1.5 0.21 63.0
Rink Fmoc-L-Ala-OH 1.5 0.21 70.0
Fmoc-Quencher-OH 1.5 0.21 95.0
Fmoc-L-Lysine(Boc)-OH 1.5 0.21 99.0
HCTU 1.5 0.21 88.0
'"ProNEt 3 0.43 0.07
NEt; 100 14.2 2.0
Ac,O 50 7.1 0.67
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13.1 EDTA-Peptid 3

HO  NO,

Qo

\
o H O H O H O H O
580 5 AP D AP W
H o H o = _H o >~ H o =
O coon
N =
HN ~—COOH HNL
N
O ( cooH O NH
COOH

Synthese auf TentaGel 67

Fiir die Synthese wurden 200.0 mg TentaGel Harz (0.09 mmol, 1.0 eq) verwendet und die
Aminosduren wurden nach Prozedur A2 gekuppelt, die Fmoc-Gruppe nach Prozedur B
entschiitzt, die freien Amine nach Prozedur C acetyliert und die Seitenkettenschutzgruppen

nach Prozedur D entschitzt.

Synthese auf Rink Amid Harz 3

Fiir die Synthese wurden 200.0 mg Rink Amid Harz (0.14 mmol, 1.0 eq) verwendet und die
Aminosduren wurden nach Prozedur A2 gekuppelt, die Fmoc-Gruppe nach Prozedur B
entschiitzt und die freien Amine nach Prozedur C acetyliert.

Anschliefend wurde das Peptid laut Prozedur E abgespalten und mit Hilfe von Et,O gefallt
und man erhielt 200.0 mg (quant.).

C54H77N15024 1319.53 g/mol

'H-NMR (600 MHz, d-DMSO0, 25°C): & (ppm) = 8.37 (m, 1H, NH\ ), 8.24 (m, 1H, NHry,),
8.07 (d, J=2.0 Hz, 1H, ArHy), 7.96 (d, J = 7.5 Hz, 1H, NHay), 7.93 (m, 1H, NHs,,), 7.84 (d,
J = 8.0 Hz, 1H, NH\), 7.68 (dd, J = 8.4 Hz, 2.0 Hz, 1H, ArHr), 7.48 (d, J = 6.9 Hz, 1H,
ArHy), 7.36 (d, J = 8.4 Hz, 1H, ArHy), 7.16 (m, 1H, ArHy), 7.04 (s, 1H, ArHy), 6.73 (d, ] =
8.1 Hz, 1H, ArHo), 4.56 (m, 1H, CHu. o), 4.35 (m, 1H, CHu. s;), 4.30 (m, 1H, CHa. a1,), 4.22
(m, 1H, CHu. ser), 4.14 (m, 2H, CHa 145), 4.11 (s, 2H, CH,), 3.80 (m, 2H, CH, NCH,COOH),
3.75 (m, 2H, NCH>,COOH), 3.61 (m, 2H, CHof ser), 3.57 (m, 2H, CH:B se), 3.54 (m, 2H,
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NCH,COOH), 3.51 (m, 2H, NCH,COOH), 3.45 (m, 1H, NCH,COOH), 3.18 (m, 2H, CHse
Lys), 3.12 (dd, J = 13.0 Hz, 4.0 Hz, 1H, CH:B o), 3.03 (m, 4H, CHae 145, CH, Giy), 2.85 (dd, J =
14.0 Hz, 10.0 Hz, 1H, CHB o), 2.30 (s, 3H, CH; ac), 1.69 (m, 2H, CHP 1,s), 1.50 (m, 4H,
CHB Lys, CH? 1y5), 1.41 (m, 2H, CHS 15), 1.29 (m, 4H, CHy 1), 1.21 (d, J = 7.0 Hz, 3H, CH;

Ala);

BC.NMR (150 MHz, d¢-DMSO, 25°C): 6 (ppm) = 176.6/176.3/173.6/173.4/172.5/172.2/
171.3/171.2/170.4/170.1/169.6/168.8/168.7/168.5/168.3 (CO), 141.6/140.9 (Cqa;), 135.2
(CHa,), 132.5 (Cqar), 131.5 (CHay), 128.8 (Cqar), 128.0 (CHay), 125.9 (CHyy), 124.8 (CHy,),
116.8 (CHa,), 116.6 (Cqar), 114.5 (CHyy), 61.7/61.6 (CHaP ser), 59.3 (CH), 55.1 (CHa ),
54.8 (CHu sor), 53.5 (NCH,COOH), 52.4 (CHu. ), 51.7/51.6 (CHa. 15), 50.4 (NCH,COOH),
48.1 (CHot an), 42.2 (CH,), 38.8/38.5 (CHae 1ys), 37.4 (CH, qy), 36.5 (CHaP o), 31.5/31.1
(CHa 1ys), 28.7/28.5 (CH,S 1ys), 22.9/22.8 (CHyy 1ys), 20.4 (CH; ac), 17.8 (CHs ap);

ESI-MS: m/z: berechnet: 1319.53; gefunden: 1319.77 [M]".

13.2 Lysin Peptid 72

HO  NO,

\ /
° ) o
)k p NQ&NWNQKNWNQKNWNQM\I%NHZ

ERRNL Y 1@

NH,
Reihenfolge: Ac-Q-Gly-Ser-Lys-Ala-Ser-Gly-F-Gly-NH;

Synthese auf TentaGel 68
Fiir die Synthese wurden 200.0 mg TentaGel Harz (0.09 mmol, 1.0 eq) verwendet und die

Aminosduren wurden nach Prozedur A2 gekuppelt, die Fmoc-Gruppe nach Prozedur B
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entschiitzt, die freien Amine nach Prozedur C acetyliert und die Seitenkettenschutzgruppen

nach Prozedur D entschiitzt.

Synthese auf Rink Amid Harz 72

Fiir die Synthese wurden 200.00 mg Rink Amid Harz (0.142 mmol, 1.0 eq) verwendet und die
Aminosduren wurden nach Prozedur A2 gekuppelt, die Fmoc-Gruppe nach Prozedur B
entschiitzt und die freien Amine nach Prozedur C acetyliert.

Anschlieend wurde das Peptid laut Prozedur E abgespalten und mit Hilfe von Et,O gefillt
und man erhielt 162.0 mg (quant.).

C45H66N14016AC 1058.48 g/mol

'H-NMR (500.1 MHz, d-DMSO, 25°C): & (ppm) = 8.39 (m, 1H, NHy), 8.28 (m, 1H,
NHry:), 8.23 (m, 1H, NHyj,), 8.15 (m, 1H, NHs,,), 8.10 (m, 1H, NH, ), 8.07 (d, J = 2.0 Hz,
1H, ArHy), 7.68 (dd, J = 8.4 Hz, 2.0 Hz, 1H, ArHy), 7.48 (d, J= 6.9 Hz, 1H, ArHy), 7.36 (d, J
=8.2 Hz, 1H, ArHy), 7.16 (m, 1H, AtHo), 7.04 (s, 1H, AtHr), 6.73 (d, J = 7.9 Hz, 1H, ArHy),
4.56 (m, 1H, CHu. @), 4.31 (m, 2H, CHO. ser, CHOL Al,), 4.24 (m, 3H, CHa. sor, CHat 1), 3.80-
3.60 (m, 8H, CHoP sery, CH Giy), 3.16 (m, 2H, CHye 1), 3.12 (m, 1H, CHoP o), 2.98 (m, 1H,
CH,B o) 2.75 (m, 2H, CHsg 1), 2.30 (s, 3H, CHj ac), 1.69 (m, 2H, CHP L), 1.50 (m, 6H,
CHB Lys, CHS 1ys), 1.32 (m, 4H, CHy 1), 1.21 (d, J = 7.0 Hz, 3H, CH; aw);

BC-NMR (125.8 MHz, de-DMSO, 25°C): ¢ (ppm) = 172.6/172.2/171.7/171.1/170.8/170.3/
170.0/168.9/168.5/168.4 (CO), 141.6/140.9 (Cqar), 137.6 (CHa,), 136.2 (Cqar), 131.5 (CHay),
130.7 (Cqar), 128.0 (CHar), 125.9 (CHyy), 124.8 (CHa,), 118.8 (CHay), 117.0 (Cqar), 114.7
(CHay), 61.7/61.6 (CH2P ser), 55.1 (CHa. ser), 53.6 (CHa ser), 52.8 (CHa @), 52.2/52.1 (CHa
Lys), 48.1 (CHO al), 42.0/41.7 (CHae 1ys), 38.7 (CHa Giy), 35.7 (CHaP @), 31.5/30.7 (CH, 1Lys),
28.7/28.3 (CHS 1y5), 22.9/22.3 (CHay 1s), 20.5 (CH3 ac), 17.8 (CH3 aL);

ESI-MS: m/z: berechnet: 1058.48; gefunden: 1101.0 [M+Ac]” (Quencher
ebenfalls acetyliert).
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13.3 EDTA-Peptid 69
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Synthese auf TentaGel
Fiir die Synthese wurden 200.0 mg TentaGel Harz (0.09 mmol, 1.0 eq) verwendet und die
Aminosduren wurden nach Prozedur A2 gekuppelt, die Fmoc-Gruppe nach Prozedur B

entschiitzt, die freien Amine nach Prozedur C acetyliert und die Seitenkettenschutzgruppen

nach Prozedur D entschitzt.

13.4 Terpyridin Peptid 70

o)
Q*Gly*Ser*Lys—AIa—Ser*GIy*F%
HN

Q

Synthese auf TentaGel
Fiir die Synthese wurden 200.0 mg TentaGel Harz (0.09 mmol, 1.0 eq) verwendet und die
Aminosduren wurden nach Prozedur A2 gekuppelt, die Fmoc-Gruppe nach Prozedur B

entschiitzt und die Seitenkettenschutzgruppen nach Prozedur D entschiitzt.
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13.5 Referenz-Peptid 71

TN%NW N%NwNﬁ o

/
ﬁCOOH Wﬁ
HNY( e Y@

COOH
COOH

Synthese auf TentaGel

Fiir die Synthese wurden 200.0 mg TentaGel Harz (0.09 mmol, 1.0 eq) verwendet und die
Aminosduren wurden nach Prozedur A2 gekuppelt, die Fmoc-Gruppe nach Prozedur B
entschiitzt, die freien Amine nach Prozedur C acetyliert und die Seitenkettenschutzgruppen

nach Prozedur D entschitzt.
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14. Synthese des proteolytischen Rezeptors 4

14.1 Synthese des Diketopiperazin Templates 84

14.1.1 N-Boc-trans-y-hydroxy-L-Prolin Methylester 77

HO,

, o 1) Cs,CO3, H,0/MeOH HO, o
m 2) Mel, DMF m
N  OH N  OCH
Boc quant. Boc 3
77 78

20.00 g (86.54 mmol, 1.0 eq) N-Boc-trans-y-hydroxy-L-Prolin 77 wurden in 100 ml MeOH
geldst und mit einer Losung aus 15.50 g (47.58 mmol, 0.55 eq) Cs,CO; in 20 ml Wasser
versetzt. Nach 60 min. wurde das Losungsmittel 1. V. entfernt und der 6lige Riickstand mit
Toluol (5 x 100 mL) coevaporiert. AnschlieBend wurde der weifle Festkorper in 60 ml DMF
gelost und mit 11.00 ml (172.93 mmol, 2.0 eq) Methyliodid versetzt. Nach einstiindigem
Riihren bei RT wurden 100 ml Diethylether und 150 ml H,O zugegeben. Die wissrige Phase
wurde mit ges. NaCl-Losung und Et,O extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden
iiber Na,SO4 getrocknet und das Losungsmittel i. V. entfernt. Man erhielt den Methylester 78
quantitativ als farblosen Feststoff. Die NMR-Spektren zeigten eine s-cis / s-trans Isomerie im

Verhiltnis 1:2 beziiglich des tertidren Amids und des Carbamats.
C11H19N05 245.13 g/mol
DC Pentan / EtOAc (1:1); Rg: 0.36 (Ninhydrin)

'H-NMR (400.0 MHz, CDCls, 25°C): §(ppm) = 8.0 (s, 1H, OH), 4.43 (m, 2H, CHomajor minor,
CHYmajor+minor), 3.71 (S, 3H9 OCH3 major+min0r)a 3.53 (1’1’1, 2H, CHBmajorerinor, CHS’majoﬁminor), 2.29
(1’1’1, lHa CHBmajor+minor), 2.05 (1’1’1, lHa CHB’majoﬁminor)a 1.44 (Sa 9H, tBu minor)a 1.39 (Sa 9H, tBu

maj or);

BC-NMR (100.6 MHz, CDCls, 25°C): Major:  (ppm) = 173.6 (CO,CH3), 153.9 (COgoc),
80.3 (C(CHs)3), 69.3 (CHy), 57.9 (CHa), 54.6 (CH,8), 52.0 (CO,CH3), 39.0 (CH,p), 28.2
(C(CH3)3);



Experimenteller Teil 199

Minor: 6 (ppm) = 173.4 (COCH3), 154.5 (COgoc), 80.2 (C(CHs)), 70.0 (CHy), 57.4 (CHa),
54.7 (CH»9), 52.2 (CO,CHs), 38.4 (CH,B), 28.3 (C(CHs));

ESI-MS m/z: berechnet: 245.13; gefunden: 268.1 [M+Na]".

14.1.2 N-Boc-trans-y-azido-L-Prolin Methylester 79

1) PPh3, MSA, DIAD, Et3N, Tolual
HO,,_EHO 2) NaN3, DMF N3/.EHO
N OCHj3 N OCHj,
Boc Boc
78 79

28.98 g (114.35 mmol, 1.8 eq) PPh; wurden in absolutem Toluol gelost und mit 4.94 mL
(76.20 mmol, 1.2 eq) Methansulfonsdure und 3.53 mL (25.41 mmol, 0.4 eq) Et;N versetzt,
gefolgt von 15.58 g (63.56 mmol, 1.0 eq) N-Boc-trans-y-hydroxy-L-Prolinmethylester.
Nachdem eine klare Lésung entstanden war, wurden 24.60 mL (127.06 mmol, 1.0 eq) DIAD
zugegeben und die Mischung wurde 3 h bei 70°C geriihrt. AnschlieBend wurde die Mischung
einer gesittigten NaHCOs-Losung (3 x 250 mL) gewaschen und die wiéssrigen Phasen mit
CH)Cl, (3 x 300 mL) extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden iiber Na;SOj4
getrocknet und das Losungsmittel i. V. entfernt. Das gelbe Ol wurde in 150 mL DMF geldst,
mit 19.86 g (304.95 mmol, 4.8 eq) NaN; versetzt und 16 h bei 80°C geriihrt. Das
Losungsmittel wurde i. V. entfernt, der Riickstand in 200 mL Et,O geldst und mit 200 mL
ges. NaHCO; Losung gewaschen. Die wissrigen Phasen wurden mit Et,O extrahiert, die
vereinten organischen Phasen liber Na,SO,4 getrocknet und das Losungsmittel 1. V. entfernt.
Der Riickstand wurde mit Pentan versetzt und das entstandene O=PPh; wurde abfiltriert. Zur
Reinigung wurde iiber Kieselgel gesdult (Pentan: EtOAc (4:1)) und man erhielt 17.56 g
(64.96 mmol, 74%) von Verbindung 79. Die NMR-Spektren zeigten eine s-cis / s-trans

Isomerie im Verhiltnis 2:3 beziiglich des tertidren Amids und des Carbamats.

C11H13N404 270.13 g/l’l’lOl

DC Pentan / EtOAc (4:1); Rg: 0.65 (Ninhydrin)
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"H-NMR (400.0 MHz, CDCl3, 25°C): d(ppm) = 4.38 (t, J = 7.6 Hz, 1H, CHominor), 4.29 (t, J =
7.6 Hz, 1H, CHomajor), 4.17 (m, TH, CHYmajorrminor)s 3.71 (3, 3H, OCH3 majorrminor)» 3.66 (m, 1H,
CHmajortminor)s 3.50 (m, 1 H, CHS majorrminor)s 2.29 (m, 1H, CHPBmgjorrminor)s 2.15 (m, 1H,
CHB’ major+minor)s 1.44 (s, 9H, Buminor), 1.39 (s, 9H, Bumajor);

BC-NMR (100.6 MHz, CDCls, 25°C): Major:  (ppm) = 172.9 (CO,CH3), 153.0 (COgoc),
80.1 (C(CHs)3), 58.5 (CHy), 57.4 (CHa), 51.8 (CH,8), 50.9 (CO,CH3), 35.9 (CH,p), 27.9
(C(CHa)3);

Minor: 6 (ppm) = 172.4 (COCH3), 153.7 (COg.y.), 80.0 (C(CHs)3), 59.0 (CHy), 57.1 (CHa),
52.0 (CH29), 51.1 (CO,CH3), 35.0 (CH2pB), 28.0 (C(CH3)3);

ESI-MS m/z: berechnet: 270.13; gefunden: 293.0 [M+Na]".

14.1.3 TFA-trans-y-azido-L-Prolin Methylester 80

N3/ mo TFA N3/ mo
N oc OCH3 CH,Cl, N + OCHjs
"O,CCF;5
79 80

8.53 g (31.56 mmol, 1.0 eq) N-Boc-trans-y-azido-L-Prolin Methylester wurden in einer 1:3
Mischung aus TFA/ CH,Cl, (v/v) gelost und die Mischung wurde 2 h bei RT geriihrt. Danach
wurden TFA und CH,Cl, 1. V. entfernt und der Riickstand mit Et,O gewaschen. 8.96 g (31.56

mmol, quant.) von Verbindung 80 wurden erhalten.
C8H11F3N404 284.01 g/l’l’lOl
"H-NMR (400.0 MHz, CDCl;, 25°C): d(ppm) = 4.56 (dd, J = 10.6 Hz, 7.6 Hz, 1H, CHa),

4.51 (m, 1H, CHy), 3.82 (s, 3H, CO.CH3), 3.76 (dd, J = 12.6 Hz, 5.6 Hz, 1H, CH?), 3.47 (d,
J=13.2Hz, 1H, CH3"), 2.49 (m, 1H, CHP), 2.38 (m, 1H, CHB);
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BC-NMR (100.6 MHz, CDCls, 25°C): d (ppm) = 168.4 (CO,CHj3), 59.4 (CHy), 53.7 (CHa),
50.7 (CH,9), 34.6 (CH,p);

ESI-MS m/z: berechnet: 284.01; gefunden: 171.0 [M-TFA]".

14.1.4 N-Boc-trans-y-azido-L-Prolin Pentafluorophenylester 81

1) NaOH, THF/MeOH/H,O

N3"-m0 2) C4FsOH, EDC, CH.Cl, Na ':mo
N OCH N OCgF
Boc 3 Boc ors
79 81

8.78 g (32.50 mmol, 1.0 eq) N-Boc-trans-y-azido-L-Prolin Methylester wurden in 200 mL
einer 1:1 Mischung aus THF / MeOH (v/v) gelost, mit 1.90 g (48.72 mmol, 1.5 eq) NaOH in
10 mL H,O versetzt und 2 h bei RT geriihrt. AnschlieBend wurde die Mischung mit 1 M HCI
auf pH 3.0 angesduert und mit EtOAc (3 x 150 mL) extrahiert. Die vereinten organischen
Phasen wurden mit geséttigter NaCl-Losung gewaschen, iiber Na;SO4 getrocknet und das
Losungsmittel i. V. entfernt. Das gelbliche Ol wurde in 50 mL CH,Cl, gelost und mit 5.97 g
(32.48 mmol, 1.0 eq) Pentafluorophenol und 9.33 g (48.72 mmol, 1.5 eq) EDC versetzt. Die
Mischung wurde 2 h geriihrt, mit 200 mL H,O versetzt und mit EtOAc (3 x 100 mL)
extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden iiber Na,SOs getrocknet und das
Losungsmittel 1. V. entfernt. Man erhielt 10.10 g (24.04 mmol, 74%) des
Pentafluorophenylesters als weilen Feststoff. Die NMR-Spektren zeigten eine s-cis / s-trans

Isomerie im Verhiltnis 1:2 beziiglich des tertidren Amids und des Carbamats.

C16H15F5N404 42231 g/l’l’lOl

DC Pentan / EtOAc (5:1); Rg: 0.7 (Ninhydrin)
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"H-NMR (400.0 MHz, CDCls, 25°C): 6(ppm) = 4.72 (m, 1H, CHominorsminor), 4.26 (m, 1H,
CHYmajor+minor), 3.72 (ma IH, CHBmajoﬁminor, CHB’major), 3.56 (ma IH, C]—IB’minor)a 2.55 (ma lH,
CHBmaj0r+min0r)a 238 (m: lH, CHB’major-%—minor)a 148 (Sa 9H7 tBuminor)a 146 (Sa 9H7 tBumaljor);

BC-NMR (100.6 MHz, CDCls, 25°C): Major: 6 (ppm) = 168.5 (CO,C¢Fs), 153.3 (COgoc),
82.0 (C(CHs)3), 58.6 (CHy), 57.3 (CHa), 51.3 (CH,8), 36.7 (CH,), 28.0 (C(CHs)s);
Minor: J (ppm) = 168.3 (CO,C¢Fs), 153.9 (COgoc), 81.5 (C(CHs)3), 59.3 (CHy), 57.2 (CHa),

51.4 (CH,0), 35.4 (CH,P), 28.2 (C(CH3)3);

ESI-MS m/z: berechnet: 422.31; gefunden: 445.0 [M+Na]".

14.1.5 N-Boc-(trans-y-azido-L-Pro), OCH; 82

N3’1,mo
— Na
N+ OCH, :
Ha ( 2
80 -02CCF3
(0]
CHCl» H''—NHBoc
| 3
N OCgF
Boc s
81 82

7.30 g (25.69 mmol, 1.0 eq) des TFA-Salzes 80 wurden in 30 mL CH,Cl, geldst und mit
14.79 mL (89.55 mmol, 3.5 eq) "Pr,NEt, gefolgt von 10.85 g (25.69 mmol, 1.0 eq) Pfp-Ester
81 in 30 mL CH,Cl, versetzt. Die Losung wurde mit Hilfe eines N,-Stromes eingeengt und
der Riickstand 24 h geriihrt. Anschlieend wurde der Riickstand mit 1 M HCI auf pH 3.0
angesduert und mit 250 mL H,O versetzt. Die wissrige Phase wurde mit EtOAc (4 x 100 mL)
extrahiert, die vereinten organischen Phasen wurden mit NaCl gewaschen, iiber Na,SO4
getrocknet und das Losungsmittel i. V. entfernt. Zur Reinigung wurde liber Kieselgel gesault
(CH,Cl,/MeOH Gradient von 99.5:0.5 bis 95:5 (v/v)) und man erhielt 7.74 g (18.96 mmol,
74%) von Verbindung 82 als weillen Feststoff.
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C16H24N305 408.41 g/l’l’lOl
DC CH,Cl,/MeOH (9:1); R¢: 0.6 (Ninhydrin)

IH-NMR (400.0 MHz, CDCls, 25°C): (ppm) = 4.98 (dt, J = 12.6 Hz, 6.1 Hz, 1H,
CHYmajor), 4.59 (m, 2H, CHoumajor), 4.48 (t, J = 7.1 Hz, 1H, CHouminor), 4.37 (m, 1H, CHominor),
4.28 (m, 2H, CHYmajor+minor), 4.24 (m, 1H, CHYminor), 3.83 (m, 2H, CH8major+minor»)> 3.75 (s, 3H,
CO2CH3 minor)s 3.74 (s, 3H, CO2CH3 major), 3.63 (m, 2H, CHO majortminor,), 2.24 (m, 4H,
CHP’ major+minor» CHPmajor+minor)> 1.45 (s, 9H, Bumajor), 1.42 (s, 9H, Buminor);

BCNMR (100.6 MHz, CDCls, 25°C): & (ppm) = 171.9/171.8/170.9/170.8 (CO2CHs minors
majors CE€ major+minor)s 153.9/153.1 (COBoc major+minor)s 80.8 (C(CH3)3minor), 80.7 (C(CH3)3 major)s
59.7/ 59.5/59.3/58.9 (CHG. majorsminor)s 57.7/57.6/56.3/56.0 (CHY majoreminor)s 52.6/52.5 (CHa3
major+minor, CH20 major+minor), 31.6/51.5/51.3 (COCH3), 35.6/34.8/34.1 (CH2B major+minor), 28.3
(C(CH3)3 major), 28.2 (C(CH3)3 minor);

ESI-MS m/z: berechnet: 408.41; gefunden: 431.0 [M+Na]".

14.1.6 Cyclo-(trans-y-azido-L-Pro), 83

N3 N3
( 7 1) TFA, CHC,
N—{=CO,CHj3 2) ProNEt, THF N— ''H
o) o) 0
HF—NHBoc H—N
Ng N
82 83

7.74 g (18.95 mmol, 1.0 eq) von Verbindung 82 wurden in 80 mL einer 1:3 Mischung aus
TFA/CH,Cl, (v/v) geldst und 1.5 h bei RT geriihrt. Danach wurden TFA und CH,Cl; i. V.
entfernt und der Riickstand mit Et,0O gewaschen. Anschlieend wurde der Riickstand in THF
gelost, mit 6.73 mL (37.86 mmol, 2.0 eq) ProNEt versetzt und 48 h bei RT geriihrt. Die
Mischung wurde mit 150 mL H,O versetzt und CH,Cl, (3 x 150 mL) extrahiert. Die vereinten
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organischen Phasen wurden mit NaCl-Losung gewaschen, iiber Na,SO,4 getrocknet und das
Losungsmittel i. V. entfernt. Zur Reinigung wurde iiber Kieselgel gesdult (CH>Cl,/MeOH
Gradient von 99.5:0.5 bis 98:2 (v/v)) und man erhielt 2.95 g (10.67 mmol, 56%) von
Verbindung 83 als weillen Feststoff.

C16H24N305 276.25 g/mol

DC CH,Cl1,/MeOH (9:1); R¢: 0.7 (Ninhydrin)

"H-NMR (400.0 MHz, CDCls;, 25°C): d(ppm) = 4.47 (dd, J = 10.6 Hz, 6.6 Hz, 1H,
CHa), 4.36 (m, 2H, CHy), 3.71 (dd, J = 12.6 Hz, 4.6 Hz, 2H, CH)), 3.62 (m, 2H, CHY"), 2.45

(dd, J=13.6 Hz, 6.6 Hz 2H, CH), 2.30 (ddd, J = 14.1 Hz, 10.1 Hz, 5.0 Hz, 2H, CHB");

BC-NMR (100.6 MHz, CDCls, 25°C): § (ppm) = 165.7 (CO; Cg), 58.7 (CHa), 58.6 (CHy)
50.8 (CH,9), 33.9 (CH,p).

14.1.7 Cyclo-(trans-y-amino-L-Pro), HCI 84

Pd/C, Hy, HCI

MeOH H

1.20 g (4.35 mmol, 1.0 eq) von Verbindung 83 wurden in 15 mL MeOH gel6st, mit 0.12 g (10
Gew%) Pd/C und 0.35 mL (4.35 mmol, 1.0 eq) 12 M HCI versetzt und 18 h unter H,
Atmosphére bei 3 bar geschiittelt. Nach Filtrieren {iber Celite wurde das Losungsmittel i. V.

entfernt und man erhielt 1.26 g (4.35 mmol, quant.) von Verbindung 84 als weillen Feststoff.

C10H13C12N402 297.18 g/l’l’lOl
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"H-NMR (400.0 MHz, CDCl;, 25°C): d(ppm) = 8.52 (s, 6H, NH;'CI"), 3.84 (s, 2H, CHa),
3.67 (m, 4H, CH9), 3.47 (d, J=12.8 Hz, 2H, CHy), 2.41 (s, 4H, CHB, CHB');

BC-NMR (100.6 MHz, CDCls, 25°C): 6 (ppm) = 165.2 (CO; Ce), 57.8 (CHa), 48.5 (CHy)
47.9 (CH,8), 31.1 (CH2p);

ESI-MS m/z: berechnet: 297.18; gefunden: 225.0 [M-2HCI]".

14.2 Synthese des Tyrosin-Dispersrot-Farbstoffes 87

14.2.1 N-Boc-L-Tyr(DR)-OCH; 86

OH O-DR

DR-OH, PPhg, DIAD _

OCH Toluol
3 BocHN OCH,

g5 © © g6

BocHN
DR-OH: —\ ,'N@NOZ

/_/N—< )—N

HO 5

10.00 g (33.97 mmol, 1.0 eq) N-Boc-L-Tyr-OCHs, 10.68 g (33.97 mmol, 1.0 eq) Dispersrot 5
(DR-OH) und 8.91 g (33.97 mmol, 1.0 eq) PPh; wurden in 680 mL Toluol gelost und mit
8.50 mL (43.88 mmol, 1.3 eq) DIAD versetzt. Die Mischung wurde 12 h bei RT geriihrt und
anschliefend wurde das Losungsmittel i. V. entfernt. Zur Reinigung wurde iiber Kieselgel
gesdult (CH,Cly/Aceton (98:2)) und man erhielt 8.11 g (13.07 mmol, 41%) von Verbindung
86 als roten Feststoff.

C16H24N305 591.65 g/mol

DC Aceton/CH,Cl; (98:2); R¢: 0.65
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"TH-NMR (400.0 MHz, CDCl;, 25°C): é(ppm) = 8.32 (dt, J = 8.8 Hz, 2.8 Hz, 2H,
ArHpg), 7.92 (d, J = 9.1 Hz, 2H, ArHpg), 7.90 (d, J = 9.0 Hz, 2H, ArHpg), 7.02 (d, J = 8.4
Hz, 2H, ArHryy), 6.81 (m, 4H, ArHpr, ArHry), 4.95 (brd, J = 8.0 Hz, 1H, NHg,c), 4.53 (dd, J
=13.7 Hz, 6.1 Hz, 1H, CHa), 4.16 (t, J = 6.1 Hz, 2H, N-CH,CH>-O-pr), 3.84 (t, J = 5.9 Hz,
2H, N-CH,CH,-O-pg), 3.70 (s, 3H, CO,CHs), 3.61 (q, J = 7.1 Hz, 2H, N-CH,CHjs pg), 3.05
(dd, J = 14.2 Hz, 6.2 Hz, 1H, CHP), 3.02 (dd, J = 14.0 Hz, 6.0 Hz, 1H, CHB’), 1.41 (s, 9H,
‘Bu), 1.29 (t, J = 7.0 Hz, 3H, N-CH,CHs pr);

BC-NMR (100.6 MHz, CDCLs, 25°C): d (ppm) = 172.3 (CO,CH;), 156.8/151.2/147.4/143.7/
128.6 (Cqar pr/1yr), 130.4/126.3/124.7/122.6/114.5/111.4 (CHar prrtyr), 79.9 (C(CHs)s), 65.3
(N-CH,CH»-O-pr), 54.5 (CHa), 52.2 (CO,CH3), 49.9 (N-CH,CH,-O-pR), 46.2 (N-CH,CH;
br), 37.5 (CH,B), 28.3 (C(CHs)s), 12.3 (N-CH,CHs pr);

ESI-MS m/z: berechnet: 591.65; gefunden: 592.0 [M+H]".

14.2.2 N-Boc-L-Tyr(DR)-OH 87

O-DR O-DR

NaOH

>

THF/ H,0/ MeOH
BocHN OCHs 2 BocHN OH

86 87

7.95 g (13.44 mmol, 1.0 eq) N-Boc-L-Tyr(dye)-Methylester wurden in 50 mL einer 1:1
Mischung aus THF/MeOH (v/v) geldst, mit 0.96 g (24.20 mmol, 1.8 eq) NaOH gelost in 6
mL H,O versetzt und 12 h bei RT geriihrt. Die Reaktionsmischung wurde anschliefend mit
1 M HCI auf pH 3.0 angesduert und mit CH,Cl, (3 x 200 mL) extrahiert. Die vereinten
organischen Phasen wurden mit ges. NaCl-Losung gewaschen, {iber Na,SO4 getrocknet. Nach
Entfernen des Losungsmittels i. V. erhielt man 7.54 g (13.05 mmol, quant.) eines roten

Feststoffes.

C16H24N305 577.63 g/mol
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DC CH,CIl,/MeOH (9:1); R¢: 0.39

"H-NMR (400.0 MHz, CDCl;, 25°C): d(ppm) = 8.32 (dt, J = 8.8 Hz, 2.0 Hz, 2H, ArHpg),
7.92 (d, J = 9.1 Hz, 2H, ArHpg), 7.90 (d, J = 8.4 Hz, 2H, ArHpg), 7.09 (d, J = 8.7 Hz, 2H,
ArHry,), 6.81 (m, 4H, ArHpg, ArHry,), 4.90 (brd, J = 8.0 Hz, 1H, NHg,,), 4.53 (m, 1H, CHo),
4.16 (t, J = 5.6 Hz, 2H, N-CH,CH,-O-pR), 3.84 (t, J = 5.4 Hz, 2H, N-CH,CH,-O-pR), 3.60 (q,
J=17.1 Hz, 2H, N-CH,CHj3 pr), 3.11 (dd, J = 14.1 Hz, 5.6 Hz, 1H, CHB), 3.02 (dd, J = 14.1
Hz, 5.4 Hz, 1H, CHP’), 1.41 (s, 9H, 'Bu), 1.28 (t, J= 7.0 Hz, 3H, N-CH,CHj3 pR);

BC-NMR (100.6 MHz, CDCls, 25°C): 6 (ppm) = 167.1 (CO,H), 157.6 (COgoc), 156.8/
151.2/147.4/143.7 (Cqar prryr), 130.5/126.3/124.7/122.6/114.5/111.4 (CHar prrtyr), 80.3
(C(CHs)3), 65.3 (N-CH,CH,-O-pg), 54.5 (CHa), 49.8 (N-CH,CH,-O-pR), 46.1 (N-CH,CH;
pr), 37.0 (CH2P), 28.3 (C(CH3)3), 12.3 (N-CH,CH3 pr);

ESI-MS m/z: berechnet: 577.63; gefunden: 578.0 [M+H]".
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14.3 Synthese des Rezeptors 4

HOZC\\ o ’
N _ N,
_/ L-Asp—L-Asp—L-Tyr(DR)” 7,
HO,C N
r G
HOZC j N H

CO,H e} 0
H>—N

(0]
Hozc/\)N/\Hk L-Asp—L-Asp—L-Tyr(DR)~p"
N H
[

HO,C
HO,C CO,H

14.3.1 Synthese von 89

NHz*CI- H
= Boc—L-Tyr(DR)”
N—{+H i N—{rH
o 0 HCTU, ProNEt o 0
Hen N DMF, CH2C|2 Hemnt N

Boc—L-Tyr(DR)~y"

Zm
I
w
+
o
T

0.30 g (1.33 mmol, 1.0 eq) von Verbindung 84 wurden in 7 mL einer 5:2 Mischung aus
CH,CIl,/DMF (v/v) geldst und mit einer Losung aus 3.07 g (5.32 mmol, 4.0 eq) N-Boc-L-
Tyr(dye)-OH, 2.20 g (5.32 mmol, 4.0 eq) HCTU und 0.91 mL (5.32 mmol, 4.0 eq) "Pr,NEt in
7 mL einer 5:2 Mischung aus CH,Cl,/DMF (v/v) versetzt und 1 h bei RT geriihrt. Die
Mischung wurde mit 0.1 M Phosphat-Puffer (pH 5.5) (3 x 100 mL) und CH,Cl, extrahiert.
Die organischen Phasen wurden mit 0.5 M NaOH extrahiert, mit ges. NaCl-Losung
gewaschen, iiber Na,SO4 getrocknet und das Losungsmittel i. V. entfernt. Zur Reinigung
wurde iiber Kieselgel gesault (CH,Cl,/MeOH Gradient von 99.5:0.5 bis 98:2 (v/v)) und man
erhielt 1.45 g (1.07 mmol, 81%) eines roten Feststoffes.

C70H82N14014 1343.49 g/mol

DC CH,CIl,/MeOH (9:1); R¢: 0.54
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"H-NMR (400.0 MHz, CDCls, 25°C): &(ppm) = 8.30 (d, J = 9.1 Hz, 4H, ArHpg), 7.90 (m,
8H, ArHpg), 7.11 (d, J = 8.3 Hz, 4H, ArHry,), 6.81 (m, 8H, ArHpg, ArHry), 5.49 (br s, 2H,
NHgoo), 4.32 (m, 2H, CHoryy), 4.16 (m, 8H, N-CH,CH,-O-pr, CHo, CHy), 3.82 (1, J = 5.3 Hz,
4H, N-CH,CH,-O-py), 3.76 (m, 2H, CH3), 3.60 (q, J = 7.0 Hz, 4H, N-CH,CH; p), 3.40 (dd,
J=12.7, 1.9 Hz, 2H, CH8"), 2.92 (m, 4H, CHPryr, CHP 1yr), 2.26/2.02 (m, 4H, CHB, CHP’),
1.38 (s, 18H, ‘Bu), 1.27 (t, J= 7.0 Hz, 9H, N-CH,CHs pr);

BC-NMR (100.6 MHz, CDCl3, 25°C): J (ppm) = 171.3 (COry,), 165.9 (CO), 157.4 (COgoc),
156.7/151.3/147.3/143.6/128.1 (Cqar prryr), 130.4/124.6/122.5/114.4/111.4 (CHar pr/TyY)S
65.3 (N-CH,CH,-O-pg), 58.4 (CHa, CHary), 50.9 (CH28, CH8”), 49.7 (N-CH,CH,-O-pR),
47.2 (CHy), 46.0 (N-CH,CHs pr), 37.9 (CHaBryr, CHoP’1yr), 33.5 (CH,p, CH2pB’), 28.1 (‘Bu),
12.4 (N-CH2CHj; pr);

ESI-MS m/z: berechnet: 1343.49; gefunden: 1343.0 [M]".

14.3.2 Kupplung der Rezeptorarme

14.3.2.1 Erste Kupplung

1.00 g (0.74 mmol, 1.0 eq) von Verbindung 88 wurden in 5 mL MeOH geldst und mit 20 mL
4 M HCI in Dioxan versetzt. Die Mischung wurde 1 h bei RT geriihrt und anschlieend
wurden alle Reagenzien 1. V. entfernt. Der Riickstand wurde mit Et,O gefillt, mit Et,O
gewaschen und man erhielt das HCI-Salz von Verbindung 88 als roten Feststoff. Das Salz
wurde in 5 mL abs. CH,Cl, gel6st, mit 1.22 g (2.96 mmol, 4.0 eq) HCTU, 1.22 g (1.63 mmol,
4.0 eq) Fmoc-L-Asp(O'Bu) und 0.26 mL (1.48 mmol, 2.0 eq) "Pr,NEt versetzt und 5 h bei RT
geriihrt. Anschlieend wurde die Mischung mit 0.1 M Na-Phosphat-Puffer (pH 5.5) und
CH,Cl, extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden mit ges. NaCl-Losung
gewaschen, iiber Na,SO4 getrocknet und das Losungsmittel i. V. entfernt. Zur Reinigung
wurde liber Kieselgel gesédult (CH,Cl,/ MeOH Gradient von 99.5:0.5 bis 97:3 (v/v)) und man
erhielt 432 mg (0.22 mmol, 30%) vom DKP-Precursor versehen mit Fmoc geschiitztem L-

Asp.
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C106H112N16020 1930.12 g/mol
DC CH,Cl1,/MeOH (95:5); Re: 0.62
MALDI-ToF m/z: berechnet: 1930.12; gefunden: 1930.0 [M]".

14.3.2.2  Zweite Kupplung

432.00 mg (0.22 mmol, 1.0 eq) des Fmoc geschiitzten Precursors wurden in 5 mL CH,Cl,
gelost und mit 1.77 mL (11.85 mmol, 50 eq) TAEA versetzt. Die Mischung wurde 1.5 h bei
RT gerilihrt und anschlieBend mit 0.1 M Na-Phosphat-Puffer (pH 5.5) (2 x 100 mL) und
CH,Cl, extrahiert und die organischen Phasen wurden mit einer ges. NaCl-Losung
gewaschen. Alle wéssrigen Phasen wurden erneut mit CH,Cl, extrahiert. Die organischen
Phasen wurden vereint, iiber Na,SO4 getrocknet und das Lésungsmittel i. V. entfernt. Der
Riickstand wurde in 5 mL abs. CH,Cl, gel6st und mit einer Lésung aus 0.42 g (0.94 mmol,
4.0 eq) HCTU, 0.35 g (0.84 mmol, 4.0 eq) Fmoc-L-Asp(O'Bu) und 0.16 mL (0.94 mmol, 4.0
eq) 'Pr,NEt in einer 3:2-Mischung aus CH,Cl,/DMF (v/v) versetzt und 1.5 h bei RT geriihrt.
Anschlieend wurde die Mischung mit 0.1 M Na-Phosphat-Puffer (pH 5.5) (2 x 100 mL) und
CH,Cl, extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden mit ges. NaCl-Losung
gewaschen, iiber Na,SO4 getrocknet und das Losungsmittel i. V. entfernt. Zur Reinigung
wurde liber Kieselgel geséult (CH,Cl,/ MeOH Gradient von 99.5:0.5 bis 97:3 (v/v)) und man

erhielt 263.40 mg (0.11 mmol, 51%) vom DKP-Precursor versehen mit zwei Aspartaten.

C122H133N18026 2272.51 g/mol

DC CH,Cl,/MeOH (9:1); R¢: 0.77

MALDI-ToF m/z: berechnet: 2272.51; gefunden: 2297.0 [M+Na]".
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14.3.2.3 Dritte Kupplung

57.90 mg (0.03 mmol, 1.0 eq) des Fmoc geschiitzten Precursors wurden in 5 mL DMF gelost
und mit 0.08 mL (0.75 mmol, 30 eq) DEA versetzt. Die Mischung wurde 1 h bei RT gertihrt,
das Losungsmittel i. V. entfernt und der Riickstand mit #n-Heptan coevaporiert. Der Riickstand
wurde in 5 mL abs. CH,Cl, gelost und mit 42.00 mg (0.10 mmol, 4.0 eq) HCTU in 1 mL
DMF, 57.20 mg (0.10 mmol, 4.0 eq) EDTA(O'Bu), 53 in 2 mL CH,Cl, und 0.02 mL (0.10
mmol, 4.0 eq) 'ProNEt versetzt und 1.5 h bei RT geriihrt. Anschliefend wurde die Mischung
mit 0.1 M Na-Phosphat-Puffer (pH 5.5) und CH,Cl, extrahiert. Die vereinten organischen
Phasen wurden mit ges. NaCl-Losung gewaschen, iiber Na,SO4 getrocknet und das
Losungsmittel 1. V. entfernt. Nach Reinigung mit praparativer DC (CH,Cl,/ MeOH (9:1),
(v/v)) erhielt man 40.00 mg (0.01 mmol, 55%) des geschiitzten Rezeptors.

C146H210N22040 2913.55 g/mol

DC CH,CI,/MeOH (9:1); R¢: 0.53

MALDI-ToF m/z: berechnet: 2913.55; gefunden: 2916.1 [M+3H]", 2939.4
[M+3H+Na]".

14.3.2.4 Entschiitzung der Seitenketten-Schutzgruppen

40.00 mg (0.01 mmol, 1.0 eq) wurden in 5 mL einer 1:1 Mischung aus CH,Cl,/ TFA (v/v)
gelost und 1 h bei RT geriihrt. Das Losungsmittel wurde i. V. entfernt und der Riickstand mit
Et,0 gewaschen. Man erhielt 33.6 mg (0.01 mmol, quant.) des gewiinschten EDTA-

Rezeptors.
CosH114N22049 2240.08 g/mol
'"H NMR (500.1 MHz, d-DMSO, 25°C): & (ppm) = 8.76 (m, 2H, NHas), 8.35 (d, J = 8.8 Hz,

4H, ArHpg), 8.26 (m, 2H, NHyqp), 8.15 (m, 2H, NHpy,), 7.92 (d, J = 8.5 Hz, 4H, ArHpy), 7.84
(d, J = 8.8 Hz, 4H, ArHpg), 7.71 (m, 2H, NHry,), 7.08 (d, J = 7.6Hz, 4H, ArHry,), 6.94 (d, J =
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8.8 Hz, 4H, ArHpg), 6.83 (d, J = 7.9 Hz, 4H, ArHry,), 4.58 (m, 2H, CHa. agp), 4.49 (m, 2H,
CHa agp), 4.32 (m, 4H, CHa 1y, CHO pr,), 4.14 (s, 6H, NCH,CH,0, CHy pyo), 3.84 (s, 4H,
NCH>CH,0), 3.52 (m, 30H, CH>3 pro, CH £pra, CHs ppra, NCH;COOH, NCH,CHs), 3.17 (m,
2H, CH3' pro), 2.88 (m, 2H, CHoP 1y1), 2.77 (m, 2H, CHoP' 1y1), 2.66 (m, 4H, CHLP agp), 2.44
(m, 4H, CHB aqp), 2.11 (m, 2H, CH:B pro), 1.84 (m, 2H, CH,P' pro), 1.18 (m, 6H, NCH,CHj);

13C NMR (125.8 MHz, d-DMSO, 25°C): & (ppm) = 176.9/174.1/173.9/173.4/172.6/171.7/
170.5/170.1/169.9/169.6/165.9 (CO), 156.8 (CHa-ODR), 156.2/151.6/146.7/142.7 (Cqar pRr),
130.2 (Cqar 1yr), 130.1 (CHar 1yr), 126.1 (CHar pr), 124.9 (CHar pR), 122.4 (CHar pR), 113.9
(CHar 130), 111.6 (CHar 130), 69.7 (CH gora), 65.1 (NCH2CH;0), 64.9 (CH; ppra), 58.0 (CHa
pro), 54.2 (NCH;COOH), 54.1 (CHat 142), 50.5 (CHS pro), 49.8 (CHat asp), 48.8 (NCH:CH,0),
47.0 (CHY pro), 46.5 (NCH;CH3), 37.0 (CHap 130), 35.8 (CHaB aep)s 33.3 (CHB o), 11.7
(NCH,CHy);

MALDI-ToF m/z: berechnet: 2240.08;gefunden: 2275.09 [M+TFA+Na]".
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15. Synthese der Peptide zur Nanopartikel Herstellung

In diesen Tabellen sind die verwendeten Mengen der einzelnen Aminosduren und

Kopplungsreagenzien fiir alle in diesem Abschnitt 16 beschriebenen Peptide aufgefiihrt. Fiir

die automatisierte Synthese wurden 4.0 eq der Substanzen eingesetzt, fiir die manuelle 3.0 eq.

TentaGel

Substanz Eq n m \%

[mmol] | [mg] | [mL]
) 3.0 026 | 159.9
Fmoc-D/L-His(Trt)-OH 40 034 | 2133
Fmoc-trans-2-Aminocyclohexansdure rac | 3.0 0.26 | 100.0
Fmoc-trans-(R,R)-Aminocyclohexansdure | 3.0 0.26 | 100.0
Fmoc-trans-(S,S)-Aminocyclohexansdure | 3.0 0.26 | 100.0
{ 3.0 0.26 | 120.0
Fmoc-L-Tyr(Bu)-OH 40 | 034 | 1583
t 3.0 0.26 99.9
Fmoc-D/L-Ser('Bu)-OH 40 034 | 131.9
Fmoc-L-Pro-OH 4.0 034 | 116.1
Fmoc-Aib-OH 4.0 034 | 111.9
Fmoc-Gly-OH 4.0 0.34 | 102.3
3.0 026 | 111.0
Fmoc-D/L-Asp(OtBu)-OH 40 034 | 1416
3.0 0.26 80.0
Fmoc-p-Ala-OH 40 | 034 | 107.1
Fmoc-Ahx-OH 4.0 0.34 | 121.6
Fmoc-L-Phe-OH 3.0 0.26 | 110.0
Fmoc-L-Cys-OH 4.0 0.34 | 201.5
Fmoc-L-Ala-OH 4.0 0.34 | 107.1
Iso-Nikotinsdure 3.0 0.34 31.8
3.0 0.26 | 107.0
HCTY 4.0 034 | 1423

i 6.0 0.52 0.09

PraNEt 12.0 | 1.03 0.18

NEt; 100 8.6 1.20

Ac,O 50 4.3 0.41
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Substanz Eq n m \%
[mmol] | [mg] | [mL]

3.0 0.43 264.0

Fmoc-D/L-His(Trt)-OH 4.0 0.57 353.2

Fmoc-frans-2-Aminocyclohexansdure rac | 3 0.43 155.5

Fmoc-trans-(R,R)-Aminocyclohexansdure | 4 0.43 155.5

Fmoc-trans-(S,S)-Aminocyclohexanséure | 4 o 0.43 155.5

3.0 0.43 196.0

t
Fmoc-L-Tyr('Bu)-OH 40 | 057 | 261.9

3.0 0.43 163.0

Fmoc-D/L-Ser(‘Bu)-OH 4.0 0.57 | 218.6

Fmoc-L-Pro-OH 40 | 057 | 192.3
Fmoc-Aib-OH 40 | 057 | 1855
Rink Fmoc-Gly-OH 40 | 057 | 168.9

3.0 0.43 175.0

Fmoc-D/L-Asp(OtBu)-OH 4.0 057 233.7

Fmoc-B-Ala-OH 3.0 0.43 133.0
4.0 0.57 176.8

Fmoc-Ahx-OH 4.0 0.57 200.7
Fmoc-L-Phe-OH 3.0 043 170.0
Fmoc-L-Cys-OH 4.0 0.57 337.2
Fmoc-L-Ala-OH 4.0 0.57 176.8

3.0 0.43 176.0

HCTU 40 | 057 | 2358

: 60 | 043 0.15
Pr,NEt 120 | 1.70 0.29
NEG 100 | 142 2.0
Ac,0 50 | 7.1 0.67

15.1 Iso-Nikotinsaure TentaGel 6

N/|

H
2 N

IO

6

Synthese auf TentaGel
Fiir die Synthese wurden 100.0 mg TentaGel Harz (0.04 mmol, 1.0 eq) verwendet und die
Iso-Nikotinsdure wurde nach Prozedur A2 gekuppelt. AnschlieBend wurde das Harz mit

CH2CI2 gewaschen und fiir die weiteren Versuch i. V. getrocknet.
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15.2 Ac-D-His-rac-ACHC-L-Tyr-NH-TG/H 92a/b

H 0 3
92a, R =TG 2

92b,R=H OH

Synthese auf TentaGel 92a

Fiir die Synthese wurden 200 mg TentaGel Harz (0.09 mmol, 1.0 eq) verwendet und die
Aminosduren wurden nach Prozedur A2 gekuppelt, die Fmoc-Gruppe nach Prozedur B
entschiitzt und die freien Amine nach Prozedur C acetyliert und die

Seitenkettenschutzgruppen nach Prozedur D entschiitzt.

Synthese auf Rink Amid Harz 92b

Fiir die Synthese wurden 200 mg Rink Amid Harz (0.14 mmol, 1.0 eq) verwendet und die
Aminosduren wurden nach Prozedur A2 gekuppelt, die Fmoc-Gruppe nach Prozedur B
entschiitzt und die freien Amine nach Prozedur C acetyliert. AnschlieBend wurde das Peptid
laut Prozedur E abgespalten, mit Hilfe von Et,O gefdllt und man erhielt 79.0 mg (quant)

eines Diastereomeren Gemisches.
C24H32N605 484.24 g/l’l’lOl

"H-NMR (400.0 MHz, CD;0D, 25°C): § (ppm) = 8.76 (s, 1H, CHimi), 7.3 (s, 1H, CHm), 7.2
(s, 2H, CHimi), 7.05 (d, J = 8.6 Hz, 2H, ArHry,), 7.03 (d, J = 8.3 Hz, 2H, ArHry,), 6.68 (d, J =
8.3 Hz, 2H, ArHry,), 6.62 (d, J = 8.6 Hz, 2H, AtHy,,), 4.66 (dd, J = 8.1 Hz, 6.1Hz, 1H, CHu
1is) 4.55 (dd, J = 8.8 Hz, 5.6 Hz, 2H, CHa. 15, CHa 1yr), 4.49 (dd, J = 9.8 Hz, 4.8 Hz, 1H, CHa
1yr), 3.99 (dt, J = 11.2 Hz, 4.3 Hz, 1H, CHPB acnc), 3.85 (dt, J = 11.6 Hz, 4.8 Hz, 1H, CHP
actc), 3.19 (dd, J = 15.4 Hz, 6.1 Hz, 1H, CH5P 1), 3.06 (m, 3H, CHoP 1is), 2.96 (dd, J = 15.2
Hz, 7.8 Hz, 1H, CH:B 1y1), 2.78 (m, 2H, CHoB 1,1), 2.69 (dd, J = 15.1 Hz, 6.1 Hz, 1H, CH,
1y, 2.26 (m, 2H, CHa. acpic), 1.99 (s, 3H, CH ac), 1.96 (s, 3H, CH; 4c), 1.88 (m, 3H, CH,
acnc), 1.71 (m, SH, CH, acuc), 1.33 (m, 8H, CHs acc);
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BC-NMR (100.6 MHz, CD;OD, 25°C): ¢ (ppm) = 177.1/176.2/173.4/171.1/170.9/168.5/
165.7 (CO), 157.4 (Ca-OH), 134.8 (CHimi), 134.7 (CHimi), 131.3 (Cqumi), 131.4 (CHar 1y1),
131.2 (CHar 1yr), 130.5 (Cqimi)s 129.6 (Cqryr), 128.9 (Cqryr), 118.7 (CHii), 118.6 (CHyny),
116.2 (CHar 1y1), 55.5 (CHo. 1yr), 53.7 (CHa. 1yr), 53.1 (CHat pis), 51.9 (CHot gis), 50.9 (CHa
actc), 50.5 (CHP acnc), 38.5 (CHaP 1yr), 38.2 (CHaP 1y1), 33.5 (CH; acnc), 31.3 (CHy acnc),
30.5 (CH achc), 28.7 (CHaPB wis), 28.2 (CHaB i), 26.0 (CHy acuc), 26.0 (CHy acuc), 25.9
(CH; achc), 25.8 (CH3 acHe), 22.7 (CH3 ac), 22.5 (CH3 Ac);

ESI-MS m/z: berechnet: 484.24; gefunden: 485.2 [M+H]".

15.3 Ac-L-His-rac-ACHC-L-Tyr-NH-TG/H 93a/b

N
A
0 AH 0
H
)J\N N, N\E)J\NHR
H o 2
93a, R =TG
OH

93b,R=H

Synthese auf TentaGel 93a

Fiir die Synthese wurden 200 mg TentaGel Harz (0.09 mmol, 1.0 eq) verwendet und die
Aminosduren wurden nach Prozedur A2 gekuppelt, die Fmoc-Gruppe nach Prozedur B
entschiitzt. die freien Amine nach Prozedur C acetyliert und die Seitenkettenschutzgruppen

nach Prozedur D entschitzt.

Synthese auf Rink Amid Harz 93b

Fiir die Synthese wurden 200 mg Rink Amid Harz (0.14 mmol, 1.0 eq) verwendet und die
Aminosduren wurden nach Prozedur A2 gekuppelt, die Fmoc-Gruppe nach Prozedur B
entschiitzt und die freien Amine nach Prozedur C acetyliert. AnschlieBend wurde das Peptid
laut Prozedur E abgespalten, mit Hilfe von Et,O geféllt und man erhielt 53.0 mg (77%) eines

Diastereomeren Gemisches.
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C24H32N605 484.24 g/l’l’lOl

"H-NMR (400.0 MHz, CD;OD, 25°C): & (ppm) = 8.76 (s, 1H, CHyyy), 7.30 (s, 1H, CHyn),
7.08 (dd, J = 8.3 Hz, 4.8 Hz, 4H, ArHry,), 6.70 (dd, J = 8.3 Hz, 4.5 Hz, 4H, ArHr,y), 4.60 (m,
2H, CHo. i) 4.55 (dd, J = 9.3 Hz, 5.3 Hz, 1H, CHu. 1,,), 445 (dd, J = 8.1 Hz, 6.6 Hz, 1H,
CHo. 1), 3.95 (dt, J = 11.3 Hz, 3.5 Hz, 1H, CHB acnc), 3.82 (dt, J = 11.6 Hz, 4.3 Hz, 1H,
CHB actc), 3.14 (dd, J = 15.2 Hz, 6.3 Hz, 1H, CHop 1), 2.99 (m, 4H, CHP 11is, CHP 1),
2.81 (m, 2H, CHB 1y1), 2.32 (m, 1H, CHo acpc), 2.23 (m, 1H, CHa. acuc), 1.96 (s, 3H, CH;
ac), 1.88 (s, 3H, CHj ac), 1.72 (m, 6H, CH; acc), 1.29 (m, 8H, CHs acte);

BCNMR (100.6 MHz, DMSO, 25°C): & (ppm) = 173.5/173.4/172.9/172.6/169.2/169.1/
168.9/168.7 (CO), 155.6 (Car-OH), 133.7 (CHini), 133.5 (CHym), 132.7 (Cimi), 129.9 (CHar
Tyr)s 129.8 (CHar 1yr), 129.1 (Cqimi), 127.9 (Cqryr), 127.8 (Cqryr), 116.7 (CHimi), 114.7 (CHa,
Tyr), 34.8 (CHa 1yr), 54.2 (CHa 1yr), 53.6 (CHO his), 51.9 (CHa 1is), 48.8 (CHat achc), 48.5 (CH
B acuc), 36.9 (CH2B 1yr), 36.6 (CH2P 1yr), 32.2 (CH2 achc), 32.1 (CHz achc), 30.6 (CH2 ache),
29.4, (CH; acnuc), 28.7 (CH2B nis), 28.0 (CH2B wis), 27.9 (CHy acuc), 27.7 (CHy acuc), 24.3
(CHz acHe), 22.4 (CHj ac), 22.3 (CHj ac);

ESI-MS m/z: berechnet: 484.24; gefunden: 485.2 [M+H]".

154 Ac-D-Ser-rac-ACHC-L-Tyr-NH-TG/H 94a/b

OH

o ! Qv 9
: H N\)J\
N, _
)J\HAI)( 77 NHR

94a, R =TG
94b, R =H OH

Synthese auf TentaGel 94a

Fiir die Synthese wurden 200 mg TentaGel Harz (0.09 mmol, 1.0 eq) verwendet und die
Aminosduren wurden nach Prozedur A2 gekuppelt, die Fmoc-Gruppe nach Prozedur B
entschiitzt, die freien Amine nach Prozedur C acetyliert und die Seitenkettenschutzgruppen

nach Prozedur D entschitzt.
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Synthese auf Rink Amid Harz 94b

Fiir die Synthese wurden 200 mg Rink Amid Harz (0.14 mmol, 1.0 eq) verwendet und die
Aminosduren wurden nach Prozedur A2 gekuppelt, die Fmoc-Gruppe nach Prozedur B
entschiitzt und die freien Amine nach Prozedur C acetyliert. AnschlieBend wurde das Peptid
laut Prozedur E abgespalten, mit Hilfe von Et,O geféllt und man erhielt 38.0 mg (62%) eines

Diastereomeren Gemisches.
C21H30N406 434.49 g/mol

'H-NMR (400.0 MHz, de-DMSO, 25 °C): & (ppm) = 7.05 (d, J = 7.1 Hz, 4H, ArHzy,), 6.67
(dd, J = 8.6 Hz, 2.5 Hz, 4H, ArHr,y), 4.39 (s, 2H, CHa 1y) 435 (dd, J = 9.1 Hz, 5.1 Hz, 1H,
CHa ser), 4.24 (m, 3H, CHo. ser, CHB actic, CHB acnc), 3.51 (m, 4H, CHoP ser), 2.92 (ddd, J =
13.3 Hz, 7.1 Hz, 5.3 Hz, 2H, CH,p 1y1), 2.71 (m, 2H, CH,p 141, 2.26 (dt, J = 11.1 Hz, 3.6 Hz,
1H, CHa acuc), 2.17 (dt, T = 12.1 Hz, 3.6 Hz, 1H, CHa. aciic), 1.97 (s, 3H, CHs ac), 1.89 (s,
3H, CH; ac), 1.80 (m, 2H, CH> acnc), 1.61 (m, 6H, CH aciic), 1.20 (m, 8H, CH> acnc):;

BC-NMR (100.6 MHz, de-DMSO, 25°C): J (ppm) = 174.4/173.9/173.8/173.7/170.8/170.6/
169.8/169.5 (CO), 155.9 (Ca-OH), 130.6 (CHa; 1yr), 130.4 (CHa; 1yr), 128.3 (Cqryr), 115.2
(CHar 1y1), 62.2 (CH,B ser), 62.0 (CHaB ser), 55.7 (CHa! ser), 55.1 (CHat ser), 54.8 (CHat 1yr),
54.1 (CHa. 1y1), 50.1 (CHa acnc), 49.8 (CHa acuc), 49.3 (CHP acuc), 48.6 (CHB acuc), 37.0
(CH2B 1y1), 36.9 (CH2P 1yr), 32.7 (CHz achc), 32.5 (CHz achce), 29.3 (CHz ache), 24.8 (CH;
acHc), 24.7 (CHz acuc), 23.0 (CHj ac), 22.8 (CHj ac);

ESI-MS m/z: berechnet: 434.49; gefunden: 457.2 [M+Na]".
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15.5 Ac-L-Ser-rac-ACHC-L-Tyr-NH-TG/H 95a/b

OH

0 QA H T
H
AN%N/,, N\E)J\NHR
H o § 3
95a, R = TG
95b, R =H OH

Synthese auf TentaGel 95a

Fiir die Synthese wurden 200 mg TentaGel Harz (0.09 mmol, 1.0 eq) verwendet und die
Aminosduren wurden nach Prozedur A2 gekuppelt, die Fmoc-Gruppe nach Prozedur B
entschiitzt, die freien Amine nach Prozedur C acetyliert und die Seitenkettenschutzgruppen

nach Prozedur D entschiitzt.

Synthese auf Rink Amid Harz 95b

Fiir die Synthese wurden 200 mg Rink Amid Harz (0.14 mmol, 1.0 eq) verwendet und die
Aminosduren wurden nach Prozedur A2 gekuppelt, die Fmoc-Gruppe nach Prozedur B
entschiitzt und die freien Amine nach Prozedur C acetyliert. AnschlieBend wurde das Peptid
laut Prozedur E abgespalten, mit Hilfe von Et,O gefillt und man erhielt 38.0 mg (62%) eines

Diastereomeren Gemisches.
C21H30N406 434.49 g/mol

'H-NMR (400.0 MHz, D,0, 25°C): 6 (ppm) = 7.12 (dd, J = 8.3 Hz, 3.8 Hz, 4H, ArHr,,), 6.80
(dd, J = 8.1 Hz, 6.1 Hz, 4H, ArHry,), 4.57 (dd, J = 8.8 Hz, 5.6 Hz, 1H, CHo. 1y;) 4.45 (t, J =
7.6 Hz, 1H, CHa. 1), 429 (m, 2H, CHu. s.;), 3.88 (m, 1H, CHB acuc), 3.71 (m, SH, CHB
actic, CHoP ser), 2.85 (m, 2H, CHoP 1y), 2.28 (m, 2H, CHa scuc), 2.03 (s, 3H, CHj 4c), 1.98
(s, 3H, CHs ac), 1.85 (m, 2H, CH> acc), 1.74 (m, SH, CH> acnc), 1.29 (m, 9H, CH, acic);

BC-NMR (100.6 MHz, de-DMSO, 25°C): & (ppm) = 173.3/172.8/172.7/169.7/169.2/169.1/
169.0/168.9 (CO), 155.6 (Car-OH), 155.5 (Ca-OH), 129.97 (CHar 1), 129.93 (CHar 142),
127.9 (Cqry), 127.8 (Cquy)s 114.7 (CHar 19r), 114.6 (CHar 1), 64.8 (CHa ser), 61.8 (CHa
ser), 94.8 (CHa 1yr), 49.1 (CHP achc), 48.8 (CHP achc), 36.9 (CH2P 1yr), 36.9 (CH2P 1yr), 36.9
(CH2B 1y), 33.6 (CHz achc), 32.6 (CHz acne), 32.5 (CHz acne), 28.5 (CHz acnc), 28.5 (CH
AcHC), 24.32 (CH; acuc), 24.31 (CH; acue), 22.5 (CHs ac), 22.4 (CH3 ac);
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ESI-MS m/z: berechnet: 434.49; gefunden: 457.9 [M+Na]".

15.6 Ac-L-Tyr-rac-ACHC-D-Ser-NH-TG/H 96a/b
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NHR
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96a, R = TG
96b, R =H

Synthese auf TentaGel 96a

Fiir die Synthese wurden 200 mg TentaGel Harz (0.09 mmol, 1.0 eq) verwendet und die
Aminosduren wurden nach Prozedur A2 gekuppelt, die Fmoc-Gruppe nach Prozedur B
entschiitzt, die freien Amine nach Prozedur C acetyliert und die Seitenkettenschutzgruppen

nach Prozedur D entschiitzt.

Synthese auf Rink Amid Harz 96b

Fiir die Synthese wurden 200 mg Rink Amid Harz (0.14 mmol, 1.0 eq) verwendet und die
Aminosduren wurden nach Prozedur A2 gekuppelt, die Fmoc-Gruppe nach Prozedur B
entschiitzt und die freien Amine nach Prozedur C acetyliert. AnschlieBend wurde das Peptid
laut Prozedur E abgespalten, mit Hilfe von Et,O gefillt und man erhielt 51.2 mg (83%) eines

Diastereomeren Gemisches.

C21H30N405 434.49 g/mol

'H-NMR (400.0 MHz, de-DMSO, 25°C): & (ppm) = 7.04 (dd, J = 8.6 Hz, 6.3 Hz, 4H,
ArHry), 6.68 (dd, J = 8.6 Hz, 2.2 Hz, 4H, ArHry), 430 (s, 3H, CHo. 141, CH. se), .14 (m,
1H, CHa ser), 3.66 (m, 2H, CHP acuic), 3.60 (m, 4H, CH:P ser), 2.87 (dd, J = 13.6 Hz, 5.8 Hz,
IH, CHp 1y0), 2.78 (dd, J = 14.1 Hz, 3.5 Hz 1H, CHo 141), 2.51 (m, 2H, CHop 1), 2.30 (m,
2H, CHa acic), 179 (2's, 9H, CH; ae, CHs aes CHy acnc) 1.67 (m, SH, CHy acuc), 141 (m,
2H, CH> acnc), 1.20 (m, 6H, CH> acnc);



Experimenteller Teil 221

BC-NMR (100.6 MHz, de-DMSO, 25°C): & (ppm) = 174.9/174.9/173.8/173.6/171.8/171.4
(CO), 155.9 (Ca-OH), 130.9 (CHar 130), 128.9 (Cary), 115.7 (CHar 130), 62.2 (CHap ser), 62.1
(CH2B ser), 55.7 (CHa ser), 55.1 (CHa ser), 54.8 (CHa 1yr), 54.5 (CHa 1yr), 50.0 (CHo achc),
49.9 (CHa acuc), 49.9 (CHPB achc), 49.6 (CHP acuc), 37.8 (CH2B 1yr), 37.6 (CH2p 1yr), 33.0
(CHz acnc), 29.7 (CHz acne), 27.5 (CHz acne), 25.1 (CHz acue), 24.9 (CH, acue), 24.4 (CH,
acHc), 24.1 (CHz acuc), 23.9 (CHa acne), 23.1 (CHj ac), 22.9 (CH; ac);

ESI-MS m/z: berechnet: 434.49; gefunden: 457.2 [M+Na]" (100), 435.74
[M+H]" (50).

15.7 Ac-D-His-ProAib-L-Tyr-NH-TG/H 97a/b

§\JN _—O>~NHR
A HN=,
3\”/\\( " ) r\i_% \QOH

(0]
97a, R = TG
97b, R=H

Synthese auf TentaGel 97a
Das Peptid wurde mit Hilfe des Peptidsynthesizers hergestellt und dabei wurden 200 mg
TentaGel Harz (0.09 mmol, 1.0 eq) verwendet. Die freien Amine wurden nach Prozedur C

acetyliert und die Seitenkettenschutzgruppen nach Prozedur D entschiitzt.

Synthese auf Rink Amid 97b

Das Peptid wurde mit Hilfe des Peptidsynthesizers hergestellt und dabei wurden 200 mg Rink
Amid Harz (0.14 mmol, 1.0 eq) verwendet. Die freien Amine wurden nach Prozedur C
acetyliert. AnschlieBend wurde das Peptid laut Prozedur E abgespalten und mit Hilfe von
Et,O gefillt und man erhielt 76.1 mg (quant.).

C36H35N706 541.60 g/mol

"H-NMR (400.0 MHz, CD;OD, 25°C): & (ppm) = 8.56 (s, 1H, CH), 7.28 (s, 1H, CHyn),
7.06 (d, J = 8.1 Hz, 2H, ArHry,), 6.70 (d, J = 8.3 Hz, 2H, ArHry,), 4.80 (t, J = 6.7 Hz, 1H,
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CHu pro), 4.41 (dd, J = 9.6 Hz, 4.8 Hz, 1H, CHa. nis), 4.24 (t, J = 6.8 Hz, 1H, CHa. 1yr), 3.49
(m, 2H, CH»0 pro), 3.18 (dd, J = 14.1 Hz, 4.5 Hz, 2H, CH>B i), 2.95 (m, 2H, CHB 1yr), 2.17
(m, 1H, CH2B pro), 1.99 (m, 1H, CHB pro), 1.91 (m, SH, CH3 ac, CH2Y pro), 1.38 (s, CH3 aibv),
1.27 (s, CH3 aiv);

BC-NMR (100.6 MHz, CD;0D, 25°C): & (ppm) = 176.8/174.6/173.2/171.6 (CO), 157.3 (Car
OH), 135.3 (CHym), 131.8 (Cqumi), 131.3 (Cqry), 129.8 (CHay), 118.6 (CHumi), 116.2 (CHar
tyr), 62.9 (CHat 1), 58.2 (CHat pro), 56.6 (CHO 11is), 52.8 (Cqaiv), 37.2 (CHB 1yr), 30.3 (CHad
pro), 28.1 (CHaB i), 26.2 (CHaP pro), 25.9 (CHay pro), 24.9 (CHs a), 24.6 (CHs aw), 22.5 (CHs

Ac);

ESI-MS m/z: berechnet: 541.60; gefunden: 542.2 [M+H]".

15.8 Ac-L-Ser-ProAib-L-Tyr-NH-TG/H 98a/b

0
}NHR
HO HN—/
o HN N @
)\\N NH O OH

Synthese auf TentaGel 98a
Das Peptid wurde mit Hilfe des Peptidsynthesizers hergestellt und dabei wurden 200 mg
TentaGel Harz (0.09 mmol, 1.0 eq) verwendet. Die freien Amine wurden nach Prozedur C

acetyliert und die Seitenkettenschutzgruppen nach Prozedur D entschiitzt.

Synthese auf Rink Amid 98b

Das Peptid wurde mit Hilfe des Peptidsynthesizers hergestellt und dabei wurden 200 mg Rink
Amid Harz (0.14 mmol, 1.0 eq) verwendet. Die freien Amine wurden nach Prozedur C
acetyliert. AnschlieBend wurde das Peptid laut Prozedur E abgespalten und mit Hilfe von
Et,0 gefillt und man erhielt 77.1 mg (quant.).

C13H33N504 491.24 g/mol
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'H-NMR (400.0 MHz, CD;0D, 25°C): & (ppm) = 7.10 (d, J = 6.8 Hz, 2H, AtHry,), 6.70 (d, J
— 6.3 Hz, 2H, ArH1y), 4.77 (t, ] = 6.3 Hz, 1H, CHat pry), 4.42 (m, 1H, CH so0), 4.24 (t, J = 6.1
Hz, 1H, CHo. 1y,), 3.85 (m, 2H, CHbp sa) 3.72 (4, J = 8.1 Hz, 1H, CH:3 pro), 3.48 (m, 1H,
CH3S pro), 3.25 (d, J = 14.1 Hz, 1H, CH: 1y7), 2.93 (t, J = 12.0 Hz, 1H, CH:p 1y0), 2.24 (m,
1H, CH3B pro), 1.99 (s, SH, CH3 ac, CH2Y pro), 1.88 (m, 1H, CH3P pro), 1.35 (s, CH3 aip), 1.17
(s, CHj aib);

BC.NMR (100.6 MHz, CD;0D, 25°C): & (ppm) = 176.9/176.8/174.5/173.4/172.7 (CO),
157.3 (Car-OH), 131.3 (Cqryr), 129.9 (CHay), 116.2 (CHar1yr), 63.0 (CHaB ser), 62.8 (CHO ser),
58.0 (CH. pro), 56.5 (CHat 141), 54.5 (Cqaiv), 36.9 (CHap 1yr), 30.4 (CH23 pro), 26.3 (CHaP pro),
25.9 (CHay pro), 24.5 (CH; apb), 22.3 (CH; ac);

ESI-MS m/z: berechnet: 491.24; gefunden: 514.2 [M+Na]".

15.9 Ac-L-Ser-ProAib-L-Ser-NH-TG/H 99a/b
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Synthese auf TentaGel 99a
Das Peptid wurde mit Hilfe des Peptidsynthesizers hergestellt und dabei wurden 200.0 mg
TentaGel Harz (0.09 mmol, 1.0 eq) verwendet. Die freien Amine wurden nach Prozedur C

acetyliert und die Seitenkettenschutzgruppen nach Prozedur D entschiitzt.

Synthese auf Rink Amid 99b

Das Peptid wurde mit Hilfe des Peptidsynthesizers hergestellt und dabei wurden 200.0 mg
Rink Amid Harz (0.14 mmol, 1.0 eq) verwendet. Die freien Amine wurden nach Prozedur C
acetyliert. AnschlieBend wurde das Peptid laut Prozedur E abgespalten und mit Hilfe von
Et,0 gefillt und man erhielt 63.1 mg (quant.).
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C17H29N50 415.21 g/mol

'H-NMR (400.0 MHz, CD;OD, 25°C): & (ppm) = 4.78 (t, J = 6.4 Hz, 1H, CHo. pr), 435 (t, J
= 7.0 Hz, 1H, CHu so), 429 (t, J = 4.0 Hz, 1H, CHa so0), 3.83 (m, 6H, CHoB ser, CHP ser
CH30 pro), 2.29 (m, 1H, CH3B pro), 2.10 (m, 2H, CH3B pro, CH2Y pro), 2.00 (brs, 4H, CHj A,
CH2Y pro), 1.48 (s, CHj aib), 1.44 (s, CH; aib);

3C-NMR (100.6 MHz, CD:OD, 25°C): & (ppm) = 176.9/175.3/174.7/173.4/172.6 (CO), 63.1
(CH2PB ser), 62.9 (CH2B ser), 62.8 (CHa s¢r), 58.2 (CHa s¢r), 57.7 (CHat pro), 54.6 (Cqaiv), 30.4
(CH20 pro), 26.2 (CH2P pro), 26.0 (CHay pro), 25.1 (CH3 aib), 22.3 (CH3 ac);

ESI-MS m/z: berechnet: 415.21; gefunden: 438.9 [M+Na]".

15.10 Ac-L-Tyr-L-Tyr-NH-TG/H 100a/b

OH

O
1002, R = TG \©\
OH

100b, R = H

Synthese auf TentaGel 100a
Das Peptid wurde mit Hilfe des Peptidsynthesizers hergestellt und dabei wurden 200 mg
TentaGel Harz (0.09 mmol, 1.0 eq) verwendet. Die freien Amine wurden nach Prozedur C

acetyliert und die Seitenkettenschutzgruppen nach Prozedur D entschiitzt.

Synthese auf Rink Amid 100b

Das Peptid wurde mit Hilfe des Peptidsynthesizers hergestellt und dabei wurden 200.0 mg
Rink Amid Harz (0.14 mmol, 1.0 eq) verwendet. Die freien Amine wurden nach Prozedur C
acetyliert. AnschlieBend wurde das Peptid laut Prozedur E abgespalten und mit Hilfe von
Et,0 gefillt und man erhielt 61.0 mg (quant.).
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C20H23N305 385.16 g/mol

'H-NMR (400.0 MHz, CD;0D, 25°C): & (ppm) = 7.00 (dd, J = 11.3 Hz, 8.6 Hz, 4 H, ArHry),
6.67 (dd, J = 8.3 Hz, 2.2 Hz, 4 H, AtHr,y), 4.48 (m, 2H, CHa 1y), 3.03 (dd, J = 14.1 Hz, 5.8
Hz, 1H, CH:p 1), 2.92 (dd, J = 13.8 Hz, 6.0 Hz, 1H, CHop 1y1), 2.79 (dd, J = 14.1 Hz, 8.6 Hz,
1H, CHB 1yr), 2.70 (dd, J = 14.1 Hz, 8.8 Hz, 1H, CHoP 1y), 1.88 (s, CH ac);

BC-NMR (100.6 MHz, CD;0OD, 25°C): & (ppm) = 175.9/173.5/173.3 (CO), 157.4 (C-OH),
157.3 (Ca-OH), 131.5/131.3/129.1/129.0/116.2 (CHar 1yr), 56.6/55.8 (CHa 1yr) 38.0/37.8

(CHZB Tyr)a 224 (CH3 Ac)'

ESI-MS m/z: berechnet: 385.16; gefunden: 408.2 [M+Na]".

15.11 Ac-L-Tyr-Gly-L-Tyr-NH-TG/H 101a/b
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Synthese auf TentaGel 101a
Das Peptid wurde mit Hilfe des Peptidsynthesizers hergestellt und dabei wurden 200 mg
TentaGel Harz (0.09 mmol, 1.0 eq) verwendet. Die freien Amine wurden nach Prozedur C

acetyliert und die Seitenkettenschutzgruppen nach Prozedur D entschiitzt.

Synthese auf Rink Amid 100b

Das Peptid wurde mit Hilfe des Peptidsynthesizers hergestellt und dabei wurden 200 mg Rink
Amid Harz (0.14 mmol, 1.0 eq) verwendet. Die freien Amine wurden nach Prozedur C
acetyliert. AnschlieBend wurde das Peptid laut Prozedur E abgespalten und mit Hilfe von
Et,0 gefillt und man erhielt 53.0 mg (84%).
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C22H26N406 442.19 g/l’l’lOl

'H-NMR (400.0 MHz, CD;0D, 25°C):  (ppm) = 7.08 (dd, J = 8.3 Hz, 3.8 Hz, 4 H, AtHr,y),
6.75 (dd, J = 8.6 Hz, 2.2 Hz, 4 H, AtHry), 4.50 (dd, J = 8.6 Hz, 5.1 Hz, 1H, CHa 1y,), 4.43
(dd, J = 8.6 Hz, 6.6 Hz, 1H, CHat 1y, 3.89 (d, J = 16.9 Hz, 1H, CHa ay), 3.66 (d, J = 16.9 Hz,
IH, CH: ay), 3.03 (m, 2H, CHyp 1y1), 2.83 (dd, J = 13.8 Hz, 6.0 Hz, 2H, CHy 1y1), 1.93 (s,
CH; ac);

BC-NMR (100.6 MHz, CD;0D, 25°C): d (ppm) = 176.5/174.9/174.3/171.6 (CO), 156.4 (Car
OH), 156.3 (Ca-OH), 131.4/131.3/129.3/129.1/116.3 (CHa; 1y), 56.9/56.1 (CHa. 1y;) 43.4
(CH; Giy), 37.6/37.4 (CHaB 1y1), 22.6 (CH3 a,);

ESI-MS m/z: berechnet: 442.19; gefunden: 465.2 [M+Na]".

15.12 Ac-D-Asp-B-Ala-D-Asp-NH-TG/H 102a/b

102a, R = TG HO

Synthese auf TentaGel 102a

Fiir die Synthese wurden 200 mg TentaGel Harz (0.09 mmol, 1.0 eq) verwendet und die
Aminosduren wurden nach Prozedur A2 gekuppelt, die Fmoc-Gruppe nach Prozedur B
entschiitzt, die freien Amine nach Prozedur C acetyliert und die Seitenkettenschutzgruppen

nach Prozedur D entschiitzt.

Synthese auf Rink Amid Harz 102b

Fiir die Synthese wurden 200 mg Rink Amid Harz (0.14 mmol, 1.0 eq) verwendet und die
Aminosduren wurden nach Prozedur A2 gekuppelt, die Fmoc-Gruppe nach Prozedur B
entschiitzt und die freien Amine nach Prozedur C acetyliert. AnschlieBend wurde das Peptid

laut Prozedur E abgespalten, mit Hilfe von Et,O geféllt und man erhielt 61.1 mg (quant.).
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C13H20N408 360.32 g/l’l’lOl

'H-NMR (400.0 MHz, CD;0D, 25°C): 5 (ppm) = 4.73 (dd, J = 7.8 Hz, 5.6 Hz, 1H, CH. agp),
4.66 (dd, J = 7.1 Hz, 5.8 Hz, 1H, CHo. agp), 3.50 (m, 1H, CHs A1), 3.40 (m, 1H, CH, ga1),
2.78 (m, 4H, CH,P asp), 243 (m, 1H, CH pa), 1.99 (s, 3H, CH; a0);

BC-NMR (100.6 MHz, CD;0D, 25°C): 6 (ppm) = 174.1/174.1/173.3 (CO), 51.4 (CHa ),
51.1 (CH(X Asp); 37.1 (CH2B Asp), 36.8 (CH2 ﬁ-Ala); 36.6 (CH2 ﬁ-Ala); 22.7 (CH3 Ac);

ESI-MS m/z: berechnet: 360.32; gefunden: 383.1 [M+Na]".

15.13 Ac-L-Tyr-Pro-Gly-L-Tyr-Pro-Gly-L-Ser-NH-TG/H 103a/b
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Synthese auf TentaGel 103a
Das Peptid wurde mit Hilfe des Peptidsynthesizers hergestellt und dabei wurden 200 mg
TentaGel Harz (0.09 mmol, 1.0 eq) verwendet. Die freien Amine wurden nach Prozedur C

acetyliert und die Seitenkettenschutzgruppen nach Prozedur D entschiitzt.

Synthese auf Rink Amid Harz 103b
Das Peptid wurde mit Hilfe des Peptidsynthesizers hergestellt und dabei wurden 200 mg Rink

Amid Harz (0.14 mmol, 1.0 eq) verwendet. Die freien Amine wurden nach Prozedur C
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acetyliert. AnschlieBend wurde das Peptid laut Prozedur E abgespalten, mit Hilfe von Et,O
gefillt und man erhielt 112.0 mg (quant.).

C37H43N3011 780.34 g/mol

'H-NMR (400.0 MHz, CD;0D, 25°C): § (ppm) = 7.07 (m, 4H, ArHry), 6.72 (m, 4H,
ArHry), 4.80 (m, 2H, CH. pro), 4.36 (m, 3H, CHa. 1y, CHO. 1y, CHa. ser), 3.84 (m, 8H, CH,
Gty CH Glys CHS proy CHS pro), 341 (m, 2H, CHB ser), 3.03 (m, 4H, CH:B 1yr, CHoP 1y0),
2.19 (m, 2H, CHoP pro), 2.03 (m, 6H, CH:B pro, CHaY pro), 1.87 (s, 3H, CH; ac);

BC-NMR (100.6 MHz, CD;0D, 25°C): & (ppm) = 177.3/175.1/174.8/173.0/172.9/172.8/
171.9/171.5 (CO), 131.8 (CHyay), 131.6 (CHy,), 128.9 (Cqar), 128.8 (Cqar), 116.6 (CHy),
116.3 (CHay), 63.3 (CHaB ser), 62.8 (CHa pro), 62.4 (CHat pro), 57.2 (CHat ser), 54.7 (CHa 1),
54.3 (CHa. 1,,), 44.1 (CH; qy), 43.4 (CH, gyy), 37.5 (CHaB 14r), 37.2 (CHoP 1yr), 30.3 (CHa5
Pro)> 26.3 (CH2P pro), 26.2 (CHaY pro), 22.3 (CHs ac);

ESI-MS m/z: berechnet: 780.34; gefunden: 781.3 [M+H]" (100), 803.2 [M+Na]"
(73).

15.14 Ac-L-His-L-His-Pro-Gly-D-His-NH-TG/H 104a/b
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Synthese auf TentaGel 104a
Das Peptid wurde mit Hilfe des Peptidsynthesizers hergestellt und dabei wurden 200 mg
TentaGel Harz (0.09 mmol, 1.0 eq) verwendet. Die freien Amine wurden nach Prozedur C

acetyliert und die Seitenkettenschutzgruppen nach Prozedur D entschiitzt.
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Synthese auf Rink Amid Harz 104b

Das Peptid wurde mit Hilfe des Peptidsynthesizers hergestellt und dabei wurden 200 mg Rink
Amid Harz (0.14 mmol, 1.0 eq) verwendet. Die freien Amine wurden nach Prozedur C
acetyliert. Anschliefend wurde das Peptid laut Prozedur E abgespalten, mit Hilfe von Et,O
gefillt und man erhielt 88.0 mg (quant.).

C27H36N1206 624.29 g/mol

'H-NMR (400.0 MHz, CD;0D, 25°C): § (ppm) = 8.80 (s, 3H, CHini), 7.40 (s, 1H, CHim),
7.32 (s, 1H, CHyi), 7.21 (s, 1H, CHyy), 4.89 (m, 1H, CHo. o), 4.70 (dd, J = 9.1 Hz, 4.8 Hz,
1H, CHa yis), 4.66 (dd, J = 8.3 Hz, 5.8 Hz, 1H, CHa yis), 4.38(t, J= 7.1 Hz, 1H, CHa gis), 3.9
(d, J=17.1 Hz, 1H, CH, qyy), 3.78 (d, J = 17.1 Hz, 2H, CH, iy, CH29 pyo), 3.60 (m, 1H, CH»8
Pro)> 3.30-3.13 (m, 6H, CH,P nis), 2.28 (m, 1H, CH3P pro), 2.09 (m, 1H, CH,P pro), 1.97 (m, 2H,
CHyy pro), 1.94 (s, 3H, CHj ac);

BC.NMR (100.6 MHz, CD;0D, 25°C): § (ppm) = 175.5/174.5/173.6/172.1/171.7/170.9
(CO), 135.14/135.12/135.01 (Cqumi), 131.3/131.1/130.3 (CHypy), 118.6/118.5/118.4 (CHyny),
62.6 (CHat pro), 53.6 (CHa 1is), 53.3 (CHat pi), 51.9 (CHat 1is), 43.8 (CH; Giy), 30.5 (CHad pro),
28.0 (CHaP i), 27.7 (CHaP i), 27.4 (CHoP is), 26.3 (CHaP pro), 26.1 (CHay pro), 22.5 (CHs

Ac);

ESI-MS m/z: berechnet: 624.29; gefunden: 625.2 [M+H]".
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15.15 Ac-L-Ser-Ahx-L-Asp-Ahx-D-His-NH-TG/H 105a/b
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Synthese auf TentaGel 105a
Das Peptid wurde mit Hilfe des Peptidsynthesizers hergestellt und dabei wurden 200 mg
TentaGel Harz (0.09 mmol, 1.0 eq) verwendet. Die freien Amine wurden nach Prozedur C

acetyliert und die Seitenkettenschutzgruppen nach Prozedur D entschiitzt.

Synthese auf Rink Amid Harz 105b

Das Peptid wurde mit Hilfe des Peptidsynthesizers hergestellt und dabei wurden 200 mg Rink
Amid Harz (0.14 mmol, 1.0 eq) verwendet. Die freien Amine wurden nach Prozedur C
acetyliert. AnschlieBend wurde das Peptid laut Prozedur E abgespalten, mit Hilfe von Et,O
gefillt und man erhielt 113.0 mg (quant.).

C27H44N309 624.32 g/mol

H-NMR (400.0 MHz, CD;OD, 25°C): & (ppm) = 8.83 (s, 1H, CHm), 7.34 (s, 1H, CHim),
475 (dd, J = 8.8 Hz, 5.3 Hz, 1H, CHa 1), 4.67 (t, J = 7.6 Hz, 1H, CHa. ), 437 (t, J = 5.3
Hz, 1H, CHa se), 3.76 (d, J = 5.0 Hz, 1H, CHp sa), 3.19 (m, SH, NHCH an, NHCH ans,
CHoB ), 3.05 (dd, J = 15.4 Hz, 9.1 Hz, 1H, CHp asp), 2.85 (dd, J = 16.6 Hz, 5.8 Hz, 1H,
CHP 1), 2.69 (dd, J = 16.4 Hz, 7.8 Hz, TH, CHp o), 2.23 (m, 4H, CH,CO any), 2.02 (s, 3H,
CH; a0), 1.62 (m, 2H, CHy ano), 1.50 (m, 6H, CHy ano), 1.34 (m, 2H, CH ano), 1.23 (m, 2H,
CHa anx);

BC-NMR (100.6 MHz, CD;0D, 25°C): & (ppm) = 176.2/176.1/174.8/173.6/169.0 (CO),
135.0 (Cqmi), 131.5 (CHimi), 118.5 (CHim), 63.1 (CHoP ser), 57.1 (CHat ser), 52.9 (CHar i),
51.8 (CHa aqp), 43.8 (CH; g1y), 40.3 (NHCH, any), 36.7 (CH2B asp), 36.6 (CHCO any), 29.9
(CHaB 11is), 28.4/28.1 (CHP anx), 27.6/27.5 (CHa any), 26.6/26.5 (CHa any), 22.7 (CH; ac);

ESI-MS m/z: berechnet: 624.32; gefunden: 625.2 [M+H]".
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15.16 Ac-D-His-(R,R)-ACHC-L-Tyr-NH-TG/H 106a/b

Synthese auf TentaGel 106a

Fiir die Synthese wurden 200 mg TentaGel Harz (0.09 mmol, 1.0 eq) verwendet und die
Aminosduren wurden nach Prozedur A2 gekuppelt, die Fmoc-Gruppe nach Prozedur B
entschiitzt, die freien Amine nach Prozedur C acetyliert und die Seitenkettenschutzgruppen

nach Prozedur D entschitzt.

Synthese auf Rink Amid Harz 106b

Fiir die Synthese wurden 200.0 mg Rink Amid Harz (0.14 mmol, 1.0 eq) verwendet und die
Aminosduren wurden nach Prozedur A2 gekuppelt, die Fmoc-Gruppe nach Prozedur B
entschiitzt und die freien Amine nach Prozedur C acetyliert. AnschlieBend wurde das Peptid

laut Prozedur E abgespalten, mit Hilfe von Et,O gefillt und man erhielt 49.6 mg (72%).

C24H32N605 484.24 g/mol

H-NMR (400.0 MHz, CD;0D, 25°C): § (ppm) = 8.74 (s, 1H, CHim), 7.2 (s, 1H, CHini), 7.03
(d,J=8.3 Hz, 2H, ArH1y,), 6.62 (d, J = 8.3 Hz, 2H, ArHry,), 4.55 (t, ] = 5.8 Hz, 1H, CHot 1),
4.49 (dd, J = 9.8 Hz, 5.0 Hz, 1H, CHa 1y1), 3.99 (dt, J = 11.4 Hz, 4.3 Hz, 1H, CHP actc), 3.09
(dd, J = 15.1 Hz, 5.6 Hz, 1H, CHLp w), 3.03 (dd, J = 14.1 Hz, 5.1 Hz, 1H, CHp 1), 2.75
(ddd, J = 13.9 Hz, 9.8 Hz, 6.3 Hz, 2H, CHp 1y1), 2.24 (dt, J = 11.6 Hz, 3.0 Hz, 1H, CHa
acie), 1.96 (s, 3H, CHs ao), 1.88 (m, 2H, CH acuc), 1.75 (m, 2H, CHy acuc), 1.33 (m, 4H,
CHa acuo);

BC-NMR (100.6 MHz, CD;OD, 25°C): ¢ (ppm) = 177.1/175.7/173.1/170.9/167.8 (CO),
157.4 (Ca-OH), 134.7 (CHimi), 131.3 (CHar 1yr), 130.5 (Cq mi), 129.6 (Cqryr), 118.7 (CHimi),
116.2 (CHar 1y1), 53.1 (CHo. 1y1), 51.9 (CHa 1is), 51.1 (CHa acuc), 50.5 (CHP acuc), 38.2
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(CH2B 1yr), 33.5 (CHz achc), 31.3 (CH2 achc), 28.7 (CH2P i), 26.08 (CH: achc), 26.02 (CH,
ACHC), 22.5 (CHj ac);

ESI-MS m/z: berechnet: 484.24; gefunden: 485.3 [M+H]".
Fiir die NMR Titration des Peptids mit AgNO; wurde das Peptid in D,O vermessen:

"H-NMR (600 MHz, D,0, 25°C): d (ppm) = 8.54 (d, J= 1.3 Hz, 1H, CHyy), 8.23 (d, J=7.5
Hz, 1H, NHry,), 8.12 (d, J = 7.9 Hz, 1H, NHy;s), 8.01 (d, J = 9.7 Hz, 1H, NHacnc), 7.48 (s,
1H, NH> amia), 7.08 (s, 2H, ArHry,), 7.07 (s, 1H, NH> amia), 7.04 (s, 1H, CHimi), 6.68 (d, J =
8.8 Hz, 2H, ArHry,), 4.43 (dq, J = 7.9 Hz, 5.6 Hz, 1H, CHa 1), 4.35 (ddd, J = 10.1 Hz, 7.6
Hz, 5.1 Hz, 1H, CHa 1y), 3.86 (m, 1H, CHB acuc), 2.99 (dd, J = 14.7 Hz, 5.1 Hz, 1H, CH,p
Tyr), 2.86 (dd, J = 16.2 Hz, 5.3 Hz, 1H, CH»p uis), 2.79 (dd, J = 14.7 Hz, 10.1 Hz, 1H, CH,p
Tyr), 2.66 (dd, J=16.2 Hz, 7.9 Hz, 1H, CH,p nis), 2.31 (dt, J = 8.7 Hz, 3.7 Hz, 1H, CHa. achc),
1.92 (s, 3H, CHj ac), 1.83 (m, 1H, CH)( acuc), 1.80 (m, 1H, CHyy acuc), 1.73 (m, 1H, CH»d
AcHC), 1.69 (m, 2H, CHse acuc), 1.35 (m, 1H, CH>C acuc), 1.28 (m, 1H, CH20 acuc), 1.24 (m,
1H, CHg acuc), 1.22 (m, 1H, CHY acnuc);

BC-NMR (150 MHz, D,0, 25°C): § (ppm) = 177.4 (COryy), 176.4 (COpmia), 174.1 (COn.),
171.2 (COacuc), 154.7 (Car-OH), 134.4 (CHpmi), 130.6 (CHar 1y), 129.7 (Cqimi), 128.8
(Cqry), 117.4 (CHpmi), 115.6 (CHar 1y1), 55.9 (CHat 1y1), 52.7 (CHat gis), 50.1 (CHot acic), 49.8
(CHB acnc), 36.5 (CHaP 1yr), 31.9 (CHay achc), 29.7 (CHC achc), 27.8 (CHaP his), 24.4 (CH20
acHc, CH2g achc), 21.9 (CH3 Ac);
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15.17 Ac-D-His-(S,5)-ACHC-L-Tyr-NH-TG/H 107a/b

OH

Synthese auf TentaGel 107a

Fiir die Synthese wurden 200 mg TentaGel Harz (0.09 mmol, 1.0 eq) verwendet und die
Aminosduren wurden nach Prozedur A2 gekuppelt, die Fmoc-Gruppe nach Prozedur B
entschiitzt, die freien Amine nach Prozedur C acetyliert und die Seitenkettenschutzgruppen

nach Prozedur D entschitzt.

Synthese auf Rink Amid Harz 107b

Fiir die Synthese wurden 200 mg Rink Amid Harz (0.14 mmol, 1.0 eq) verwendet und die
Aminosduren wurden nach Prozedur A2 gekuppelt, die Fmoc-Gruppe nach Prozedur B
entschiitzt und die freien Amine nach Prozedur C acetyliert. AnschlieBend wurde das Peptid

laut Prozedur E abgespalten, mit Hilfe von Et,O gefillt und man erhielt 49.6 mg (72%).

C24H32N605 484.24 g/mol

"H-NMR (400.0 MHz, CD;0D, 25°C): 6 (ppm) = 8.71 (s, 1H, CHyni), 7.3 (s, 1H, CHipy), 7.05
(d, J=8.1 Hz, 2H, ArHry,), 6.62 (d, J = 8.3 Hz, 2H, ArHryy), 4.66 (t, J = 6.6 Hz, 1H, CHa. 11i5),
4.55 (dd, J=8.6 Hz, 6.1 Hz, 1H, CHat 1y,), 3.85 (m, 1H, CHP acyic), 3.19 (dd, J = 14.9 Hz, 5.3
Hz, 1H, CH>p 1is), 3.04 (dd, J = 14.1 Hz, 5.8 Hz, 1H, CHoB 1y), 2.96 (dd, J = 14.9 Hz, 7.8 Hz,
1H, CHoP 1is), 2.80 (dd, J = 13.9 Hz, 9.1 Hz, 1H, CH>p 1), 2.26 (m, 1H, CHo. scuc), 1.9 (s,
3H, CH; ac), 1.88 (m, 1H, CH> acnc), 1.68 (m, 3H, CHy aciic), 1.30 (m, 4H, CH> acnc):;

BCNMR (100.6 MHz, CD50D, 25°C): § (ppm) = 177.1/176.2/173.5/171.2/ (CO), 157.5
(Car-OH), 134.8 (CHimi), 131.5 (Cqumi), 131.3 (CHar 1y0), 128.9 (Cqryo), 1186 (CHini), 116.2
(CHaryr), 55.5 (CHa 1yr), 53.7 (CHat 1is), 51.6 (CHa achc), 50.9 (CHP achc), 38.5 (CH2p 1yr),
33.2 (CHs acnc), 30.5 (CHa acnc), 28.3 (CHP 1ie), 25.9 (CHa acnc), 25.8 (CHa acuc), 22.8
(CHj ac);
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ESI-MS m/z: berechnet: 484.24; gefunden: 485.2 [M+H]".

Aus der NMR Titration in DO konnten die Signale des SS Diastereomers aus dem

Diastereomeren-Gemisch wie folgt entnommen werden:

'H-NMR (600 MHz, D,0, 25°C):  (ppm) = 8.56 (s, 1H, CHyy), 8.24 (m, 1H, NHry,), 8.07
(d, J= 8.1 Hz, 1H, NHy), 7.97 (d, J = 9.7 Hz, 1H, NHacpc), 7.60 (s, TH, NH> amia), 7.22 (s,
1H, CHymi), 7.10 (s, 2H, ArHryy), 6.98 (s, 1H, NH> amia), 6.80 (d, J = 8.8 Hz, 2H, ArHry), 4.57
(m, 1H, CHa. 1y,), 448 (m, 1H, CHo. 1), 3.75 (m, 1H, CHB acnc), 3.08 (m, 1H, CHoB 1y),
3.06 (m, 1H, CH:B is), 2.96 (m, 1H, CHyp 1), 2.82 (m, 1H, CH,P 1yr), 2.24 (m, 1H, CHu
acnc), 1.93 (s, 3H, CHs ao), 1.73 (m, 1H, CHse acuc), 1.68 (m, 2H, CHyy actc, CH>S acnc),
1.53 (m, 1H, CHo( acnc), 1.24 (m, 1H, CHbS acuc), 1.18 (m, 1H, CHo acnc), 1.13 (m, 1H,
CHae acnc), 1.09 (m, 1H, CHay acnc).

BC-NMR (150 MHz, D,0, 25°C): § (ppm) = 176.5 (COryy), 176.1 (COpmia), 174.1 (COnc),
171.2 (COacuc), 154.6 (Car-OH), 134.4 (CHimi), 130.9 (CHar 1y), 130.0 (Cqumi), 128.6
(Cqry), 117.5 (CHpmi), 115.6 (CHa;r 1y1), 54.3 (CHat 1y1), 53.5 (CHat gis), 49.9 (CHB acic), 49.8
(CHa: acnc), 37.1 (CHaB 1y), 31.7 (CHay acic), 29.4 (CHoE aciic), 27.8 (CHaP wis), 24.4 (CH,8
acHc, CHa€ achc), 21.9 (CH3 ac);

15.18 Ac-D-Ser-(R,R)-ACHC-L-Tyr-NH-TG/H 108a/b

OH
)OJ\ : H \\_H
N NHR
H
108a, R = TG
108b, R =H

Synthese auf TentaGel 108a

Fiir die Synthese wurden 200 mg TentaGel Harz (0.09 mmol, 1.0 eq) verwendet und die
Aminosduren wurden nach Prozedur A2 gekuppelt, die Fmoc-Gruppe nach Prozedur B
entschiitzt, die freien Amine nach Prozedur C acetyliert und die Seitenkettenschutzgruppen

nach Prozedur D entschitzt.
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Synthese auf Rink Amid Harz 108b

Fiir die Synthese wurden 200 mg Rink Amid Harz (0.14 mmol, 1.0 eq) verwendet und die
Aminosduren wurden nach Prozedur A2 gekuppelt, die Fmoc-Gruppe nach Prozedur B
entschiitzt und die freien Amine nach Prozedur C acetyliert. AnschlieBend wurde das Peptid

laut Prozedur E abgespalten, mit Hilfe von Et,O gefdllt und man erhielt 42.7 mg (69%).
C21H30N406 434.49 g/mol

'H-NMR (400.0 MHz, de-DMSO, 25°C): & (ppm) = 9.10 (s, 1H, OH), 7.78 (d, J = 8.1 Hz,
1H, NH), 7.70 (d, J = 8.8 Hz, 1H, NH), 7.67 (d, J = 7.8 Hz, 1H, NH), 7.10 (s, 1H, NH), 6.97
(d, J = 8.3 Hz, 2H, ArHry), 6.62 (d, J = 8.1 Hz, 2H, ArHry), 4.61 (m, 1H, CHo. 1y7) 4.24 (m,
2H, CHa s, CHB aciic), 3.76 (m, 1H, CHoB ser), 3.45 (m, 1H, CHB su), 2.81 (m, 1H, CHp
1ye), 2,68 (m, TH, CHoB 1), 2.20 (m, 1H, CHot acic), 1.86 (s, 3H, CHs ac), 1.78 (m, 1H, CH,
acuc), 1.62 (m, 3H, CH> acuc), 1.20 (m, 4H, CH> acuc);

BC-NMR (100.6 MHz, d¢-DMSO, 25°C): & (ppm) = 172.9/172.8/169.5/169.1 (CO), 155.5
(Car-OH), 129.9 (CHar 1yr), 127.9 (Cqryr), 114.7 (CHar 1y1), 62.2 (CH2P ser), 55.2 (CHa ser),
54.8 (CHa 1yr), 49.5 (CHo achc), 48.8 (CHB acuc), 36.8 (CHoB 1yr), 32.3 (CHz achce), 31.5

(CHz achc), 28.7 (CH; achc), 24.4 (CHz ache), 22.3 (CH3 ac);

ESI-MS m/z: berechnet: 434.49; gefunden: 457.2 [M+Na]".

15.19 Ac-D-Ser-(S,5)-ACHC-L-Tyr-NH-TG/H 109a/b

/OH o
o ! QA H
P N A
N/\l.r /. H NHR
N :
(@]
109a, R = TG
109b,R =H oH

Synthese auf TentaGel 109a
Fiir die Synthese wurden 200 mg TentaGel Harz (0.09 mmol, 1.0 eq) verwendet und die

Aminosduren wurden nach Prozedur A2 gekuppelt, die Fmoc-Gruppe nach Prozedur B
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entschiitzt, die freien Amine nach Prozedur C acetyliert und die Seitenkettenschutzgruppen

nach Prozedur D entschiitzt.

Synthese auf Rink Amid Harz 109b

Fiir die Synthese wurden 200 mg Rink Amid Harz (0.14 mmol, 1.0 eq) verwendet und die
Aminosduren wurden nach Prozedur A2 gekuppelt, die Fmoc-Gruppe nach Prozedur B
entschiitzt und die freien Amine nach Prozedur C acetyliert. AnschlieBend wurde das Peptid

laut Prozedur E abgespalten, mit Hilfe von Et,O gefillt und man erhielt 37.6 mg (61%).

C21H30N406 434 .49 g/l’l’lOl

H-NMR (400.0 MHz, de-DMSO, 25°C): & (ppm) = 9.10 (s, 1H, OH), 7.78 (d, J = 8.6 Hz,
1H, NH), 7.70 (d, J = 8.1 Hz, 1H, NH), 7.67 (d, J = 7.8 Hz, 1H, NH), 7.10 (s, 1H, NH), 6.98
(d, J= 8.3 Hz, 2H, ArHry,), 6.63 (d, J = 8.1 Hz, 2H, ArHry,), 4.61 (m, 1H, CHa 1y) 4.32 (m,
IH, CHa sa), 424 (m, 1H, CHB acuc), 3.56 (m, 1H, CH:p so), 3.45 (m, 1H, CH:p se), 2.88
(dd, J = 13.9 Hz, 4.8 Hz, 1H, CHyp 1y,), 2.65 (dd, J = 13.6 Hz, 8.8 Hz, 1H, CHap 141), 2.26 (m,
1H, CHo acuic). 1.8 (s, 3H, CH; ), 1.82 (m, 1H, CHy acnc), 1.58 (m, 2H, CHy acuc), 1.20
(m, 4H, CH> acnuc);

BC.NMR (100.6 MHz, de-DMSO, 25°C): & (ppm) = 173.4/173.1/169.3/169.1 (CO), 155.6
(Car-OH), 129.8 (CHar 1yr), 127.6 (Cqryr), 114.7 (CHar Tyr), 61.8 (CH2B ser), 54.5 (CHa ser),
53.6 (CHa 1yr), 49.5 (CHa achc), 47.8 (CHB achc), 36.6 (CH2B tyr), 32.0 (CHz ache), 30.5
(CHz acuc), 28.5 (CHa acue), 24.1 (CHa acuc), 22.7 (CHj ac);

ESI-MS m/z: berechnet: 434.49; gefunden: 457.2 [M+Na]".
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15.20 Ac-L-Tyr-(R,R)-ACHC-D-Ser-NH-TG/H 110a/b

OH

O
AR S p

N :
NHR
YO T

OH
110a, R = TG
110b, R =H

Synthese auf TentaGel 110a

Fiir die Synthese wurden 200 mg TentaGel Harz (0.09 mmol, 1.0 eq) verwendet und die
Aminosduren wurden nach Prozedur A2 gekuppelt, die Fmoc-Gruppe nach Prozedur B
entschiitzt, die freien Amine nach Prozedur C acetyliert und die Seitenkettenschutzgruppen

nach Prozedur D entschitzt.

Synthese auf Rink Amid Harz 110b

Fiir die Synthese wurden 200 mg Rink Amid Harz (0.14 mmol, 1.0 eq) verwendet und die
Aminosduren wurden nach Prozedur A2 gekuppelt, die Fmoc-Gruppe nach Prozedur B
entschiitzt und die freien Amine nach Prozedur C acetyliert. AnschlieBend wurde das Peptid

laut Prozedur E abgespalten, mit Hilfe von Et,O gefillt und man erhielt 46.7 mg (75%).
C21H30N405 434.49 g/mol

H-NMR (400.0 MHz, de-DMSO0, 25°C):  (ppm) = 7.90 (d, J = 8.8 Hz, 1H, NH), 7.60 (d, J =
8.1 Hz, 1H, NH), 7.52 (d. J = 7.8 Hz, 1H, NH), 7.22 (s, 1H, NH), 6.96 (d, J = 8.3 Hz, 2H,
AtHry), 6.62 (d, J = 8.3 Hz, 2H, ArHryy), 430 (m, 1H, CHo. 1y0), 4.14 (m, 1H, CHo. ser), 3.70
(m, 1H, CHP cuc), 3.60 (dd, J = 10.8 Hz, 5.1 Hz, 1H, CHyB ser), 3.5 (dd, J = 10.8 Hz, 4.8
Hz, 1H, CH:p ser), 2.87 (dt, J = 8.6 Hz, 5.3 Hz, 1H, CHsp 1y), 2.54 (m, 1H, CH:p 1y0), 2.29
(m, 1H, CHo. acnc), 177 (s, SH, CHs ae, CHy acuc) 1.62 (m, 2H, CHy scuc), 1.41 (m, 1H,
CH; acnuc), 1.15 (m, 3H, CH> achce);

BC-NMR (100.6 MHz, d¢-DMSO, 25°C): & (ppm) = 172.8/172.3/170.0/168.9 (CO), 155.5
(Car-OH), 129.9 (CHar 1yr), 127.9 (Cqryr), 114.7 (CHar 1y1), 61.5 (CH2P ser), 55.7 (CHa ser),
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54.8 (CHa ser), 53.9 (CHa 1yr), 49.1 (CHa achc), 48.5 (CHP achc), 37.3 (CH2B 1yr), 31.8 (CH,
ACHC), 29.3 (CHz ache), 28.7 (CHz achc), 24.3 (CHz acnc), 22.5 (CH3 ac);

ESI-MS m/z: berechnet: 434.49; gefunden: 457.2 [M+Na]".

15.21 Ac-L-Tyr-(S,5)-ACHC-D-Ser-NH-TG/H 111a/b

OH
o (@)

H (@]

)J\N N, NH
NHR
H o
OH

111a, R =TG
111b,R=H

Synthese auf TentaGel 111a

Fiir die Synthese wurden 200 mg TentaGel Harz (0.09 mmol, 1.0 eq) verwendet und die
Aminosduren wurden nach Prozedur A2 gekuppelt, die Fmoc-Gruppe nach Prozedur B
entschiitzt, die freien Amine nach Prozedur C acetyliert und die Seitenkettenschutzgruppen

nach Prozedur D entschiitzt.

Synthese auf Rink Amid Harz 111b

Fiir die Synthese wurden 202 mg Rink Amid Harz (0.14 mmol, 1.0 eq) verwendet und die
Aminosduren wurden nach Prozedur A2 gekuppelt, die Fmoc-Gruppe nach Prozedur B
entschiitzt und die freien Amine nach Prozedur C acetyliert. AnschlieBend wurde das Peptid

laut Prozedur E abgespalten, mit Hilfe von Et,O gefillt und man erhielt 42.6 mg (69%).

C21H30N405 434 .49 g/l’l’lOl

"H-NMR (400.0 MHz, d-DMSO, 25°C): J (ppm) = 7.89 (dd, J = 8.6 Hz, 5.1 Hz, 1H, NH),
7.76 (dd, J = 12.1 Hz, 8.6 Hz, 1H, NH), 7.48 (d, J = 8.1 Hz, 1H, NH), 7.24 (s, 1H, NH), 6.99
(t, J= 8.1 Hz, 2H, ArHry,), 6.60 (d, J = 8.3 Hz, 2H, ArHry,), 4.30 (m, 1H, CHa 1y1), 4.17 (m,
1H, CHu. sr), 3.72 (m, 1H, CHB actc), 3.60 (dd, J = 10.6 Hz, 5.1 Hz, 1H, CHoP sr), 3.46 (dd,
J=10.6 Hz, 5.6 Hz, 1H, CHoB sr), 2.71 (m, 1H, CHoP 1y), 2.51 (m, 1H, CH,P 1y), 2.29 (m,
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IH, CHuo. ACHC), 1.81 (1’1’1, 2H, CH2 ACHC); 1.72 (S, 3H, CH3 Ac), 1.64 (1’1’1, 2H, CH2 ACHC); 1.43
(m, 1H, CH3 acuc), 1.20 (m, 3H, CH> achc);

BC-NMR (100.6 MHz, d¢-DMSO, 25°C): & (ppm) = 173.4/172.8/172.0 (CO), 155.5 (Car
OH), 129.9 (CHar 1yr), 128.0 (Cqryr), 114.6 (CHar 1yr), 64.8 (CH2 ser), 55.2 (CHa ser), 54.2
(CHU. ser), 54.1 (CH(X Tyr), 49.2 (CH(X ACHC), 47.9 (CHB ACHC), 36.8 (CHQB Tyr)a 33.2 (CH2

AcHC), 28.7 (CHz acnc), 27.4 (CHz achc), 24.3 (CHz ache), 22.3 (CH3 Ac);

ESI-MS m/z: berechnet: 434.49; gefunden: 457.2 [M+Na]".

15.22 Ac-L-His-Gly-L-His-NH-TG/H 112a/b

H H
N
K W
N
(0] H O
PN N NHR
N N
H 0] H 0]
112a, R=TG
112b,R=H

Synthese auf TentaGel 112a
Das Peptid wurde mit Hilfe des Peptidsynthesizers hergestellt und dabei wurden 200 mg
TentaGel Harz (0.09 mmol, 1.0 eq) verwendet. Die freien Amine wurden nach Prozedur C

acetyliert und die Seitenkettenschutzgruppen nach Prozedur D entschiitzt.

Synthese auf Rink Amid Harz 112b

Das Peptid wurde mit Hilfe des Peptidsynthesizers hergestellt und dabei wurden 200 mg Rink
Amid Harz (0.14 mmol, 1.0 eq) verwendet. Die freien Amine wurden nach Prozedur C
acetyliert. AnschlieBend wurde das Peptid laut Prozedur E abgespalten, mit Hilfe von Et,O
gefillt und man erhielt 55.0 mg (quant.).

C16H22N304 390.40 g/l’l’lOl
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"H-NMR (400.0 MHz, CD;0D, 25°C): 6 (ppm) = 8.81 (s, 2H, CHyny), 7.37 (d, J = 10.8 Hz,
2H, CHimi), 4.72 (dd, J = 8.5 Hz, 4.7 Hz, 1H, CHa 1), 4.61 (t, J = 6.9 Hz, 1H, CHa. 43s), 3.89
(g, J = 16.7 Hz, 2H, CH, a1,), 3.31 (m, 2H, CH,P 1is), 3.14 (dq, J = 15.4 Hz, 8.5 Hz, 2H, CH,p
His), 1.98 (s, 3H, CHj ao);

BC-NMR (100.6 MHz, CD;OD, 25°C): 6 (ppm) = 174.4/173.8/171.8 (CO), 135.0/134.9
(Cqumi), 131.1/131.0 (CHypi), 118.6/118.5 (CHymi), 53.9 (CHa i), 53.4 (CHat i), 43.7 (CHa
Gly)> 27.9 (CHaP i), 27.7 (CHaB nis), 22.6 (CH; ac);

ESI-MS m/z: berechnet: 390.40; gefunden: 391.3 [M+H]".

15.23 Ac-D-His-Pro-Aib-L-Asp-NH-TG/H 113a/b

113a, R =TG
113b,R=H

Synthese auf TentaGel 113a
Das Peptid wurde mit Hilfe des Peptidsynthesizers hergestellt und dabei wurden 200 mg
TentaGel Harz (0.09 mmol, 1.0 eq) verwendet. Die freien Amine wurden nach Prozedur C

acetyliert und die Seitenkettenschutzgruppen nach Prozedur D entschiitzt.

Synthese auf Rink Amid 113b

Das Peptid wurde mit Hilfe des Peptidsynthesizers hergestellt und dabei wurden 200 mg Rink
Amid Harz (0.14 mmol, 1.0 eq) verwendet. Die freien Amine wurden nach Prozedur C
acetyliert. AnschlieBend wurde das Peptid laut Prozedur E abgespalten und mit Hilfe von
Et,0 gefillt und man erhielt 70.0 mg (quant.).

C21H31N707 493.51 g/mol
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"H-NMR (400.0 MHz, CD;0D, 25°C): & (ppm) = 8.80 (s, 1H, CHini), 7.39 (s, 1H, CHiny),
4.67 (m, 2H, CHo. pgp, CHL 1is), 4.28 (t, J = 7.3 Hz, 1H, CHa pro), 3.72 (m, 1H, CH>3 pyo), 3.62
(m, 1H, CHbS pro), 3.21 (dd, J= 15.1 Hz, 5.6 Hz, 1H, CHbP mis), 3.06 (dd, J= 15.4 Hz, 8.2 Hz,
1H, CH>p 1is), 2.95 (dd, J = 16.7 Hz, 5.6 Hz, 1H, CHB asp), 2.81 (dd, J = 16.7 Hz, 7.6 Hz,
1H, CHoB agp)s 2.26 (m, 1H, CH:P pro), 2.10 (m, 1H, CH:p pro), 1.97 (m, SH, CH ac, CHaY pro),
1.48 (s, CHs app), 145 (s, CHx ap):;

BC.NMR (100.6 MHz, CD;0D, 25°C): § (ppm) = 176.8/175.8/174.7/174.6/173.1/170.9
(CO), 134.9 (CHimi), 131.1 (Cqimi), 118.8 (CHimi), 62.9 (CHd. pro), 58.2 (CHd. is), 57.9 (CHa
asp)> 51.9 (Cq i), 36.4 (CHaB agp), 30.6 (CH2 pro), 27.8 (CHaPB is), 26.2 (CHaf pro), 25.6
(CHaY pro), 25.6 (CH; apb), 25.4 (CH; app), 22.4 (CH; ac);

ESI-MS m/z: berechnet: 493.51; gefunden: 494.2 [M+H]".

15.24 Ac-D-His-Gly-D-Asp-NH-TG/H 114a/b

HN
1 0
§\/N >~0H

o I . o ¢
“__N “__NHR

)L”A[Or QLHAI)(

114a, R =TG
114b, R =H

Synthese auf TentaGel 114a
Das Peptid wurde mit Hilfe des Peptidsynthesizers hergestellt und dabei wurden 200 mg
TentaGel Harz (0.09 mmol, 1.0 eq) verwendet. Die freien Amine wurden nach Prozedur C

acetyliert und die Seitenkettenschutzgruppen nach Prozedur D entschiitzt.

Synthese auf Rink Amid Harz 114b

Das Peptid wurde mit Hilfe des Peptidsynthesizers hergestellt und dabei wurden 200 mg Rink
Amid Harz (0.14 mmol, 1.0 eq) verwendet. Die freien Amine wurden nach Prozedur C
acetyliert. AnschlieBend wurde das Peptid laut Prozedur E abgespalten, mit Hilfe von Et,O
gefillt und man erhielt 63.7 mg (quant.).
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C14H20N606 368.35 g/l’l’lOl

"H-NMR (400.0 MHz, CD;0D, 25°C): & (ppm) = 8.78 (s, 1H, CHyni), 7.38 (s, 1H, CHiny),
4.76 (dd, J = 7.3 Hz, 5.6 Hz, 1H, CHa. 1), 4.70 (t, J = 6.1 Hz, 1H, CHa asp), 3.92 (s, 2H, CH,
Gly), 3.24 (dd, J = 16.6 Hz, 5.8 Hz, 1H, CH,p 1), 3.15 (dd, J = 14.9 Hz, 6.6 Hz, 1H, CHyp
His), 2.87 (dd, J = 16.9 Hz, 5.3 Hz, 2H, CHoP 1is, CHaP asp), 2.76 (dd, J = 16.9 Hz, 7.6 Hz, 1H,
CH>B asp)s 1.98 (s, 3H, CHj ac);

BC.NMR (100.6 MHz, CD;OD, 25°C): & (ppm) = 174.0/173.6/172.9/171.8 (CO), 135.1
(CHimi), 130.8 (Cqmi), 118.8 (CHimi), 53.7 (CHa is), 51.2 (CHa asp), 43.6 (CHz aiy), 36.7

(CHzf) Asp); 28.0 (CHzf) His), 22.6 (CH3 Ac);

ESI-MS m/z: berechnet: 368.35; gefunden: 369.1 [M+H]".

15.25 Ac-L-His-Pro-Gly-D-Asp-NH-TG/H 115a/b

§
| (0]
NN NHR
HN o
0] N /—<
)\\N | NH O OH
H o)
115a, R=TG
115b, R =H

Synthese auf TentaGel 115a
Das Peptid wurde mit Hilfe des Peptidsynthesizers hergestellt und dabei wurden 200 mg
TentaGel Harz (0.09 mmol, 1.0 eq) verwendet. Die freien Amine wurden nach Prozedur C

acetyliert und die Seitenkettenschutzgruppen nach Prozedur D entschiitzt.

Synthese auf Rink Amid 115b

Das Peptid wurde mit Hilfe des Peptidsynthesizers hergestellt und dabei wurden 200 mg Rink
Amid Harz (0.14 mmol, 1.0 eq) verwendet. Die freien Amine wurden nach Prozedur C
acetyliert. Anschlieend wurde das Peptid laut Prozedur E abgespalten und mit Hilfe von

Et,0O gefillt und man erhielt 67.2 mg (quant.).
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C19H27N7072 465.46 g/l’l’lOl

"H-NMR (400.0 MHz, CD;OD, 25°C): d (ppm) = 8.79 (s, 1H, CHini), 7.43 (s, 1H, CHmy),
4.97 (t,J = 6.8 Hz, 1H, CHa. 1), 4.80 (dd, J = 8.3 Hz, 5.6 Hz, 1H, CHa asp), 4.35 (1, J = 7.1
Hz, 1H, CHa pr), 4.05 (d, J = 16.6 Hz, 1H, CH> giy), 3.83 (m, 1H, CH>6 pro), 3.77 (d, J = 16.6
Hz, 1H, CH: giy), 3.50 (m, 1H, CH>8 pr), 3.20 (dd, J = 15.1 Hz, 6.8 Hz, 1H, CH,p uis), 3.07
(dd, J = 15.1 Hz, 6.8 Hz, 1H, CH,p nis), 2.94 (dd, J = 16.9 Hz, 5.3 Hz, 1H, CH Asp), 2.83
(dd, J=16.7 Hz, 8.3 Hz, 1H, CHB asp), 2.25 (m, 1H, CH>B pro), 2.08 (m, 1H, CH>P pro), 1.97
(m, 5SH, CH3 ac, CHYY pro);

BC-NMR (100.6 MHz, CD;0D, 25°C): ¢ (ppm) = 175.7/174.1/173.1/171.6/170.9 (CO),
135.2 (CHimi), 130.4 (Cqimi), 119.1 (CHimi), 62.4 (CHa. pro), 51.7 (CHa 1), S1.1 (CHa agp),
43.9 (CH; giy), 36.7 (CH2P asp), 30.7 (CH20 pro), 27.6 (CHaP his), 26.3 (CH2P pro), 25.0 (CHay
Pro), 22.3 (CHj ac);

ESI-MS m/z: berechnet: 465.46; gefunden: 466.2 [M+H]".

15.26 Ac-L-Asp-p-Ala-D-His-NH-TG/H 116a/b

N
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©  l16aR=TG

HO 116b, R = H
Synthese auf TentaGel 116a
Das Peptid wurde mit Hilfe des Peptidsynthesizers hergestellt und dabei wurden 200 mg
TentaGel Harz (0.09 mmol, 1.0 eq) verwendet. Die freien Amine wurden nach Prozedur C

acetyliert und die Seitenkettenschutzgruppen nach Prozedur D entschiitzt.

Synthese auf Rink Amid Harz 116b
Das Peptid wurde mit Hilfe des Peptidsynthesizers hergestellt und dabei wurden 200 mg Rink

Amid Harz (0.14 mmol, 1.0 eq) verwendet. Die freien Amine wurden nach Prozedur C
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acetyliert. AnschlieBend wurde das Peptid laut Prozedur E abgespalten, mit Hilfe von Et,O
gefillt und man erhielt 54.0 mg (quant.).

C15H22N¢O6 382.37 g/mol

'H-NMR (400.0 MHz, CD;0D, 25°C): & (ppm) = 8.81 (s, 1H, CHin), 7.34 (s, 1H, CHinm),
471 (dd, J = 8.1 Hz, 5.8 Hz, 1H, CHo. 1), 4.61 (dd, J = 7.8 Hz, 6.3 Hz, 1H, CHa. aqp), 3.44
(m, 2H, CH paw), 3.28 (dd, J = 15.4 Hz, 5.6 Hz, 2H, CHop asp), 3.07 (dd, J = 15.4 Hz, 8.1 Hz,
OH, CHp aep)s 2.80 (dd, J = 16.6 Hz, 5.6 Hz, 2H, CHp i), 2.68 (dd, J = 16.9 Hz, 7.8 Hz,
2H, CHp i), 2.41 (dt, J = 6.8 Hz, 2.2 Hz, 2H, CHy o), 1.99 (s, 3H, CH ao);

BC.NMR (100.6 MHz, CD;OD, 25°C): & (ppm) = 174.0/173.9/173.5/173.3 (CO), 134.9
(Cqum), 1314 (CHim), 118.5 (CHimi), 53.2 (CHot 1i9), 51.6 (CHat asp), 36.9 (CHa poaw), 36.5
(CH3 p-ala), 28.0 (CH2P ser), 22.6 (CH3 Ac);

ESI-MS m/z: berechnet: 382.37; gefunden: 383.2 [M+H]".

15.27 Ac-D-His-rac-ACHC-L-Phe-NH-TG/H 117a/b

0O
} H
H 0 B
117a, R =TG

117b,R=H

Synthese auf TentaGel 117a

Fiir die Synthese wurden 200 mg TentaGel Harz (0.09 mmol, 1.0 eq) verwendet und die
Aminosduren wurden nach Prozedur A2 gekuppelt, die Fmoc-Gruppe nach Prozedur B
entschiitzt und die freien Amine nach Prozedur C acetyliert und die

Seitenkettenschutzgruppen nach Prozedur D entschiitzt.



Experimenteller Teil 245

Synthese auf Rink Amid Harz 117b

Fiir die Synthese wurden 200 mg Rink Amid Harz (0.14 mmol, 1.0 eq) verwendet und die
Aminosduren wurden nach Prozedur A2 gekuppelt, die Fmoc-Gruppe nach Prozedur B
entschiitzt und die freien Amine nach Prozedur C acetyliert. AnschlieBend wurde das Peptid
laut Prozedur E abgespalten, mit Hilfe von Et;O gefillt und man erhielt 50.4 mg (76%t)

eines Diastereomeren Gemisches.
C24H32N604 468.55 g/mol

H-NMR (400.0 MHz, CD;0D, 25°C): § (ppm) = 8.75 (s, 1H, CHym), 7.21 (m, 7H, CHymi,
AtHpne), 4.63 (m, 2H, CHa i) 4.52 (m, 2H, CHa pre), 3.97 (dt, J = 11.1 Hz, 3.8 Hz, 1H, CHp
aco), 3.83 (dt, J = 11.6 Hz, 3.8 Hz, 1H, CHB acuc). 3.19 (m, 4H, CHB 1), 2.96 (m, 3H,
CH>P 1), 2.70 (dd, J = 15.4 Hz, 6.3 Hz, 1H, CH>p 1y), 2.26 (m, 2H, CHa ache), 1.99 (s, 3H,
CH; ac), 1.95 (s, 3H, CH3 ac), 1.87 (m, 2H, CH> acuc), 1.77 (m, SH, CH, acuc), 1.58 (m, 1H,
CH, acnc), 1.30 (m, 8H, CH> acnc);

BC-NMR (100.6 MHz, CD;0D, 25°C): 6 (ppm) = 171.0 (CO), 138.8 (Cqphe), 138.3 (Cqphe),
134.8 (Cqumi), 130.3 (CHy), 129.5 (CHar phe), 127.9 (CHar phe), 123.4 (CHar pre), 118.8
(CHimi), 55.2 (CH. pre), 55.0 (CHa phe), 53.1 (CHat 1is), 52.9 (CHat pyis), 50.9 (CHar acnic), 50.5
(CHB acic). 38.9 (CHap pre). 383 (CHaP pre). 33.5 (CHa acic). 33.1 (CHa acno), 31.2 (CHa
actc), 30.5 (CHa acnc), 28.7 (CHoP wis), 28.2 (CHaP his), 26.0 (CHa acnc), 25.9 (CHa acho),
22.8 (CHj ac), 22.5 (CHj ao);

ESI-MS m/z: berechnet: 468.55; gefunden: 469.3 [M+H]".
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15.28 Ac-D-His-Gly-L-Tyr-NH-TG/H 118a/b

HN
§:\r\\1 OH
1L
“__N NHR
)

0]

118a, R=TG
118b, R =H

Synthese auf TentaGel 118a
Das Peptid wurde mit Hilfe des Peptidsynthesizers hergestellt und dabei wurden 200 mg
TentaGel Harz (0.09 mmol, 1.0 eq) verwendet. Die freien Amine wurden nach Prozedur C

acetyliert und die Seitenkettenschutzgruppen nach Prozedur D entschiitzt.

Synthese auf Rink Amid Harz 118b

Das Peptid wurde mit Hilfe des Peptidsynthesizers hergestellt und dabei wurden 200 mg Rink
Amid Harz (0.14 mmol, 1.0 eq) verwendet. Die freien Amine wurden nach Prozedur C
acetyliert. AnschlieBend wurde das Peptid laut Prozedur E abgespalten, mit Hilfe von Et,O
gefillt und man erhielt 63.7 mg (quant.).

C19H24N6Os5 416.43 g/mol

H-NMR (400.0 MHz, CD;OD, 25°C): & (ppm) = 8.78 (s, 1H, CHmy), 7.36 (s, 1H, CHim),
7.07 (d, J = 8.1 Hz, 2H, AtHzy), 6.69 (d, J = 7.8 Hz, 2H, ArHry), 4.63 (t, J = 6.3 Hz, 1H,
CHa. uis), 4.53 (dd, J=9.6 Hz, 5.1 Hz, 1H, CHoa. 1), 3.90 (d, J = 16.6 Hz, 2H, CH> qiy), 3.74
(d, J = 16.6 Hz, 2H, CH: a1y), 3.24 (dd, J = 14.9 Hz, 6.1 Hz, 1H, CHs 1), 3.11 (dd, J = 15.4
Hz, 6.6 Hz, 2H, CHap 1is, CHo 1), 2.81 (dd, J = 14.2 Hz, 9.6 Hz, 1H, CHs 1y0), 1.98 (s, 3H,
CH; ac);

BC-NMR (100.6 MHz, CD;0D, 25°C): § (ppm) = 178.3/173.5/171.9 (CO), 153.9 (CHa
OH), 135.0 (CHimi), 131.3 (Cqumi), 131.0 (Cqryr), 130.8 (CHar 1yr), 118.8 (CHimi), 116.3 (CHar
Tyr), 56.4 (CHOL 1yr), 53.7 (CHat 1is), 45.6 (CH, Giy), 38.7 (CHoP 14r), 28.0 (CHaf pis), 22.6 (CHs

Ac);

ESI-MS m/z: berechnet: 416.43; gefunden: 417.2 [M+H]".
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15.29 Ac-D-His-L-Tyr-NH-TG/H 119a/b
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Synthese auf TentaGel 119a
Das Peptid wurde mit Hilfe des Peptidsynthesizers hergestellt und dabei wurden 200 mg
TentaGel Harz (0.09 mmol, 1.0 eq) verwendet. Die freien Amine wurden nach Prozedur C

acetyliert und die Seitenkettenschutzgruppen nach Prozedur D entschiitzt.

Synthese auf Rink Amid Harz 119b

Das Peptid wurde mit Hilfe des Peptidsynthesizers hergestellt und dabei wurden 200 mg Rink
Amid Harz (0.14 mmol, 1.0 eq) verwendet. Die freien Amine wurden nach Prozedur C
acetyliert. AnschlieBend wurde das Peptid laut Prozedur E abgespalten, mit Hilfe von Et,O
getillt und man erhielt 50.0 mg (quant.).

C17H21N504 359.35 g/l’l’lOl

"H-NMR (400.0 MHz, CD;0D, 25°C): & (ppm) = 8.71 (s, 1H, CHyny), 7.05 (d, J = 8.6 Hz,
3H, AtHryr, CH 1), 6.68 (d, J = 8.6 Hz, 2H, ArHryy), 4.60 (t, J = 6.3 Hz, 1H, CHu. 1y55), 4.54
(dd, J = 9.6 Hz, 4.8 Hz, 1H, CHa 1), 3.10 (m, 2H, CHoB i), 2.89 (dd, J = 15.6 Hz, 7.3 Hz,
2H, CH, 1y1), 2.76 (dd, J = 14.1 Hz, 9.8 Hz, 2H, CHo 1y), 1.94 (s, 3H, CHj ac);

BC-NMR (100.6 MHz, CDs0D, 25°C): § (ppm) = 173.5/171.9 (CO), 157.4 (CHa~-OH),
134.8 (CHymi), 131.3 (Cqumi), 129.3 (Cqryr), 128.3 (CHar 1yr), 118.3 (CHimi), 116.3 (CHar 140),

56.0 (CHa 1yr), 53.7 (CHat 1is), 38.7 (CHaP 1yr), 28.1 (CH2P 1is), 22.5 (CH3 ac);

ESI-MS m/z: berechnet: 359.35; gefunden: 360.2 [M+H]".
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15.30 Ac-D-His-L-His-NH-TG/H 120a/b
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Synthese auf TentaGel 120a
Das Peptid wurde mit Hilfe des Peptidsynthesizers hergestellt und dabei wurden 200 mg
TentaGel Harz (0.09 mmol, 1.0 eq) verwendet. Die freien Amine wurden nach Prozedur C

acetyliert und die Seitenkettenschutzgruppen nach Prozedur D entschiitzt.

Synthese auf Rink Amid Harz 120b

Das Peptid wurde mit Hilfe des Peptidsynthesizers hergestellt und dabei wurden 200 mg Rink
Amid Harz (0.14 mmol, 1.0 eq) verwendet. Die freien Amine wurden nach Prozedur C
acetyliert. AnschlieBend wurde das Peptid laut Prozedur E abgespalten, mit Hilfe von Et,O
gefillt und man erhielt 50.0 mg (quant.).

C14H19N703 333.35 g/mol

"H-NMR (400.0 MHz, CDsOD, 25°C): ¢ (ppm) = 8.80 (s, 2H, CHyni), 7.34 (d, J = 5.1 Hz,
2H, CHni), 4.70 (dd, J = 8.8 Hz, 5.4 Hz, 1H, CHu. i), 4.59 (dd, J = 8.5 Hz, 5.4 Hz, 1H, CHa
His), 3.25 (m, 2H, CHoP nis), 3.10 (dq, J = 8.8 Hz, 6.3 Hz, 2H, CHsp 1is), 1.96 (s, 3H, CH; ac);
BC-NMR (100.6 MHz, CD;OD, 25°C): 6 (ppm) = 174.4/173.9/172.5 (CO), 135.1/135.0
(Cqmi), 131.3/131.2 (CHymi), 118.4/118.3 (CHimi), 54.0 (CHa. 1is), 53.4 (CHa is), 27.9 (CH,f

His)> 27.5 (CH2P i), 22.5 (CH3 ac);

ESI-MS m/z: berechnet: 333.35; gefunden: 334.2 [M+H]".
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15.31 Ac-L-Cys-Gly-L-Ala-NH-TG/H 121a/b
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Synthese auf TentaGel 121a
Das Peptid wurde mit Hilfe des Peptidsynthesizers hergestellt und dabei wurden 200 mg
TentaGel Harz (0.09 mmol, 1.0 eq) verwendet. Die freien Amine wurden nach Prozedur C

acetyliert und die Seitenkettenschutzgruppen nach Prozedur D entschiitzt.

Synthese auf Rink Amid Harz 121b

Das Peptid wurde mit Hilfe des Peptidsynthesizers hergestellt und dabei wurden 200 mg Rink
Amid Harz (0.14 mmol, 1.0 eq) verwendet. Die freien Amine wurden nach Prozedur C
acetyliert. AnschlieBend wurde das Peptid laut Prozedur E abgespalten, mit Hilfe von Et,O
gefillt und man erhielt 40.0 mg (quant.).

C10H13N404S 290.34 g/mol

TH-NMR (400.0 MHz, d¢-DMSO, 25°C): § (ppm) = 4.32 (dd, J = 7.3 Hz, 5.6 Hz, 1H, CHa
cys), 4.17 (q, J = 7.2 Hz, 1H, CHu. o), 3.71 (d, J = 4.1 Hz, 2H, CH, a1,), 2.77 (dd, J = 13.6
Hz, 5.4 Hz, 1H, CHyP ¢ys), 2.66 (dd, J = 13.6 Hz, 7.6 Hz, 1H, CHap ¢ys), 1.88 (s, 3H, CHj o),

1.20 (2s, 3H, CH; an);

BC-NMR (100.6 MHz, d¢-DMSO, 25°C): & (ppm) = 174.0/170.3/169.7/168.1 (CO), 55.2
(CH(X Cys); 47.7 (CH(X Ala), 41.9 (CH2 Gly), 25.7 (CHzf) Cys); 22.4 (CH3 Ac), 18.1 (CH3 Ala);

ESI-MS m/z: berechnet: 290.34; gefunden: 313.3 [M+Na]".
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15.32 Ac-L-Asp-rac-ACHC-L-Tyr-NH-TG/H 122a/b
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Synthese auf TentaGel 122a

Fiir die Synthese wurden 200 mg TentaGel Harz (0.09 mmol, 1.0 eq) verwendet und die
Aminosduren wurden nach Prozedur A2 gekuppelt, die Fmoc-Gruppe nach Prozedur B
entschiitzt. die freien Amine nach Prozedur C acetyliert und die Seitenkettenschutzgruppen

nach Prozedur D entschiitzt.

Synthese auf Rink Amid Harz 122b

Fiir die Synthese wurden 200 mg Rink Amid Harz (0.14 mmol, 1.0 eq) verwendet und die
Aminosduren wurden nach Prozedur A2 gekuppelt, die Fmoc-Gruppe nach Prozedur B
entschiitzt und die freien Amine nach Prozedur C acetyliert. AnschlieBend wurde das Peptid
laut Prozedur E abgespalten, mit Hilfe von Et,O gefillt und man erhielt 47.3 mg (76%) eines

Diastereomeren Gemisches.
C22H30N407 462.50 g/l’l’lOl

'H-NMR (400.0 MHz, d¢-DMSO, 25°C): 6 (ppm) = 6.97 (d, J = 6.3 Hz, 4H, ArHry), 6.61 (d,
J =179 Hz, 4H, ArHry), 4.50 (t, J = 6.6 Hz, 1H, CHa. 1y,), 4.44 (dd, J = 9.5 Hz, 3.8 Hz, 1H,
CHo. 1y,), 4.32 (dd, J = 8.5 Hz, 4.7 Hz, 1H, CH. agp), 4.26 (t, J = 7.2 Hz, 1H, CHu. ag), 3.72
(dt, J = 11.0 Hz, 3.8 Hz, 1H, CHB acnc), 3.55 (dt, J= 11.0 Hz, 3.8 Hz, 1H, CHP acuc), 2.92
(dd, J = 13.8 Hz, 4.7 Hz, 1H, CH,p 1y), 2.77 (dd, J = 13.2 hz, 7.6 Hz, 1H, CH,p 1y1), 2.64 (m,
4H, CHoP 1yr, CHP agp), 2.36 (m, 2H, CHLP ap), 2.20 (m, 2H, CHa. acuc), 1.75 (brs, 7H, CH,
acics CHs ao), 1.55 (m, 6H, CHy acic), 1.37 (m, 1H, CH> acnc), 1.13 (m, 8H, CH achc);

BC-NMR (100.6 MHz, d¢-DMSO, 25°C): § (ppm) = 172.6/172.5/171.6/171.5/169.6/169.0
(CO), 155.5 (Car-OH), 130.0 (CHar 1y1), 129.9 (CHar 1yr), 128.0 (Cqryr), 127.9 (Cqryr), 114.8
(CHar 1y1), 114.6 (CHar 1yr), 54.1 (CHa 141, 54.0 (CHat 1y), 53.5 (CHut aqp), 53.4 (CHa agp),
49.4 (CHa. achc), 48.9 (CHP achc), 36.9 (CHB 1y), 36.7 (CHaB 1yr), 36.6 (CHB agp), 36.3
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(CH2B asp), 32.1 (CH2 acnc), 32.0 (CHy acuc), 28.9 (CHz achc), 28.6 (CHy acne), 24.4 (CHa
AcHC), 24.3 (CHy acuc), 24.3 (CHy acuc), 24.2 (CHz acuc), 22.4 (CHj ac), 22.3 (CHj ac);

ESI-MS m/z: berechnet: 462.50; gefunden: 575.7 [M+TFA]".
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16. Rezeptoren zur Untersuchung des Einflusses von hydrophoben

Bausteinen

16.1 Synthese des Rezeptors 7

16.1.1 Kupplung von Bernsteinsiaure-anhydrid

O-DR
N
Fmoc—(L-Asp(OtBu))>—N 3
H -
(0]
N—{H
o ') 1) TAEA, CH,Cl,, DMF
H o —N 2) Suc,0, CH,Cl»
e 3) TFA/ CH,Cl,
Fmoc—(L-Asp(OtBu))z—N\)LN.:‘ 0-DR
: H
88
H
NI
O-DR Suc—L-Asp—L-Asp—N .
H
(0]
N—{H
(0] (0]
H-y—N

o]
H N\
Suc—L-Asp —L-ASIO—N\)J\N-‘
: H

7

O-DR

100.00 mg (0.04 mmol, 1.0 eq) des Fmoc geschiitzten Precursors 88 wurden in 5 mL einer
Mischung aus 5:2 CH,Cl,/DMF (v/v) gelost und mit 0.21 mL (1.44 mmol, 30 eq) TAEA
versetzt. Die Mischung wurde 1 h bei RT geriihrt und anschlieBend 0.1 M Na-Phosphat-
Puffer (pH 5.5) (2 x 100 mL) und CH,Cl, extrahiert, die organischen Phasen wurden mit ges.
NaCl-Losung gewaschen, liber Na,SO4 getrocknet und das Losungsmittel i. V. entfernt. Der
Riickstand wurde in 2 mL abs. CH,Cl, gelost, mit 96.00 mg (0.96 mmol, 20.0 eq)
Bernsteinsdure-Anhydrid versetzt und 1.5 h bei RT geriihrt. AnschlieBend wurde die
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Mischung mit 0.1 M Na-Phosphat-Puffer (pH 5.5) (2 x 100 mL) und CH,Cl, extrahiert. Die
vereinten organischen Phasen wurden mit ges. NaCl-Losung gewaschen, iiber Na,SO4
getrocknet und das Losungsmittel i. V. entfernt. Zur Reinigung wurde liber Kieselgel gesault
(CH,Cly/ MeOH Gradient von 99.5:0.5 bis 96:4 (v/v)) mit 0.5% AcOH), alle Fraktionen mit
0.1 M Na-Phosphat-Puffer (pH 5.5) extrahiert und man erhielt 27.50 mg (0.01 mmol, 27%)

des Bernsteinsdure-funktionalisierten Rezeptors.

C100H126N15028 2026.27 g/mol
DC CH,CIl,/MeOH (9:1); R¢: 0.60
MALDI-ToF m/z: berechnet: 2026.27; gefunden: 2027.0 [M]".

16.1.2 Entschiitzung der Seitenketten-Schutzgruppen

27.50 mg (0.01 mmol, 1.0 eq) des Bernsteinsdure-funktionalisierten Rezeptors wurden in 6
mL einer 1:2 Mischung aus CH,Cl,/ TFA (v/v) gelost und 1 h bei RT geriihrt. Das
Losungsmittel wurde 1. V. entfernt und der Riickstand mit Et,O gewaschen. Man erhielt 25.80

mg (0.01 mmol, quant.) des gewiinschten Suc-Rezeptors 7.
C34H94N18028 1802.65 g/l’l’lOl
DC CH,Cl1,/MeOH (9:1); R¢: 0.14

"H NMR (500.1 MHz, d¢-DMSO, 25°C):  (ppm) = 8.35 (d, J = 8.5 Hz, 4H, ArHpy), 8.27 (d,
J=7.3 Hz, 2H; NHag), 8.15 (d, J = 6.9 Hz, 2H; NHy,), 8.06 (d, J = 6.4Hz, 2H; NHpy,), 7.92
(d, J = 8.5 Hz, 4H, ArHpg), 7.84 (d, J = 8.5 Hz, 4H, ArHpg), 7.67 (d, J = 7.3 Hz, 2H; NHryy),
7.08 (d, J = 8.6Hz, 4H, ArHr,), 6.94 (d, J = 8.5 Hz, 4H, ArHpg), 6.83 (d, J = 8.6Hz, 4H,
ArHry), 4.54 (yd, J = 6.0 Hz, 2H, CHa. o), 4.46 (yd, J = 6.3 Hz, 2H, CHa. agp), 4.30 (m, 4H,
CHO. 1yr, CHO. pro), 4.14 (s, 6H, NCH,CH,0, CHy pro), 3.84 (s, 4H, NCH,CH,0), 3.60 (m, 4H,
CHS pro), 3.49 (m, 4H, NCH>CH3), 3.17 (d, J = 11.0 Hz, 2H, CH3' py), 2.88 (m, 2H, CHoB
1), 2.77 (m, 2H, CHyB' 1y1), 2.66 (dt, J = 11.7 Hz, 5.1 Hz, 4H, CHB ayp), 2.40 (m, 8H,
COCH,CH,CO, CHoP' agpy CHLP’ asp), 2.36 (m, 4H, COCH,CH,CO), 2.14 (m, 2H, CHoP pro),
1.86 (m, 2H, CH>P' pro), 1.18 (m, 6H, NCH,CHs);
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3C NMR (125.8 MHz, de-DMSO, 25°C): & (ppm) = 173.8/171.8/171.5/170.9/170.2/169.9/
169.4/167.1/166.8 (CO), 156.8 (CHA~OH), 156.2/151.6/146.7/142.7 (Car pr), 130.2 (Car 1y1),
130.1 (CHar 1yr), 126.1 (CHar pr), 124.9 (CHa, pr), 122.4 (CHar pr), 113.9 (CHar 1), 111.6
(CHar 1yr), 65.1 (NCH,CH,0), 58.0 (CHOL pro), 54.2 (CHat 1), 50.3 (CHS pro), 49.6/49.5 (CHa
Asp)> 49.0 (NCH,CH,0), 47.5 (CHy pro), 46.7 (NCH,CH;), 37.3 (CH,B 1yr), 35.9/35.4 (CH,B
Asp)s 33.0 (CHB pro) , 29.8 (COCH,CH,CO), 28.9 (COCH,CH,CO), 12.0 (NCH,CH;);

MALDI-ToF m/z: berechnet: 1802.65; gefunden: 1803.0 [M]", 1827.0 [M+Na]".

16.2 Synthese des Rezeptors 8

16.2.1 Synthese des Azo Derivates 124

QN 2-Bromethanol, K,CO5 QN\
N OH > N (0]

DMF \_\

OH
123 124

5.00 g (25.22 mmol, 1.0 eq) 4-Phenylazophenol wurden in 25 mL DMF gel6st und mit 3.22
mL (45.84 mmol, 1.8 eq) 2-Bromethanol und 10.43 g (97.68 mmol, 3.8 eq) K,CO; versetzt.
Die Mischung wurde 16 h bei 80°C geriihrt und anschlieBend mit 120 mL einer 0.5 M NaOH
Losung versetzt und mit Et;O (3 x 150 mL) extrahiert. Zur Reinigung wurde {iber Kieselgel
gesdult (Et,O) und man erhielt 2.30 g (9.49 mmol, 38%) von Verbindung 124.

C14H14N202 24211 g/mol
DC Et,0; R¢: 0.71
"H-NMR (400.0 MHz, CDCls, 25°C): é(ppm) = 7.92 (d, J = 8.4 Hz, 2H, ArH), 7.88 (d, J =

7.6 Hz, 2H, ArH, 7.50 (t, J = 7.6 Hz, 2H, ArH), 7.44 (t,J = 6.8 Hz, 1H, ArH), 7.03 (d, J = 8.4
Hz, 2H, ArH), 4.17 (m, 2H, CH>), 4.01 (m, 2H, CH>) ;
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BC-NMR (100.6 MHz, CDCls, 25°C): S(ppm) = 161.1/152.7/147.2 (Cqar), 130.4/129.0/
124.8/122.6/114.8 (CHy,), 65.4 (O-CH,-CH,-OH), 61.5 (O-CH,-CH,-OH);

MALDI-ToF m/z: berechnet: 242.11; gefunden: 243.0 [M+H]".

16.2.2 N-Boc-L-Tyr(Azo)-OCH; 125

OH O-Azo

Azo-OH, PPh; DIAD

OCH Toluol OCH
BocHN 3 BocHN/\”/ 3
(@]

86 125

HO

Azo-OH: \_\O@NN@

2.69 g (9.04mmol, 1.0 eq) N-Boc-L-Tyr-OCHs, 2.19 g (9.04 mmol, 1.0 eq) Azo-OH und
2.37 g (33.97 mmol, 1.0 eq) PPh; wurden in 100 mL Toluol geldst und mit 2.27 mL (11.76
mmol, 1.3 eq) DIAD versetzt. Die Mischung wurde 20 h bei RT geriihrt und anschlieend
wurde das Losungsmittel 1. V. entfernt. Zur Reinigung wurde iiber Kieselgel gesdult (Et,O)
und man erhielt 4.31 g (8.30 mmol, 91%) von Verbindung 125 als orangen Feststoff.

C29H31N306 519.24 g/mol
DC Et,0; R¢: 0.82

"H-NMR (400.0 MHz, CDCls, 25°C): d(ppm) = 7.92 (m, 2H, ArHa,), 7.87 (d, J = 7.5 Hz,
2H, AtHaz), 7.50 (t, J = 7.3 Hz, 2H, ArHaz), 7.43 (m, 1H, ArHay,), 7.06 (d, J = 9.2 Hz, 2H,
ArHyz), 6.89 (d, J = 8.6 Hz, 2H, ArHry), 6.75 (d, J = 8.6 Hz, 2H, ArHry,), 4.53 (t, J = 6.3
Hz, 1H, CHa), 4.40 (t, J = 4.6 Hz, 2H, O-CH,-CH,-OH) 4.33 (t, J = 4.6 Hz, 2H, O-CH,-CH>-
OH), 3.70 (s, 3H, OCHz), 3.01 (m, 2H, CH>B), 1.41 (s, 9H, ‘Bu);
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BC-NMR (100.6 MHz, CDCls, 25°C): ¢ (ppm) = 172.3 (CO,CH3), 161.0 (COgoc), 159.3/
156.3/155.1/152.7/147.2 (Cqas), 130.4/130.3/129.0/124.7/122.6/114.8/114.7 (CHa,), 79.9
(C(CH3)3), 66.7 (O-CH,-CH,-OH), 66.4 (O-CH,-CH,-OH), 54.5 (CHa), 52.2 (CO,CH3), 37.5
(CH,B), 28.3 (C(CHa)3);

ESI-MS m/z: berechnet: 519.24; gefunden: 542.2 [M+Na]".

16.2.3 N-Boc-L-Tyr(Azo)-OH 126

O-Azo0 O-Azo
NaOH

—_——

OCHj MeOH/THF

BocHN BocHN/\[(OH
o)

0]

125 126

4.31 g (8.30 mmol, 1.0 eq) N-Boc-L-Tyr(azo)-Methylester 125 wurden in 40 mL einer 1:1
Mischung aus THF/ MeOH (v/v) geldst, mit 0.90 g (22.50 mmol, 2.7 eq) NaOH gelost in
4 mL H,O versetzt und 12 h bei RT geriihrt. Die Reaktionsmischung wurde anschlieBend mit
1 M HCI auf pH 3.0 angesduert und mit CH,Cl, (3 x 200 mL) extrahiert. Die vereinten
organischen Phasen wurden mit ges. NaCl-Losung gewaschen, {iber Na,SO,4 getrocknet. Nach

Entfernen des Losungsmittels i. V. erhielt man 3.55 g (7.02 mmol, 85%) eines orangen

Feststoffes.
C2sH30N306 505.56 g/mol
DC Et,0; R¢: 0.42

TH-NMR (400.0 MHz, CDCls, 25°C):  (ppm) = 7.91 (m, 2H, ArHa,), 7.86 (d, J = 8.4 Hz,
2H, ArHpy,), 749 (t, J = 7.4 Hz, 2H, AtHy,), 7.42 (tt, J = 7.6 Hz, 2.4 Hz, 1H, ArH,,,), 7.04
(dt, J = 8.8 Hz, 2.4 Hz, 2H, ArH,,,), 6.99 (d, J= 7.2 Hz, 2H, ArHry,), 6.87 (d, J = 8.4 Hz, 2H,
ArHry), 5.04 (t, J = 6.3 Hz, 1H, CHa), 4.38 (1, J = 4.0 Hz, 2H, O-CH,-CH,-OH) 4.31 (1,
J=5.6 Hz, 2H, O-CH,-CH>-OH), 3.05 (m, 2H, CH>f), 1.40 (s, 9H, ‘Bu);
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BC-NMR (100.6 MHz, CDCls, 25°C): d (ppm) = 175.6 (CO,H), 161.0 (COg,c), 157.6/155.6/
152.7/147.2 (Cqay), 130.5/130.4/129.0/124.7/122.6/114.8/114.7 (CHa,), 80.1 (C(CHs)3), 66.7
(O-CH,-CH,-OH), 66.3 (O-CH,-CH,-OH), 54.5 (CHa), 37.5 (CH,B), 28.2 (C(CHs););

ESI-MS m/z: berechnet: 505.56; gefunden: 504.4 [M-H]".

16.2.4 Synthese des Templates 127

NHg*CI ¥
- ~IN,
: Boc—L-Tyr(azo) :
N—'H HCTU, Pr,NEt N—'H
o) o) > o) o)
Hie N DMF,CH2C|2 Hree N
H Boc—L-Tyr(azo)—N"
NHs*CI yr(azo) N
84 127

0.20 g (0.89 mmol, 1.0 eq) der Verbindung 84 wurden in 2 mL CH,Cl, geldst und mit einer
Losung aus 1.80 g (3.37 mmol, 4.0 eq) N-Boc-L-Tyr(azo)-OH in 9 mL CH,Cl,, 1.54 g (3.37
mmol, 4.0 eq) HCTU in 2 mL DMF und 0.61 mL (3.37 mmol, 4.0 eq) 'Pr,NEt versetzt und
1 h geriihrt. Die Mischung wurde mit 0.1 M Phosphat-Puffer (pH 5.5) (3 x 100 mL)
gewaschen und mit CH,Cl, extrahiert. Die organischen Phasen wurden mit 0.5 M NaOH
extrahiert, mit ges. NaCl-Losung gewaschen, iiber Na,SO4 getrocknet und das Losungsmittel
i. V. entfernt. Zur Reinigung wurde iiber Kieselgel gesdult (CH,Cl,/ MeOH Gradient von
99.5:0.5 bis 97:3 (v/v)) und man erhielt 0.34 g (0.37 mmol, 42 %) eines orangen Feststoffes.

C66H74N10012 1199.35 g/mol

DC CH,CI,/MeOH (9:1); R¢: 0.45

"H-NMR (500.1 MHz, de-DMSO, 25°C): J (ppm) = 8.26 (s, 2H, NHp,), 7.89 (d, J = 8.8 Hz,
4H, ArHaz), 7.84 (d, J = 7.6 Hz, 4H, ArHa,.), 7.57 (m, 4H, AtHas), 7.52 (m, 4H, ArH,0),

7.18 (d, J = 7.6 Hz, 4H, ArHayo), 7.14 (d, J = 6.6 Hz, 4H, ArHry), 6.89 (d, J = 8.2 Hz, 4H,
ArHry), 6.84 (m, 2H, NHry), 4.41 (m, 4H, O-CH,-CH,-O-5), 4.31 (m, 4H, O-CH,-CH,-O-
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aro), 4.30 (m, 2H, CHa), 421 (m, 2H, CHy), 4.06 (dd, J = 14.2, 7.6 Hz, 2H, CH. 1y,), 3.64
(dd, J = 11.3, 5.4 Hz, 2H, CHS py), 3.2 (m, 2H, CH’ pyo). 2.83 (dd, J = 13.2, 5.7 Hz, 2H,
CHB 1yr), 2.73 (m, 2H, CHB’ 1y), 2.13 (m, 2H, CHB pyo), 1.93 (m, 2H, CHP’ pr), 1.31 (s, 18H,
‘Bu);

BC-NMR (125.8 MHz, d¢-DMSO, 25°C): § (ppm) = 171.5 (CO), 165.7 (Ct pro), 161.1 (Cqar
Azo)s 156.9 (Cqar 1yr), 152.0/146.3 (Cqar Azo)> 130.9 (CHar azo), 130.3 (CHar 1yr), 130.1 (Cqar
Tyr)> 129.4/124.6/122.3/115.2 (CHar azo), 114.1 (CHar 1y1), 77.9 (C(CH3)3), 66.9 (-O-CH,-CH,-
O-Az0), 66.1 (-0-CHp-CH,-0-a,), 58.2 (CHa. pro), 55.8 (CHat 1yr), 50.5 (CH2d pro), 46.9 (CHy
Pro)s 36.9 (CHaP 1yr), 33.3 (CH2P pro), 28.2 (C(CH3)3);

ESI-MS m/z: berechnet: 1199.35; gefunden: 1221.8 [M+Na]".

16.2.5 Kupplungen der Rezeptorarme

(0]
N
HON L-Asp—L-Asp—L-Tyr(azo)”
O
0]

H O/U\/\ﬂ/ L-Asp—L-Asp—L-Tyr(azo)— m\\‘
o)

16.2.5.1 Erste Kupplung

300 mg (0.25 mmol, 1.0 eq) von Verbindung 159 wurden in 8§ mL MeOH geldst und mit
153 mL 4 M HCI in Dioxan versetzt. Die Mischung wurde 1 h bei RT geriihrt und
anschlieBend wurden alle Reagenzien i. V. entfernt. Der Riickstand wurde mit Et,O gefillt,
mit Et;,0O gewaschen und man erhielt das HCI-Salz von 159 als orangen Feststoff. Das Salz
wurde in 5 mL abs. CH,Cl, gelost, mit 1.22 g (2.96 mmol, 4.0 eq) HCTU in 2 mL DMF, 1.22
g (1.63 mmol, 4.0 eq) Fmoc-L-Asp(O'Bu)-OH in 5 mL CH,Cl, und 0.26 mL (1.48 mmol, 2.0
eq) 'Pr,NEt versetzt und 1 h bei RT gerlihrt. AnschlieBend wurde die Mischung mit 0.1 M Na-
Phosphat-Puffer (pH 5.5) und CH,Cl, extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden
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mit ges. NaCl-Losung gewaschen, iiber Na,SO4 getrocknet und das Losungsmittel i. V.
entfernt. Zur Reinigung wurde tiber Kieselgel gesdult (CH,Cl,/ MeOH Gradient von 99.5:0.5
bis 96:4 (v/v)) und man erhielt 337.3 mg (0.19 mmol, 76%) von der Fmoc-L-Asp geschiitzten

Verbindung.

C102H104N12018 1785.99 g/mol

DC CH,Cl,/MeOH (9:1); R¢: 0.44

MALDI-ToF m/z: berechnet: 1785.99; gefunden: 1787.0 [M+H]",

1787.0 [M+Na]"

16.2.5.2 Zweite Kupplung

337.30 mg (0.19 mmol, 1.0 eq) der Fmoc-L-Asp geschiitzten Verbindung wurden in 10 mL
CH,Cl, gelost und mit 1.40 mL (9.45 mmol, 50 eq) TAEA versetzt. Die Mischung wurde 1.5
h bei RT geriihrt und anschlieBend mit 0.1 M Na-Phosphat-Puffer (pH 5.5) (2 x 100 mL) und
CH,Cl, extrahiert und die organischen Phasen wurden mit ges. NaCI-Losung gewaschen. Alle
wissrigen Phasen wurden erneut mit CH,Cl, extrahiert. Die organischen Phasen wurden
erneut vereint, iiber Na,SO4 getrocknet und das Losungsmittel 1. V. entfernt. Der Riickstand
wurde in 5 mL abs. CH,Cl, gelost, mit 312.70 mg (0.76 mmol, 4.0 eq) HCTU in 2 mL DMF,
311.00 mg (0.76 mmol, 4.0 eq) Fmoc-L-Asp(O'Bu) in 5 mL CH,Cl, und 0.13 mL (0.76
mmol, 4.0 eq) 'Pr,NEt versetzt und 1 h bei RT geriihrt. AnschlieBend wurde die Mischung mit
0.1 M Na-Phosphat-Puffer (pH 5.5) und CH,Cl, extrahiert. Die vereinten organischen Phasen
wurden mit ges. NaCl-Losung gewaschen, iiber Na,SO4 getrocknet und das Losungsmittel i.
V. entfernt. Zur Reinigung wurde iiber Kieselgel gesdult (CH,Cl,/ MeOH Gradient von
99.5:0.5 bis 97:3 (v/v)) und man erhielt 496.50 mg (0.19 mmol, quant.) der zweifach Fmoc-L-
Asp geschiitzten Verbindung.

C118H130N14024 2128.37 g/mol

DC CH,Cl,/MeOH (9:1); R¢: 0.60

MALDI-ToF m/z: berechnet: 2128.37; gefunden: 2297.0 [M+2H+Na]".
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16.2.5.3 Dritte Kupplung

496.50 mg (0.19 mmol, 1.0 eq) des Fmoc geschiitzten Precursors wurden in 10 mL einer
Mischung aus CH,Cl, geldst und mit 1.40 mL (9.45 mmol, 50.0 eq) TAEA versetzt. Die
Mischung wurde 1 h bei RT geriihrt und anschliefend mit 0.1 M Na-Phosphat-Puffer (pH 5.5)
(2 x 100 mL) und CH,Cl, extrahiert, die organischen Phasen wurden mit ges. NaCl-Lésung
gewaschen, iiber Na,SO,4 getrocknet und das Losungsmittel 1. V. entfernt. Der Riickstand
wurde in 2 mL abs. CH,Cl, gelost, mit 378.30 mg (3.78 mmol, 20.0 eq) Bernsteinsdure-
Anhydrid versetzt und 1.5 h bei RT geriihrt. AnschlieBend wurde die Mischung mit 0.1 M Na-
Phosphat-Puffer (pH 5.5) und CH,Cl, extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden
mit ges. NaCl-Losung gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet und das Losungsmittel i. V.
entfernt. Zur Reinigung wurde tiber Kieselgel gesdult (CH,Cl,/ MeOH Gradient von 99.5:0.5
bis 94:6 (v/v) mit 1% AcOH), alle Fraktionen mit 0.1 M Na-Phosphat-Puffer (pH 5.5)
extrahiert und man erhielt 285.10 mg (0.15 mmol, 85%) die mit Bernsteinsidure

funktionalisierte Verbindung.

CosH118N14026 1882.83 g/mol
DC CH,Cl,/MeOH (9:1); R¢: 0.51
MALDI-ToF m/z: berechnet: 1882.83; gefunden: 1883.34 [M+H]".

16.2.5.4 Entschiitzung der Seitenketten-Schutzgruppen

285.10 mg (0.15 mmol, 1.0eq) der Bernsteinsédure-Verbindung wurden in 20 mL einer 1:1
Mischung aus CH,Cl,/ TFA (v/v) gelost und 1 h bei RT geriihrt. Das Losungsmittel wurde 1.
V. entfernt und der Riickstand mit Et,0O gewaschen. Man erhielt 242.40 mg (0.14 mmol, 96%)

des gewlinschten Suc-Rezeptors 8.
CsoHssN14026 1658.58 g/mol
"H-NMR (500.1 MHz, d¢-DMSO, 25°C): & (ppm) = 12.3 (brs, 6H, CO,H), 8.27 (m, 2H,

NHysp), 8.18 (m, 2H, NHagy), 8.06 (s, 2H, NHpyo), 7.90 (d, J = 8.5 Hz, 4H, ArHyy,), 7.84 (d,
J =7.6 Hz, 4H, ArHyy,), 7.69 (m, 2H, NHry), 7.57 (m, 4H, AtHay), 7.52 (m, 4H, AtHay),



Experimenteller Teil 261

7.19 (d, J = 8.8 Hz, 4H, ArHay), 7.11 (d, J = 8.2 Hz, 4H, ArHry,), 6.89 (d, J = 8.2 Hz, 4H,
ArHry), 4.55 (dd, J = 13.2 Hz, 7.3 Hz, 2H, CHa. o), 4.48 (dd, J = 13.6 Hz, 6.9 Hz, 2H, CHa,
Asp)s 442 (m, 4H, O-CHy-CH,-O-ay0), 4.32 (m, 8H, O-CH,-CH,-O-az0, CHa, CHaryy), 4.18
(m, 2H, CHY pro), 3.66 (m, 2H, CHS po), 3.19 (m, 2H, CHS’ pyo), 2.91 (m, 2H, CHB 1y), 2.79
(m, 2H, CHP’ 1y,), 2.67 (m, 4H, CHP aqp, CHP aqp), 2.47-2.37 (m, 12H, CHP’ ap, CHB’ asp»
CO-CHy-CH>-CO-syc), 2.17 (m, 2H, CHB pro), 1.91 (m, 2H, CHPB’ pro);

BC-NMR (125.8 MHz, d¢-DMSO, 25°C): § (ppm) = 173.9/171.9/171.6/171.1/170.3/170.0
(CO), 165.8 (Ce), 161.1 (Cqar Azo)> 156.9 (Cqar 1y), 152.0/146.3 (Cqar Azo)> 130.9 (CHar aso),
130.3 (CHar 1yr), 129.7 (Cqar Tyr), 129.4/124.6/122.3/115.2 (CHar azo), 114.1 (CHar 1),
66.9 (-O-CH,-CH1-0-p4), 66.1 (-O-CH,-CH,-O-p50), 57.8 (CHa pyo), 54.3 (CHa 1y), 50.5
(CH33 pro), 49.7 (CHo. ap), 49.6 (CHa agp), 46.9 (CHY pyo), 36.0 (CHaB 1y1), 35.3 (CH2P asps
CHaB asp)> 33.1 (CHaB pro), 29.9 (-CO-CH,-CH,-CO-gyc), 29.1 (-CO-CHp-CH»-CO-syc);

MALDI-ToF m/z: berechnet: 1658.58; gefunden: 1660.0 [M+H]", 1657.2 [M-
H]", 1682.5 [M+Na]".

16.3 Synthese des Rezeptors 9

0
HO . N,
NL-ASp*L—ASp—-L—BlphenyI/ -
o)
O

T

T

Ho/u\/ﬁr L-Asp—L-Asp—L-Biphenyl— N\;
@]

16.3.1 Erste Kupplung

160.00 mg (0.54 mmol, 1.0 eq) der Verbindung 84 wurden in 5 mL CH,ClI, geldst und mit
einer Losung aus 1.00 g (2.16 mmol, 4.0 eq) Fmoc-Bip-OH in 2 mL CH,Cl,, 0.89 g (2.16
mmol, 4.0 eq) HCTU in 2 mL DMF und 0.37 mL (2.16 mmol, 4.0 eq) 'Pr,NEt versetzt und
1 h geriihrt. Die Mischung wurde mit 0.1 M Phosphat-Puffer (pH 5.5) und CH,Cl, (3 x 100

mL) extrahiert. Die organischen Phasen wurden mit ges. NaCIl-Losung gewaschen und iiber
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Na,SO4 getrocknet. Das Losungsmittel wurde 1. V. entfernt, danach wurde {iber Kieselgel
gesdult (CH,Cl,/ MeOH Gradient von 99.5:0.5 bis 94:6 (v/v)) und man erhielt nach
praparativer DC (CH,Cl,/MeOH (9:1)) 0.37 g (0.32 mmol, 59%) der Bip-funktionalisierten

Verbindung.

C70Hg2NgOs 1114.28 g/mol

DC CH,Cl,/MeOH (9:1); R¢: 0.48

ESI-MS: m/z: berechnet: 1114.28; gefunden: 1137.0 [M+Na]".

16.3.2 Zweite Kupplung

315.50 mg (0.29 mmol, 1.0 eq) der Bip-funktionalisierten Verbindung wurden in 5 mL DMF
gelost und mit 0.88 mL (8.47 mmol, 30 eq) DEA versetzt. Die Mischung wurde 1 h bei RT
geriihrt, das Losungsmittel i. V. entfernt und der Riickstand mit n-Heptan coevaporiert. Der
Riickstand wurde in 5 mL abs. CH,Cl, geldst, mit 468.1 mg (1.13 mmol, 4.0 eq) HCTU in 2
mL DMF, 465.6 mg (1.13 mmol, 4.0 eq) Fmoc-L-Asp(O'Bu) in 5 mL CH,Cl, und 0.19 mL
(1.13 mmol, 4.0 eq) 'Pr,NEt versetzt und 1 h bei RT geriihrt. AnschlieBend wurde die
Mischung mit 0.1 M Na-Phosphat-Puffer (pH 5.5) und CH,Cl, extrahiert. Die vereinten
organischen Phasen wurden mit ges. NaCl-Losung gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet und
das Losungsmittel i. V. entfernt. Nach Reinigung iiber Kieselgel (CH,Cl,/ MeOH Gradient
von 99.5:0.5 bis 95:5 (v/v)) und Gelfiltration (LH 20, CH,CIl,/MeOH (9:1)) erhielt man
278.20 mg (0.19 mmol, 67%) Fmoc-L-Asp geschiitzten Verbindung.

Cs6HssN3O14 1457.0 g/mol

DC CH,Cl,/MeOH (9:1); R¢: 0.36

ESI-MS m/z: berechnet: 1457.0; gefunden: 1480.0 [M+Na]".
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16.3.3 Dritte Kupplung

287.20 mg (0.19 mmol, 1.0 eq) des Fmoc geschiitzten Precursors wurden in 5 mL DMF gelost
und mit 0.59 mL (5.73 mmol, 30 eq) DEA versetzt. Die Mischung wurde 1 h bei RT gertihrt,
das Losemitttel i. V. entfernt und der Riickstand mit n-Heptan coevaporiert. Der Riickstand
wurde in 2 mL abs. CH,Cl, gelost, mit 316.0 mg (0.76 mmol, 4.0 eq) HCTU in 2 mL DMF,
314.0 mg (0.76 mmol, 4.0 eq) Fmoc-L-Asp(O'Bu) in 5 mL CH,Cl, und 0.13 mL (0.76 mmol,
4.0 eq) "Pr,NEt versetzt und 1 h bei RT geriihrt. AnschlieBend wurde die Mischung mit 0.1 M
Na-Phosphat-Puffer (pH 5.5) und CH,Cl, extrahiert. Die vereinten organischen Phasen
wurden mit ges. NaCl-Losung gewaschen, iiber Na,SO4 getrocknet und das Losungsmittel i.
V. entfernt. Nach Reinigung iiber Kieselgel (CH,Cl,/ MeOH Gradient von 99.5:0.5 bis 95:5
(v/v)) und préparativer DC (CH,Cl,/MeOH (9:1)) erhielt man 287.90 mg (0.16 mmol, 84%)

der zweifach Fmoc-L-Asp geschiitzten Verbindung.

C102H114N10020 1800.05 g/mol
DC CH,CIl,/MeOH (9:1); R¢: 0.50
ESI-MS m/z: berechnet: 1800.05; gefunden: 1822.8 [M+Na]".

16.3.4 Vierte Kupplung

287.90 mg (0.16 mmol, 1.0 eq) des Fmoc geschiitzten Precursors wurden in 5 mL DMF gelost
und mit 0.50 mL (4.80 mmol, 30 eq) DEA versetzt. Die Mischung wurde 1 h bei RT gertihrt,
das Losemitttel i. V. entfernt und der Riickstand mit n-Heptan coevaporiert. Der Riickstand
wurde in 7 mL abs. CH,Cl, gelost, mit 320.00 mg (3.20 mmol, 20.0 eq) Bernsteinsdure-
Anhydrid versetzt und 1 h bei RT geriihrt. AnschlieBend wurde die Mischung mit 0.1 M Na-
Phosphat-Puffer (pH 5.5) und CH,Cl, extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden
mit ges. NaCl-Losung gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet und das Losungsmittel i. V.
entfernt. Zur Reinigung wurde iiber Kieselgel gesdult (CH,Cl,/ MeOH Gradient von 99.5:0.5
bis 96:4 (v/v) mit 1% AcOH), alle Fraktionen mit 0.1 M Na-Phosphat-Puffer (pH 5.5)
extrahiert und man erhielt 176.8 mg (0.11 mmol, 71%) der Bernsteinsdure-funktionalisierten

Verbindung.

C80H102N10022 1554.72 g/l’l’lOl
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DC CH,Cl1,/MeOH (9:1 + 1% AcOH); R¢: 0.58
ESI-MS: m/z: berechnet: 1554.7; gefunden: 1554.2 [M+H]", 1578.0
[M+H]".

16.3.5 Entschiitzung der Seitenketten-Schutzgruppen

176.80 mg (0.11 mmol, 1.0eq) wurden in 16 mL einer 1:1 Mischung aus CH,Cl,/ TFA (v/v)
gelost und 1 h bei RT geriihrt. Das Losungsmittel wurde 1. V. entfernt und der Riickstand mit
Et,O gewaschen. Man erhielt 148.9 mg (0.11 mmol, 98%) des gewlinschten Suc-Rezeptors 9.

Cs4H70N10022 1330.47 g/mol

"H-NMR (500.1 MHz, d¢-DMSO, 25°C): é (ppm) = 12.25 (brs, 6H, CO,H), 8.27 (d, J=7.6
Hz, 2H, NHagp), 8.19 (d, J = 7.6 Hz, 2H, NHagp), 8.08 (d, J = 6.3 Hz, 2H, NHpy,), 7.84 (brs,
2H, NHg;ip), 7.63 (d, J = 7.6 Hz, 4H, ArHg;,), 7.56 (d, J = 8.2 Hz, 4H, ArHg;,), 7.43 (m, 4H,
ArHgip), 7.33 (m, 2H, ArHgip), 7.27 (d, J = 8.2 Hz, 4H, ArHg;,), 4.56 (dd, J = 13.6, 7.6 Hz,
2H, CHa. asp), 4.49 (dd, J=13.9, 6.9 Hz, 2H, CHo ), 4.32 (dd, J = 14.5, 7.9 Hz, 2H, CHa
Bip), 4.24 (m, 2H, CHa py), 4.17 (m, 2H, CHY pr), 3.62 (dd, J = 12.0, 6.3 Hz, 2H, CHS pyo),
3.13 (m, 2H, CHY’ py,), 3.01 (m, 2H, CHB gip), 2.90 (m, 2H, CHP’ gip), 2.68 (m, 4H, CHP asp,
CHB asp), 2.48-2.36 (m, 12H, CHP’ asp, CHPB’ Aspr» CO-CH»-CH>-CO-gy), 2.13 (m, 2H, CHP
Pro), 1.90 (m, 2H, CHP’ pyo);

BC-NMR (125.8 MHz, ds-DMSO, 25°C): § (ppm) = 173.9/172.0/171.6/171.1/170.3/170.1
(CO), 165.7 (Ce pro), 140.0/138.3/136.8 (Cqar mip), 139.8/128.9/127.3/126.5/126.4 (CHar gip),
58.0 (CHa. pro), 54.1 (CHo. gip), 50.3 (CH2S pro), 49.8 (CHa asp?), 49.7 (CHat asp), 47.0 (CHy
pro)s 37.1 (CHaB ip), 36.2 (CHaB asp), 35.7 (CHaP ap), 33.1 (CHaP pro), 29.9 (-CO-CH,-CH,-
CO-s40), 29.1 (-CO-CHa-CHy-CO-g,0);

ESI-MS m/z: berechnet: 1330.47 [M-H]"; gefunden: 1353.6 [M+Na]".
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16.4 Synthese des Rezeptors 10
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16.4.1 Erste Kupplung

200.00 mg (0.67 mmol, 1.0 eq) der Verbindung 84wurden in 5 mL CH,ClI, gelost und mit
einer Losung aus 0.79 g (2.70 mmol, 4.0 eq) Boc-Tyr(Me)-OH in 2 mL CH,Cl,, 1.17 g (2.70
mmol, 4.0 eq) HCTU in 2 mL DMF und 0.46 mL (2.70 mmol, 4.0 eq) 'Pr,NEt versetzt und
1 h gertihrt. Die Mischung wurde 0.1 M Phosphat-Puffer (pH 5.5) und CH,Cl, extrahiert. Die
organischen Phasen wurden mit ges. NaCl-Losung gewaschen und tliber Na,SO,4 getrocknet.
Das Losungsmittel wurde i. V. entfernt, danach wurde iiber Kieselgel gesiult (CH,Cl,/ MeOH
Gradient von 99.5:0.5 bis 94:6 (v/v)) und man erhielt nach préparativer DC (CH,Cl,/MeOH
(9:1)) 0.39 g (0.32 mmol, 75%) der TyrOMe-funktionalisierten Verbindung.

C40H54N6010 778.89 g/l’l’lOl
DC CH,Cl,/MeOH (9:1); R¢: 0.5 (Ninhydrin)
ESI-MS: m/z: berechnet: 778.89; gefunden: 801.5 [M+Na]".

16.4.2 Zweite Kupplung

376.10 mg (0.48 mmol, 1.0 eq) der Tyr-OMe Verbindung wurden mit 29.5 mL 4 M HCI in
Dioxan versetzt und 1 h bei RT geriihrt, das Losemitttel i. V. entfernt und der Riickstand mit
Et,0 gewaschen. Der Riickstand wurde in 5 mL abs. CH,Cl, geldst, mit 799.0 mg (1.93
mmol, 4.0 eq) HCTU in 2 mL DMF, 795.0 mg (1.93 mmol, 4.0 eq) Fmoc-L-Asp(O'Bu)-OH
in 5 mL CH,Cl; und 0.33 mL (1.93 mmol, 4.0 eq) 'Pro,NEt versetzt und 1 h bei RT geriihrt.
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AnschlieBend wurde die Mischung mit 0.1 M Na-Phosphat-Puffer (pH 5.5) und CH,Cl,
extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden mit ges. NaCl-Losung gewaschen, iiber
Na,SO, getrocknet und das Losungsmittel 1. V. entfernt. Nach Reinigung iliber Kieselgel
(CH,Cly/ MeOH Gradient von 99.5:0.5 bis 94:6 (v/v)) und Gelfiltration (LH 20,
CH,Cl1,/MeOH (9:1)) erhielt man 485.20 mg (0.36 mmol, 75%) der Fmoc.L-Asp geschiitzten

Verbindung.

C76Hg4N3gO16 1365.52 g/mol

DC CH,CI,/MeOH (9:1); R¢: 0.56

MALDI-ToF m/z: berechnet: 1365.52; gefunden: 1388.3 [M+Na]".

16.4.3 Dritte Kupplung

485.20 mg (0.36 mmol, 1.0 eq) des Fmoc geschiitzten Precursors wurden in 5 mL DMF gelost
und mit 1.1 mL (0.01 mol, 30 eq) DEA versetzt. Die Mischung wurde 1 h bei RT geriihrt, das
Losemitttel i. V. entfernt und der Riickstand mit n-Heptan coevaporiert. Der Riickstand wurde
in 2 mL abs. CH,Cl, gelost, mit 588.0 mg (1.42 mmol, 4.0 eq) HCTU in 2 mL DMF, 584.0
mg (1.42 mmol, 4.0 eq) Fmoc-L-Asp(O'Bu)-OH in 5 mL CH,Cl, und 0.24 mL (1.42 mmol,
4.0 eq) "Pr,NEt versetzt und 1 h bei RT gerlihrt. Anschlieend wurde die Mischung mit 0.1 M
Na-Phosphat-Puffer (pH 5.5) und CH,Cl, extrahiert. Die vereinten organischen Phasen
wurden mit ges. NaCl-Losung gewaschen, {iber Na,SO,4 getrocknet und das Losungsmittel i.
V. entfernt. Nach Reinigung iiber Kieselgel (CH,Cl,/ MeOH Gradient von 99.5:0.5 bis 95:5
(v/v)) und préparativer DC (CH,Cl,/MeOH (9:1)) erhielt man 472.60 mg (0.28 mmol, 78%)

der zweifach Fmoc-L-Asp geschiitzten Verbindung.

C92H110N10022 1707.91 g/mol

DC CH,CIl,/MeOH (9:1); R¢: 0.56

MALDI-ToF m/z: berechnet: 1707.91; gefunden: 1731.6 [M+Na]".
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16.4.4 Vierte Kupplung

472.60 mg (0.28 mmol, 1.0 eq) des Fmoc geschiitzten Precursors wurden in 5 mL DMF gelost
und mit 0.86 mL (8.30 mmol, 30 eq) DEA versetzt. Die Mischung wurde 1 h bei RT gertihrt,
das Losemitttel 1. V. entfernt und der Riickstand mit n-Heptan coevaporiert. Der Riickstand
wurde in 7 mL abs. CH,Cl, gelost, mit 550.00 mg (5.50 mmol, 20.0 eq) Bernsteinsdure-
Anhydrid versetzt und 1 h bei RT geriihrt. AnschlieBend wurde die Mischung mit 0.1 M Na-
Phosphat-Puffer (pH 5.5) und CH,ClL, (2 x 100 mL) extrahiert. Die vereinten organischen
Phasen wurden mit ges. NaCl-Losung gewaschen, iiber Na,SO4 getrocknet und das
Losungsmittel i. V. entfernt. Zur Reinigung wurde iiber Kieselgel gesdult (CH,Cl,/ MeOH
Gradient von 99.5:0.5 bis 93:7 (v/v) mit 1% AcOH), alle Fraktionen mit 0.1 M Na-Phosphat-
Puffer (pH 5.5) extrahiert und man erhielt 307.4 mg (0.21 mmol, 76%) der Suc-

funktionalisierten Verbindung.

C70HogN190O24 1463.58 g/mol
DC CH,CI,/MeOH ((9:1) 0.1% AcOH); R¢: 0.34 (1)
MALDI-ToF m/z: berechnet: 1463.58; gefunden: 1462.0 [M-H]".

16.4.5 Entschiitzung der Seitenketten-Schutzgruppen

307.40 mg (0.21 mmol, 1.0 eq) der Bernsteinsdure-funktionalisierten Verbindung wurden in
28 mL einer 1:1 Mischung aus CH,Cl,/ TFA (v/v) gelost und 1 h bei RT geriihrt. Das
Losungsmittel wurde 1. V. entfernt und der Riickstand mit Et,O gewaschen. Man erhielt 264.4

mg (0.21 mmol, quant.) des gewiinschten Suc-Rezeptors 10.

C54H66N10024 1239.15 g/l’l’lOl

TH-NMR (500.1 MHz, de-DMSO, 25°C): & (ppm) = 12.27 (brs, 6H, CO,H), 8.27 (d, J = 7.6
Hz, 2H, NHagp), 8.17 (d, J = 7.9 Hz, 2H, NH,gy), 8.05 (d, J = 6.3 Hz, 2H, NHpy,), 7.67 (d, J =
8.2 Hz, 2H, NHr,,), 7.08 (d, J = 8.5 Hz, 4H, ArHry,), 6.81 (d, J = 8.5 Hz, 4H, ArHry), 4.54
(dd, J = 13.2 Hz, 7.6 Hz, 2H, CHa as), 448 (dd, J = 13.9 Hz, 7.2 Hz, 2H, CHa agy), 4.31 (dd,
J=14.8 Hz, 7.9 Hz, 2H, CHa 1), 4.18 (m, 2H, CH. pyo), 4.16 (m, 2H, CHy pro), 3.69 (s, 6H,
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OCHs), 3.61 (dd, J = 12.3 Hz, 6.3 Hz, 2H, CHS py), 3.17 (m, 2H, CHS" pyo), 2.87 (dd, J = 13.9
Hz, 6.3 Hz, 2H, CHB 11, 2.78 (dd, J = 13.4 Hz, 7.9 Hz, 2H, CHP’ 1,), 2.67 (m, 4H, CHP as,
CHB asp), 2.48-2.34 (m, 12H, CHP’ asp. CHB’ asy, CO-CH,-CH,-CO-gyc), 2.10 (m, 2H, CHB
pro), 1.85 (m, 2H, CHP’ pro);

BC-NMR (125.8 MHz, d-DMSO, 25°C): & (ppm) = 173.9/171.9/171.6/171.1/170.3/170.0
(CO), 165.7 (Ce pro), 157.9 (Cqryr), 130.2 (CHar 1y1), 129.2 (Cqryr), 113.5 (CHar 1), 58.1
(CHa. pro), 54.9 (-OCH3), 54.3 (CHat 1y1), 50.3 (CH2d pro), 49.7 (CHot agp), 49.6 (CHat aqp),
46.9 (CHY pro), 36.8 (CHaP 1y1), 36.0 (CHaP asp), 35.5 (CHP asp), 33.1 (CHoP pro), 29.9 (-CO-
CH,-CH,-CO-gyc), 29.1 (-CO-CH,-CHy-CO-5y0)

MALDI-ToF m/z: berechnet: 1239.15; gefunden: 1240.3 [M+H]", 1237.2 [M-H]".

16.5 Synthese des von Ac-Arg-Arg-Arg-NHPr 128

HNYNHZ HNYNHZ

128

Synthese auf Wang Harz

Das Wang Harz war bereits mit Fmoc-Arg(Pbf) beladen. Fiir die Synthese wurden 1.0 g
Wang Harz (0.56 mmol) verwendet und die Aminosduren wurden nach Prozedur A2
gekuppelt, die Fmoc-Gruppe nach Prozedur B entschiitzt und die freien Amine nach
Prozedur C acetyliert.

1.1 g Fmoc-L-Arg(Pbf)-OH (1.68 mmol, 3.0 eq)

0.69 g HCTU (1.68 mmol, 3.0 eq)

0.28 mL 'Pr,NEt (0.86 mmol, 6.0 eq)
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7.8 mL NEt; (56 mmol, 100.0 eq), 2.6 mL Ac,0 (28 mmol, 50.0 eq)

AnschlieBend wurde das Peptid mit einer 1:1-Mischung aus Propylamin/DCM (v/v) vom
Harz abgespalten, liber Kieselgel gesdult (CH,Cl,/ MeOH Gradient von 97:3 bis 90:10 (v/v))
und man erhielt 685.5 mg (92%) des geschiitzten Peptids. Abspaltung der Seitenketten
erfolgte mit TFA in CH,Cl, und man erhielt 366.4 mg (0.44 mmol, 78%) des gewiinschten
Peptids 128.

C23H47N13O4 569.70 g/mol

'H-NMR (500.1 MHz, d-DMSO, 25°C): & (ppm) = 8.83 (brs, 1H, NHag), 8.25 (m, 1H,
NHar), 8.18 (m, 3H, NH-C(NH,)=NH), 7.86 (d, J = 7.3 Hz, 1H, NHar), 7.47 (brs, 2H,
NHCH,CH,CHs), 7.19 (m, 9H, NH-C(NH,)=NH), 4.25 (m, 1H, CHo. ar), 4.10 (m, 1H, CHa,
Arg), 4.02 (m, 1H, CHOL ary), 3.16-2.91 (m, 8H, CHS arg, CHS’ ary, NHCH,CH,CH3), 1.92 (m,
2H, CHP arg), 1.87 (s, 3H, COCH), 1.79-1.42 (m, 11H, CHB argy CHP’ argy CHY argy CHY’
arg), 138 (m, 2H, NHCH,CH,CHs), 0.81 (t, J = 7.3 Hz, 3H, NHCH,CH,CH3);

BC-NMR (125.8 MHz, de-DMSO, 25°C): & (ppm) = 172.8/172.1/171.0/169.8 (CO),
156.9/156.8 (Cqarg), 54.0/52.4/52.0 (CHa. arg), 40.5/40.4 (CHLS arg), 40.3 (NHCH,CH,CH3),
28.9/27.9/27.7 (CHaB arg), 24.6/24.4 (CHyy ar), 22.4 (COCHS3), 22.2 (NHCH,CH,CH3), 11.3
(NHCH,CH,CHy);

ESI-MS m/z: berechnet: 569.70; gefunden: 684.0 [M+H+TFA]".
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Anhang

Spaltung der Pyrenester
Analysierte Sequenzen fiir die Spaltung des Acetoxypyrenesters in Losung (HEPES) und

im Gel (HEPES). (Abkiirzung ACHC= trans-2-aminocyclohexancarbonsiure (rac))

AA3 Linker AA2 Linker AA1
Ac D-Ser Gly L-His Pro-Gly D-Ser
Ac D-Ser Gly D-His Pro-Gly L-Ser
Ac L-Tyr Gly L-His Ahx D-Ser
Ac L-Ser ACHC D-Ser Pro-Aib L-Tyr
Ac L-Ser Ahx L-Ser Pro-Gly L-Tyr
Ac D-His Pro-Aib D-His Pro-Gly L-Tyr
Ac L-His - D-His - L-Tyr
Ac D-Ser Pro-Gly D-His ACHC L-Tyr
Ac L-Ser Ahx L-Tyr Pro-Aib L-Tyr
Ac D-Ser Ahx L-Tyr B-Ala L-His
Ac L-Ser Pro-Aib L-Tyr B-Ala D-His
Ac D-Asp Pro-Aib L-Tyr Pro-Gly D-His
Ac L-Ser Pro-Aib D-Ser Pro-Gly D-His
Ac D-His Pro-Gly D-Ser Pro-Aib D-His
Ac L-Tyr B-Ala L-Ser Ahx D-His
Ac D-Ser Gly D-Ser ACHC L-His
Ac D-Ser Pro-Aib D-Ser Gly L-His
Ac L-His ACHC D-Ser Pro-Gly D-His
Ac L-Ser Pro-Aib D-Ser Pro-Aib L-His
Ac D-Ser Pro-Gly D-Ser Gly L-His
Ac D-Ser Pro-Gly D-His ACHC L-His
Ac D-His Pro-Gly D-His B-Ala D-His
Ac L-Asp B-Ala L-His Gly D-His
Ac L-Tyr B-Ala D-His ACHC L-His
Ac L-Asp Gly D-His Pro-Gly L-His
Ac L-Asp B-Ala L-His Pro-Gly D-His
Ac D-Ser Gly L-His Pro-Aib L-His
Ac L-His Pro-Aib L-Asp Gly D-His
Ac D-His Pro-Aib D-Asp Pro-Gly L-His

Analysierte Sequenzen fiir die Spaltung des Acetoxypyrenesters in Losung (Acetat) und

im Gel (Acetat).

AA3 Linker AA2 Linker AA1
Ac D-Ser ACHC L-Asp Ahx D-His
Ac L-His ACHC L-Asp - D-His
Ac D-Asp Gly D-Asp - D-His
Ac L-Ser Pro-Gly D-Asp B-Ala L-His
Ac L-Ser ACHC L-Asp - D-His
Ac L-His - L-Ser - D-His
Ac D-His Pro-Gly D-Ser Pro-Aib L-His
Ac L-Asp Pro-Gly D-Ser - L-His
Ac D-Ser Pro-Gly L-Ser Gly D-His
Ac D-His ACHC D-Ser Pro-Aib L-His
Ac L-Tyr == L-Ser Pro-Gly D-His

Ac L-Ser - D-Ser B-Ala D-His
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AA3 Linker AA2 Linker AA1
Ac D-Ser Ahx L-Tyr Pro-Aib D-His
Ac D-His Pro-Gly L-Tyr Pro-Gly D-His
Ac L-Ser B-Ala L-Tyr B-Ala L-His
Ac L-Tyr Ahx D-His Pro-Gly D-His
Ac L-Ser Pro-Aib L-His Pro-Gly D-His
Ac D-Asp Gly L-His Pro-Gly D-His
Ac D-Asp Gly D-His Pro-Aib D-His
Ac L-Asp Gly D-His Ahx D-His
Ac L-Asp Pro-Aib D-His ACHC D-His
Ac D-Asp B-Ala D-His Pro-Gly L-His
Ac D-His Ahx L-His Ahx L-His
Ac L-His Pro-Aib D-His B-Ala D-His
Ac L-His B-Ala D-His B-Ala L-His
Ac L-His Pro-Aib L-His Pro-Gly L-His
Ac D-His Pro-Gly L-His Pro-Aib L-His
Ac D-Asp B-Ala L-His Ahx L-His
Ac L-Ser Gly D-His Pro-Aib D-Ser

Analysierte Sequenzen fiir die Spaltung des Butyryloxypyrenesters in Losung (HEPES)
und im Gel (HEPES).

AA3 Linker AA2 Linker AA1
Ac D-Asp B-Ala D-His Pro-Gly L-His
Ac L-His B-Ala D-His ACHC D-His
Ac L-Asp B-Ala L-His Pro-Gly D-His
Ac D-Ser B-Ala L-Ser Ahx L-His
Ac L-Ser ACHC L-Ser Pro-Gly D-His
Ac D-Ser Ahx D-Asp ACHC L-His
Ac D-Asp B-Ala L-Asp B-Ala D-His
Ac D-His Ahx L-Tyr Ahx L-His
Ac D-Ser Ahx L-His Pro-Gly L-Tyr
Ac D-Ser ACHC L-His ACHC L-Tyr
Ac D-His B-Ala D-Ser Pro-Aib L-Tyr
Ac L-His Pro-Gly L-Ser - L-Tyr
Ac L-Ser ACHC L-Tyr Pro-Aib L-Tyr
Ac D-Asp Gly D-Asp - L-Tyr
Ac D-Ser B-Ala D-His Pro-Gly D-Ser

Analysierte Sequenzen fiir die Spaltung des Butyryloxypyrenesters in Losung (Acetat)
und im Gel (Acetat).

AA3 Linker AA2 Linker AA1
Ac L-His Pro-Aib L-His Pro-Gly D-Ser
Ac D-Ser B-Ala L-His Pro-Gly L-His
Ac D-His Ahx L-His ProGly L-His
Ac D-His Pro-Aib L-His Pro-Aib D-His
Ac D-His Pro-Gly L-His - D-His
Ac L-His Ahx L-His Pro-Gly L-His
Ac D-His Gly D-His Pro-Aib L-His
Ac D-His Ahx D-His - D-His
Ac D-His Pro-Aib D-His Ahx L-His

Ac L-His Gly L-His B-Ala D-His



272 Anhang

AA3 Linker AA2 Linker AA1
Ac L-His B-Ala L-His Pro-Gly L-His
Ac L-Ser Pro-Aib L-His Ahx L-His
Ac L-His B-Ala D-His Ahx D-His
Ac D-Asp Gly D-His Ahx L-His
Ac L-Tyr Pro-Aib L-His Ahx L-His
Ac L-Asp B-Ala L-His Ahx D-His
Ac L-Asp Pro-Aib L-His Ahx D-His
Ac L-His Ahx D-His Pro-Gly D-His
Ac D-Asp Gly D-Ser Gly L-His
Ac L-Tyr Pro-Gly D-Ser Pro-Gly D-His
Ac D-Ser - L-Ser Ahx L-His
Ac D-Asp Pro-Aib D-Ser ACHC D-His
Ac D-His ACHC L-Ser - D-His
Ac D-His ACHC D-Ser Pro-Aib D-His
Ac L-His Ahx L-Ser Pro-Gly L-His
Ac D-His B-Ala L-Tyr Ahx L-His
Ac D-His B-Ala L-Tyr - L-His

Analysierte Sequenzen fiir die Spaltung des Pyrenalkohol in Losung (HEPES) und im
Gel (HEPES).

AA3 Linker AA2 Linker AA1
Ac L-Ser Ahx D-His Ahx L-Tyr
Ac D-His B-Ala L-His Ahx L-Tyr
Ac L-Tyr Gly D-His Pro-Gly L-Tyr
Ac L-Asp Gly L-His - L-Tyr
Ac D-His Gly L-His Pro-Aib D-Ser
Ac D-Ser - D-His Gly L-Ser
Ac L-Ser Gly L-Ser Pro-Aib D-His
Ac D-His Ahx L-Ser - L-His
Ac D-His Gly L-Ser Pro-Aib L-His
Ac D-Ser Pro-Aib D-His Pro-Gly L-His

Analysierte Sequenzen fiir die Spaltung des Pyrenalkohol in Losung (Acetat) und im Gel
(Acetat).

AA3 Linker AA2 Linker AA1
Ac L-Ser B-Ala L-Tyr Gly D-His
Ac L-Asp Pro-Gly L-Tyr Gly L-His
Ac D-His - L-Tyr Ahx L-His
Ac D-Ser Ahx L-His Pro-Gly L-His
Ac L-Asp Pro-Aib D-His Ahx L-His
Ac L-His Pro-Aib D-His Pro-Gly L-His
Ac D-His B-Ala D-His Pro-Gly L-His
Ac D-Ser Gly L-His Pro-Aib D-His
Ac D-His Ahx L-His Ahx D-His
Ac L-Tyr Pro-Aib L-His B-Ala L-His
Ac L-His ACHC D-His ACHC L-His
Ac L-Tyr B-Ala L-Asp Pro-Gly D-His

Ac D-His Ahx L-His Pro-Gly D-Ser



Anhang

273

Metallinkubation

Analysierte Sequenzen mit der Pentapeptidbibliothek und Nickel

Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac

AA3

L-Ser
L-Ser
L-Asp
L-Asp
L-Asp
D-Asp
L-His
L-His
L-His
D-His
D-His
L-Asp
D-Ser
D-Ser
D-Ser
L-Tyr
L-Asp
D-Asp

Linker

Pro-Aib
Pro-Aib
Pro-Aib
Gly
ACHC
Gly
Pro-Gly
Ahx
Pro-Gly
B-Ala
Ahx
Gly
Pro-Aib
Pro-Aib

AA2

D-Asp
D-Asp
L-Asp
D-Asp
L-Asp
D-Asp
D-Asp
L-Asp
L-Asp
D-Asp
D-Asp
L-Tyr
L-His
L-His
L-His
D-His
L-His
L-His
D-His
L-His
L-Asp
D-Asp
L-Asp
L-Asp
L-His

Linker

ACHC
Gly
Ahx

B-Ala
Ahx

Pro-Gly

Pro-Aib

Pro-Aib

ACHC

Pro-Aib

Pro-Gly

Pro-Aib

Pro-Aib

Pro-Aib
Ahx

Pro-Gly
Ahx

ACHC
Gly

Pro-Gly

Pro-Aib

Pro-Gly
Ahx

Analysierte Sequenzen mit der Tripeptidbibliothek und Nickel

Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac

AA2

L-Ser
L-Ser
L-Ser
D-Ser
L-Ser
L-Asp
D-Asp
L-Asp
D-Asp
L-Asp
D-Asp
L-Asp
L-Asp
L-Asp
L-Asp
L-Asp

Linker

Ahx
Ahx
Gly
ACHC
Pro-Gly
Pro-Gly
Ahx
ACHC
Pro-Gly
ACHC
Ahx
Ahx
Pro-Gly
ACHC
Gly

AA1

D-Asp
L-Asp
D-Asp
D-Asp
D-Asp
D-Asp
D-Asp
D-Asp
D-Asp
D-Asp
L-Asp
L-Asp
L-Asp
L-Asp
L-Asp
L-Asp

L-Asp
L-Asp
D-Asp
D-Asp
D-Asp
D-Asp
D-Asp
L-Asp
D-Asp

3x

2X

4x



274

Anhang

Analysierte Sequenzen mit der Pentapeptidbibliothek und Eisen

Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac

AA3

D-Asp
D-Asp
D-Asp
D-Asp
D-Asp
D-Asp
D-Asp
D-Asp
D-Asp
L-Asp
L-Asp
L-Ser
D-Ser
L-Ser
L-Ser
L-Ser
D-Ser
D-Ser
D-His
L-His
L-His
L-His
L-His
D-Asp
L-Tyr
D-Asp
D-Ser
D-Asp

Linker

Pro-Gly
Ahx

Pro-Aib
Gly
Ahx

Pro-Aib

Pro-Aib
Ahx

Pro-Aib
Ahx

Pro-Gly

B-Ala
ACHC
Pro-Gly

AA2

L-Ser
D-Ser
L-Ser
D-Ser

L-Asp

L-Asp
L-Asp
L-Asp
D-Asp
L-Asp
D-Asp
L-Asp
L-Asp
L-Asp
D-Asp
D-Asp
L-Asp
L-Asp
L-Asp
L-Tyr
L-Asp
D-His
D-Ser
D-Asp

Linker

Gly
Pro-Gly
Gly
B-Ala
B-Ala
Ahx
Pro-Gly
ACHC
Pro-Gly
Pro-Gly
ACHC
B-Ala
Pro-Gly
Ahx
B-Ala
Pro-Aib
Pro-Gly
Pro-Gly
B-Ala
B-Ala
Gly
ACHC
Ahx
Pro-Aib
Pro-Gly
Ahx

Analysierte Sequenzen mit der Tripeptidbibliothek und Eisen

Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac

AA2

L-Tyr
L-His
L-His
D-His
D-His
D-His
D-His
L-His
L-His

Linker

B-Ala
Ahx
B-Ala
Pro-Aib
Ahx
Gly
B-Ala
Pro-Aib
ACHC

AA1

D-Asp
D-Asp
D-Asp
D-Asp
D-Asp
L-Asp
L-Asp
L-Asp
L-Asp

L-Asp

L-Asp
L-Asp
D-Asp
D-Asp
D-Asp
D-Asp
L-Asp
L-Asp
L-His
D-His
D-His

3x

2X

2X



Anhang

275

Analysierte Sequenzen mit der Pentapeptidbibliothek und Kupfer

Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac

AA3

L-Asp
D-Ser
L-His
D-His
L-His
L-Asp
L-Tyr
L-Ser
L-Asp
L-His
L-Tyr
D-His
L-Tyr
L-Tyr
L-His
L-Asp
D-Asp
D-His
L-Ser
L-His

Linker

Gly
ACHC
Pro-Gly
ACHC
ACHC
ACHC

Pro-Gly

ACHC

AA2

L-Asp
D-Asp
D-Asp
L-Asp
L-Ser
L-Tyr
L-Tyr
L-His
L-His
D-His
D-His
D-His
L-His
D-His
L-His
D-His
D-His
L-His
D-His
D-His

Linker

Pro-Aib
Pro-Aib
Pro-Aib
Pro-Aib
Pro-Gly
Gly
Gly
Pro-Gly
Pro-Aib
Pro-Gly
Ahx
ACHC
Ahx
Pro-Gly
Pro-Gly
Ahx

Analysierte Sequenzen mit der Tripeptidbibliothek und Kupfer

Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac

AA2

D-His
D-His
L-His
D-His
D-His
L-His
L-His
D-His
L-His
D-His
D-His
L-His
D-Asp
L-Asp
D-His
D-His

Linker

ACHC
ACHC
ACHC
Ahx
Ahx
Gly
Gly
Pro-Gly
Pro-Aib
Pro-Aib
B-Ala
B-Ala
ACHC
B-Ala
Ahx
B-Ala

AA1

D-His
L-His
D-His
L-His
D-His
D-His
L-His
D-His
D-His
D-His
D-His
D-His
L-His
D-His
D-Ser
D-Ser

D-His
D-His
L-His

D-His
L-His

D-His
D-His
L-His

D-His
D-His
D-His
L-His

L-His

L-His

D-Asp
L-Asp
D-Asp
D-Asp
L-Tyr
L-Ser

2X
2X

2X
2x

2x



276 Anhang

Spaltung des Phosphatesters

Analysierte Sequenzen mit der Tripeptidbibliothek ohne Metallzugabe (Ergebnisse aus

allen Puffern zusammengefasst)

AA2 Linker AA1
Ac D-His Ahx D-His 2x
Ac D-Asp Ahx D-His
Ac L-Ser Ahx L-His
Ac L-Tyr Ahx D-His
Ac L-Tyr Ahx D-His
Ac D-His ACHC D-His 4x
Ac L-Tyr ACHC L-His
Ac L-Ser ACHC L-His
Ac D-His ACHC L-His
Ac L-Tyr ACHC L-His 2x
Ac L-Tyr ACHC D-His
Ac L-Ser ACHC L-His
Ac D-Ser ACHC D-His
Ac D-Asp ACHC D-His
Ac L-Tyr Pro-Gly L-His 2x
Ac L-His Pro-Gly D-His
Ac D-His Pro-Aib D-His 3x
Ac L-Tyr Pro-Gly D-His
Ac D-His Pro-Gly D-His
Ac L-Ser B-Ala L-His
Ac D-Ser B-Ala L-His
Ac D-His B-Ala L-His
Ac L-His B-Ala L-His
Ac L-His B-Ala D-His
Ac L-Tyr B-Ala D-His
Ac D-His Gly D-His
Ac L-Ser Gly D-His
Ac D-His Gly L-His
Ac L-Ser Gly L-His
Ac L-Ser Gly D-His
Ac D-His ACHC L-Tyr
Ac D-His B-Ala L-Tyr
Ac L-His B-Ala L-Tyr
Ac D-His ACHC D-Ser
Ac D-His ACHC L-Ser
Ac D-His - D-Ser
Ac D-Hs - D-Ser

Ac D-His Pro-Gly D-Ser



Anhang 277

Analysierte Sequenzen mit der Pentapeptidbibliothek ohne Metallzugabe (Ergebnisse

aus allen Puffern zusammengefasst)

AA3 Linker AA2 Linker AA1
Ac D-Ser ACHC D-Ser Pro-Gly L-His
Ac D-Ser ACHC D-Ser Pro-Gly L-His
Ac L-Ser B-Ala L-Ser Pro-Aib D-His
Ac D-His B-Ala L-Tyr Pro-Gly D-His
Ac L-Tyr ACHC D-Asp Pro-Aib D-His
Ac L-His Pro-Gly L-Tyr Pro-Gly L-His
Ac L-His Gly L-His Pro-Aib L-His
Ac D-His Gly L-His Pro-Aib D-His
Ac L-Tyr B-Ala L-His Pro-Gly D-His
Ac L-Tyr Pro-Gly L-Asp Pro-Gly D-His
Ac D-Ser Pro-Aib L-Ser Pro-Aib D-His
Ac D-His ACHC D-His Pro-Gly L-His
Ac D-Asp Pro-Aib D-Asp Pro-Aib L-His
Ac D-Asp Pro-Gly L-His Pro-Aib D-His
Ac D-Ser B-Ala L-Ser Pro-Gly L-His
Ac L-Asp Pro-Gly L-Tyr Pro-Aib L-His
Ac D-Ser = - L-Tyr Pro-Aib L-His
Ac L-Ser Pro-Aib L-Tyr Pro-Aib D-His
Ac L-Ser - L-Tyr Pro-Gly L-His
Ac L-Asp Ahx D-Ser Pro-Aib L-His
Ac L-Asp Gly L-His Pro-Gly D-His
Ac L-Tyr Ahx L-Tyr Pro-Aib D-His
Ac D-Asp Pro-Aib D-Ser B-Ala L-His
Ac L-Ser ACHC L-Tyr B-Ala D-His
Ac D-Ser Pro-Gly L-Tyr B-Ala L-His
Ac D-His - L-Ser B-Ala L-His
Ac L-Tyr Pro-Gly L-Ser Ahx D-His
Ac D-His - D-Ser Ahx L-His
Ac L-Ser Ahx L-Asp Ahx D-His
Ac L-Tyr - L-Ser Ahx D-His
Ac D-Ser B-Ala D-His Ahx L-His
Ac L-His Pro-Aib L-Tyr - L-His
Ac L-Ser Gly D-His Gly D-His
Ac L-Tyr Ahx D-His Pro-Aib D-Ser
Ac D-His Gly L-His Pro-Aib L-Ser
Ac L-Asp B-Ala L-His Pro-Gly L-Ser
Ac L-His - L-Tyr Pro-Aib D-Ser
Ac D-Ser B-Ala D-His Pro-Gly D-Ser
Ac D-His Pro-Gly L-His B-Ala L-Ser
Ac L-Asp ACHC D-Ser B-Ala D-Ser
Ac D-His Pro-Gly L-Asp - L-Ser
Ac D-Ser Gly L-Ser Ahx D-Ser
Ac L-Tyr ACHC L-Tyr ACHC L-Tyr
Ac D-Asp Gly L-Ser ACHC L-Tyr
Ac L-His - L-His ACHC L-Tyr
Ac L-Ser Ahx L-Tyr Pro-Aib L-Tyr
Ac L-His Pro-Aib L-His Pro-Aib L-Tyr
Ac D-His Pro-Aib L-His Gly L-Tyr
Ac D-Ser Gly L-Tyr B-Ala L-Tyr
Ac L-Asp Ahx L-Asp ACHC D-Asp
Ac D-His Ahx D-His ACHC D-Asp
Ac L-His B-Ala D-Asp - D-Asp
Ac L-Ser Pro-Aib L-His Pro-Aib L-Asp
Ac L-Ser Gly L-His Pro-Gly L-Asp

Ac L-Tyr - L-His Pro-Gly L-Asp



278 Anhang

AA3 Linker AA2 Linker AA1
Ac D-Asp Pro-Aib L-His Ahx L-Asp
Ac L-Asp Gly L-His B-Ala D-Asp

Analysierte Sequenzen der Tripeptidbibliothek und 100 mM und 1 mM

Konzentrationen an Zink-Losung

AA2 Linker AA1
Ac D-His Ahx L-Ser 2x
Ac L-Tyr Ahx L-Ser
Ac L-Tyr Ahx D-Ser
Ac L-His Ahx D-Ser
Ac L-Ser Ahx D-Ser 3x
Ac L-His Ahx L-Ser
Ac D-His Ahx D-Ser
Ac L-His B-Ala L-Ser
Ac L-Tyr B-Ala L-Ser
Ac L-Ser B-Ala D-Ser
Ac L-Tyr B-Ala D-Ser
Ac D-Ser B-Ala L-Ser
Ac L-Ser B-Ala L-Ser
Ac D-Ser B-Ala D-Ser
Ac L-Tyr B-Ala L-Ser
Ac L-Asp B-Ala L-Ser
Ac L-His Pro-Aib D-Ser
Ac L-His Pro-Gly D-Ser
Ac L-Tyr Pro-Gly D-Ser
Ac D-His Pro-Gly L-Ser
Ac L-His Pro-Gly L-Ser
Ac D-His Pro-Aib D-Ser
Ac L-Tyr Pro-Aib D-Ser
Ac L-His Pro-Aib D-Ser
Ac L-His Pro-Aib L-Ser
Ac L-Ser Pro-Aib L-Ser
Ac L-Ser Pro-Aib D-Ser 2x
Ac D-Hs - D-Ser
Ac D-His - L-Ser 2x
Ac L-Ser L-Ser
Ac D-Ser ACHC D-Ser
Ac L-Tyr ACHC D-Ser
Ac L-Tyr ACHC L-Ser
Ac L-His ACHC L-Ser
Ac L-His ACHC D-Ser
Ac D-Ser ACHC D-Ser
Ac L-Tyr ACHC L-Ser
Ac L-Ser Gly D-Ser
Ac L-His Gly L-Ser
Ac D-His Gly D-Ser 2Xx
Ac D-Ser Gly D-Ser
Ac L-Tyr Ahx D-Ser
Ac L-Tyr Pro-Gly L-Tyr
Ac L-Ser Pro-Gly L-Tyr 2x
Ac L-Ser Pro-Aib L-Tyr
Ac D-Ser Pro-Aib L-Tyr 2x
Ac L-Ser Pro-Aib L-Tyr
Ac L-Tyr Pro-Gly L-Tyr
Ac L-His Pro-Gly L-Tyr

Ac D-His Pro-Gly L-Tyr



279
Anhang
AA2 Linker AA1
L-Ser Pro-Aib L-Tyr
™ -Hi Pro-Gly L-Tyr
Ac L-His i
-Ser Pro-Gly 5
po L ACHC L-Tyr X
Ac L-Ser i >
ACHC yi
Ac D-Ser i
[ ACHC yi
Ac L-His i
D-His B-Ala oy
po -Ala L-Tyr
A oo E-Ala L-Tyr
™ L-S?r B-Ala L-Tyr
o D-H'IS B-Ala L-Tyr
Ac L-His AL i
Ac D-Ser — PAR i
Ac L-Tyr _____ i
Ac L-H|_s _____ i
Ac D-His i
o D-,_‘Fsp ----- L-Tyr
™ C e Ahx L-Tyr 3x
o (e Ahx L-Tyr
™ L-T)_’l' Ahx L-Tyr
o LT Ahx L-Tyr
Ac L-Tyr i i
Ac L-His y N
i Pro-Aib p
o D-H'IS Pro-Gl L-Asp
Ac L-His ro-I y Ao
Ac L-His Gly AP
ACHC i
Ac D-Ser D
L-Tyr ACHC . )
™ y D-His X
-T ACHC i
™ e L-His
i ACHC i
Ac D-His e
i ACHC .
Ac L-His e
ACHC i
e e ACHC L-His
e L-AS_p ACHC D-His
Ac D-His Do
-As ACHC . )
o L e ACHC D-His X
Ac L-His _ o
Pro-Aib i
e D-Ser Pro-Aib D-His
Ac L-His ro-Ai DS
i Pro-Aib
Ac L-His e
-Hi Pro-Gly .
po oo Pro-Gl D-His
Ac L-Ser ro- Iy D
Ac L-His Pro-gly it
Ac D-His Pro-Gly D
e oot lIZrO-Ait))/ L-His
Ac L-Ser ro-Ai o
i Pro-Aib i
e o B-Ala L-His
Ac L-Tyr o
L-Tyr B-Ala i
e i B-Ala D-His 2X
e L-H!S B-Ala L-His
Ac L-His e
- B-Ala _
Ac L-Ser D
-Hi B-Ala i
Ac D H.IS - e
Ac L-His y e
L-Tyr Gly i
o ! Gl L-His
Ac D-Asp y s
L-Tyr Gly i
™ / L-His
-His Gly i
e ; i Gl L-His
e o Ahy L-His 2X
e L-T)_/r Ahi L-His
Ac D-His o
Ahx i
o e Ah D-His
Ac L-Ser X



280 Anhang

Analysierte Sequenzen der Pentapeptidbibliothek und 100 mM und 1 mM

Konzentrationen an Zink-Losung

AA3 Linker AA2 Linker AA1
Ac L-Tyr ACHC L-Tyr ACHC L-Tyr
Ac L-Ser Pro-Aib L-Tyr ACHC L-Tyr
Ac L-Ser ACHC D-Ser ACHC L-Tyr
Ac L-Ser Ahx L-Ser ACHC L-Tyr
Ac D-Asp Pro-Gly D-Asp ACHC L-Tyr
Ac L-Tyr Pro-Aib L-Tyr ACHC L-Tyr
Ac L-Ser Pro-Aib L-Tyr ACHC L-Tyr
Ac D-Ser - D-Ser ACHC L-Tyr
Ac D-Ser - D-Ser ACHC L-Tyr
Ac L-His Ahx D-His ACHC L-Tyr
Ac D-Ser Ahx L-Tyr Pro-Aib L-Tyr
Ac L-Tyr B-Ala L-Ser Pro-Gly L-Tyr
Ac L-Ser ACHC L-His Pro-Gly L-Tyr
Ac L-Ser Ahx D-Ser Pro-Aib L-Tyr
Ac L-Ser - L-Tyr Pro-Aib L-Tyr
Ac L-Tyr Pro-Aib L-His Pro-Gly L-Tyr
Ac D-Asp Gly L-His Pro-Gly L-Tyr
Ac D-Ser Ahx L-Tyr Pro-Aib L-Tyr
Ac L-Tyr Pro-Aib L-Tyr - L-Tyr
Ac L-Ser ACHC L-Ser - L-Tyr
Ac L-Ser ACHC L-Ser - L-Tyr
Ac L-Asp Pro-Aib D-Ser - L-Tyr
Ac L-Tyr B-Ala L-Tyr Ahx L-Tyr
Ac L-Tyr -—-- D-Ser Ahx L-Tyr
Ac L-His B-Ala L-Ser Ahx L-Tyr
Ac L-Ser ACHC D-Ser Ahx L-Tyr
Ac L-Asp - L-His Ahx L-Tyr
Ac L-Tyr ACHC D-Ser B-Ala L-Tyr
Ac L-Tyr Pro-Aib D-Asp B-Ala L-Tyr
Ac D-Asp Pro-Gly D-Asp B-Ala L-Tyr
Ac L-Ser Pro-Aib L-Tyr B-Ala L-Tyr
Ac L-Ser Ahx L-His B-Ala L-Tyr
Ac D-Asp Pro-Aib D-Asp B-Ala L-Tyr
Ac L-Asp Gly D-His B-Ala L-Tyr
Ac L-Ser Pro-Gly L-Tyr Gly L-Tyr
Ac L-His ACHC D-His Pro-Gly L-Ser
Ac L-Tyr ACHC D-Ser Pro-Aib D-Ser
Ac L-Ser Pro-Gly L-Ser Pro-Gly D-Ser
Ac L-Ser ACHC D-Ser Pro-Aib D-Ser
Ac L-Ser Pro-Gly L-Ser Pro-Gly D-Ser
Ac L-His Ahx D-Ser Pro-Gly L-Ser
Ac L-Ser B-Ala D-His Pro-Gly L-Ser
Ac D-Ser ACHC L-Tyr Pro-Gly D-Ser
Ac L-Ser B-Ala L-Tyr Pro-Aib L-Ser
Ac D-His Pro-Gly D-Ser ACHC L-Ser
Ac D-His ACHC L-Tyr ACHC D-Ser
Ac D-His Pro-Gly L-Tyr ACHC D-Ser
Ac D-His Gly L-Tyr Ahx D-Ser
Ac L-Ser Pro-Gly L-Tyr Ahx L-Ser
Ac D-Asp - L-Tyr Ahx D-Ser
Ac D-His Ahx D-Asp Ahx D-Ser
Ac L-His Ahx D-Asp Ahx D-Ser
Ac L-Ser Pro-Gly L-Asp Ahx L-Ser
Ac L-Tyr Pro-Aib D-His Ahx L-Ser

Ac L-His ACHC D-Ser Ahx D-Ser



Anhang 281
AA3 Linker AA2 Linker AA1
Ac L-Ser Pro-Aib D-His B-Ala D-Ser
Ac L-Ser - D-Ser B-Ala D-Ser
Ac D-His Gly L-Tyr - D-Ser
Ac L-Ser B-Ala D-His - L-Ser
Ac D-His Gly L-Ser Gly D-Ser
Ac L-Asp ACHC L-Tyr Gly D-Ser
Ac L-Tyr ACHC D-Asp Pro-Gly D-Asp
Ac D-Ser ACHC L-His ACHC D-Asp
Ac L-Asp Pro-Gly L-Asp Pro-Gly D-Asp
Ac L-Ser Gly D-Ser ACHC D-His
Ac D-His Gly D-Ser ACHC D-His
Ac L-Ser Ahx D-His ACHC D-His
Ac D-His - D-His ACHC D-His
Ac L-Tyr B-Ala D-Ser Pro-Aib D-His
Ac D-His - D-His Pro-Aib D-His
Ac L-Tyr Pro-Gly D-His Pro-Gly L-His
Ac D-Asp B-Ala D-His Pro-Gly D-His
Ac D-Asp ACHC L-His Pro-Aib L-His
Ac D-His Pro-Aib D-His Pro-Aib D-His
Ac L-Ser - D-His Pro-Gly D-His
Ac L-Tyr ACHC D-His Pro-Aib L-His
Ac D-Ser B-Ala D-Asp Pro-Aib L-His
Ac L-His B-Ala L-Tyr Pro-Gly D-His
Ac L-His B-Ala L-Asp Pro-Gly D-His
Ac L-Tyr ACHC D-His Pro-Gly D-His
Ac L-Tyr Pro-Gly D-Ser Pro-Aib L-His
Ac D-Asp Ahx L-Tyr Pro-Aib L-His
Ac D-Asp Pro-Aib D-Asp Pro-Aib L-His
Ac D-Asp B-Ala L-His Pro-Gly D-His
Ac D-His B-Ala L-Tyr Pro-Aib D-His
Ac L-Ser - L-Tyr Pro-Gly D-His
Ac L-His Pro-Aib D-Ser B-Ala L-His
Ac D-His ACHC D-His B-Ala L-His
Ac D-His ACHC D-His B-Ala D-His
Ac L-Ser ACHC L-His B-Ala L-His
Ac L-Asp ACHC D-Ser B-Ala L-His
Ac L-Tyr Pro-Gly L-His B-Ala D-His
Ac L-Tyr ACHC L-His Gly L-His
Ac D-Ser Pro-Aib L-His Gly L-His
Ac L-Asp Pro-Aib L-Asp Gly D-His
Ac L-Tyr Pro-Gly L-His Gly D-His
Ac L-Asp B-Ala L-His Ahx D-His
Ac L-His ACHC L-Tyr Ahx L-His
Ac D-Asp Ahx L-Tyr Ahx D-His
Ac L-Asp Gly D-Asp Ahx D-His
Ac L-Ser B-Ala D-Asp Ahx D-His
Ac L-His Gly L-His - L-His
Ac L-His B-Ala D-Asp - L-His



282 Anhang

Analysierte Sequenzen der Tripeptidbibliothek und 100 mM, 1 mM und 0.5 mM

Konzentrationen an Nickel-Losung

AA2 Linker AA1
Ac L-Asp ACHC D-His
Ac D-His ACHC L-His 5x
Ac L-Ser ACHC D-His
Ac L-His ACHC L-His 5x
Ac L-His ACHC D-His
Ac D-His ACHC D-His 2x
Ac L-His ACHC D-His
Ac L-Tyr ACHC D-His
Ac D-His Pro-Gly L-His
Ac D-His Pro-Aib D-His 2x
Ac L-Ser Pro-Aib D-His
Ac D-Ser Pro-Aib D-His
Ac D-His Pro-Gly D-His 3x
Ac L-Tyr Pro-Gly L-His 2x
Ac L-Ser Pro-Aib D-His
Ac L-Tyr Pro-Gly D-His 2x
Ac L-His Pro-Aib L-His
Ac D-His Pro-Aib D-His
Ac D-His Pro-Aib L-His
Ac L-Tyr Pro-Aib D-His
Ac L-Asp B-Ala L-His
Ac D-His B-Ala D-His
Ac D-His B-Ala L-His
Ac L-His B-Ala D-His
Ac D-Ser B-Ala L-His
Ac L-Tyr B-Ala L-His 3x
Ac D-Ser B-Ala D-His
Ac L-Ser B-Ala L-His
Ac L-Tyr B-Ala D-His 5x
Ac L-Asp B-Ala D-His
Ac D-His B-Ala D-His 4x
Ac L-Ser B-Ala D-His 2x
Ac L-Asp B-Ala D-His
Ac D-His B-Ala L-His 2x
Ac L-Ser B-Ala L-His
Ac D-Ser B-Ala L-His
Ac L-Asp Ahx L-His
Ac L-Tyr Ahx L-His
Ac D-His Ahx D-His 4x
Ac D-Ser Ahx D-His
Ac D-His Ahx L-His 3x
Ac L-Tyr Ahx L-His
Ac D-Asp Ahx D-His
Ac L-His Ahx D-His
Ac L-His Ahx L-His
Ac L-Ser Ahx D-His
Ac L-Tyr Gly L-His
Ac L-Tyr Gly D-His
Ac D-Asp Gly D-His
Ac L-Tyr Gly L-His
Ac L-His Gly D-His
Ac L-Tyr Gly L-His
Ac L-Asp Gly L-His
Ac D-Ser Pro-Gly L-Tyr 2x

Ac L-His Pro-Gly L-Tyr



Anhang 283

AA2 Linker AA1
Ac D-His Ahx L-Tyr 2x
Ac L-His Ahx L-Tyr
Ac L-Ser Ahx L-Tyr
Ac L-His B-Ala L-Tyr 3x
Ac D-His B-Ala L-Tyr
Ac L-His Gly L-Tyr
Ac L-Ser L-Tyr
Ac D-His Ahx L-Ser
Ac L-His Ahx D-Ser
Ac D-His Ahx D-Ser
Ac D-His Gly L-Ser 2x
Ac L-His Gly L-Ser
Ac L-His - L-Ser
Ac L-Tyr B-Ala D-Ser
Ac L-His - D-Asp

Analysierte Sequenzen der Pentapeptidbibliothek und 100 mM, 1 mM und 0.5 mM

Konzentrationen an Nickel-Losung

AA3 Linker AA2 Linker AA1
Ac L-Ser Gly D-Ser Pro-Gly D-His
Ac L-Asp Pro-Aib D-His Pro-Gly L-His
Ac L-Ser ACHC L-Tyr Pro-Aib L-His
Ac L-His Pro-Gly L-Asp Pro-Gly D-His
Ac L-Tyr Pro-Gly L-Tyr Pro-Gly L-His
Ac D-Ser Pro-Aib L-His Pro-Gly D-His
Ac D-His - D-Asp Pro-Aib L-His
Ac L-Ser Pro-Aib D-His Pro-Aib D-His
Ac D-His - L-Asp Pro-Gly L-His
Ac L-Tyr ACHC L-Asp Pro-Aib D-His
Ac L-Ser Pro-Gly L-Tyr Pro-Gly D-His
Ac D-His Gly D-Ser Pro-Aib D-His
Ac D-His B-Ala D-Asp Pro-Gly D-His
Ac D-Asp B-Ala L-Asp Pro-Aib D-His
Ac L-Asp - D-His Pro-Gly D-His
Ac D-Ser Pro-Gly L-Asp Pro-Gly L-His
Ac L-Tyr B-Ala L-Tyr Pro-Aib D-His
Ac L-His - L-Tyr Pro-Gly D-His
Ac D-His Ahx L-Tyr Pro-Gly L-His
Ac L-Ser Pro-Gly D-Asp Pro-Aib L-His
Ac L-Ser Gly L-His B-Ala L-His
Ac D-His B-Ala L-Tyr B-Ala D-His
Ac D-His Gly D-Asp B-Ala D-His
Ac D-Ser ACHC D-His B-Ala L-His
Ac D-His Gly D-Ser B-Ala D-His
Ac D-His B-Ala L-His B-Ala L-His
Ac D-Asp Pro-Aib L-His B-Ala D-His
Ac L-Tyr Ahx D-His B-Ala D-His
Ac L-Asp Pro-Gly D-Ser B-Ala D-His
Ac D-Ser Gly L-Asp B-Ala D-His
Ac D-His Gly L-His B-Ala L-His
Ac D-Ser Pro-Aib L-Tyr B-Ala L-His
Ac D-His Ahx L-Tyr Ahx D-His
Ac D-His B-Ala L-Ser Ahx D-His

Ac D-His B-Ala L-His Ahx D-His



284 Anhang
AA3 Linker AA2 Linker AA1
Ac D-Asp Gly L-His Ahx L-His
Ac L-Ser Pro-Gly L-Tyr Ahx D-His
Ac D-His B-Ala L-Ser Ahx L-His
Ac L-Ser Pro-Gly L-Asp Ahx D-His
Ac D-His Ahx L-Asp Ahx L-His
Ac L-Asp Gly L-Tyr Ahx D-His
Ac L-His Pro-Gly L-His Ahx L-His
Ac L-Tyr Gly L-Ser Gly L-His
Ac D-His - D-Asp Gly D-His
Ac D-Ser Ahx D-Asp Gly L-His
Ac D-Ser - L-His Gly L-His
Ac D-Asp Pro-Gly D-Asp ACHC D-His
Ac L-Ser Ahx D-Ser ACHC D-His
Ac L-Ser Ahx L-His ACHC D-His
Ac D-Asp Gly D-Ser ACHC L-His
Ac L-His Pro-Gly D-His ACHC L-His
Ac D-Ser Ahx D-Asp - D-His
Ac L-Asp B-Ala L-Ser Pro-Aib L-Tyr
Ac L-Tyr Gly D-Ser Pro-Aib L-Tyr
Ac L-His Ahx L-Tyr Pro-Gly L-Tyr
Ac L-Tyr B-Ala L-His Pro-Gly L-Tyr
Ac L-Asp Pro-Aib D-His Pro-Gly L-Tyr
Ac L-His Pro-Aib L-His Pro-Aib L-Tyr
Ac D-His - L-Ser Pro-Gly L-Tyr
Ac D-Asp - L-Ser ACHC L-Tyr
Ac D-His Ahx D-Asp ACHC L-Tyr
Ac L-Asp ACHC L-Tyr ACHC L-Tyr
Ac L-Tyr Ahx L-His Gly L-Tyr
Ac D-His Pro-Gly D-Asp Ahx L-Tyr
Ac L-Asp Pro-Gly D-His Ahx L-Tyr
Ac D-His Gly D-His Ahx L-Tyr
Ac L-His Pro-Gly D-His Ahx L-Tyr
Ac D-Ser Pro-Gly D-Ser Ahx L-Tyr
Ac L-Tyr Gly L-Tyr - L-Tyr
Ac D-His B-Ala L-Ser - L-Tyr
Ac L-Tyr Ahx D-His B-Ala L-Tyr
Ac D-Asp Pro-Gly L-Ser B-Ala L-Tyr
Ac L-Ser B-Ala L-Ser Pro-Aib L-Ser
Ac L-Tyr ACHC L-Tyr Pro-Gly D-Ser
Ac D-Ser Pro-Gly D-His Pro-Gly D-Ser
Ac D-His Pro-Gly L-Tyr Pro-Gly D-Ser
Ac D-Asp Pro-Gly D-Asp Pro-Gly D-Ser
Ac D-His B-Ala L-Asp Pro-Aib D-Ser
Ac D-His Gly L-His Pro-Aib D-Ser
Ac D-Ser Ahx D-Asp Pro-Gly L-Ser
Ac L-His - D-Ser Pro-Gly D-Ser
Ac D-His ACHC D-Asp Pro-Gly L-Ser
Ac D-Ser ACHC L-His Pro-Gly D-Ser
Ac D-His Ahx D-Ser Pro-Gly L-Ser
Ac D-His B-Ala D-His - D-Ser
Ac L-Tyr - L-His - D-Ser
Ac D-Asp Ahx L-His - L-Ser
Ac D-Asp B-Ala L-His B-Ala L-Ser
Ac L-His B-Ala D-His B-Ala L-Ser
Ac L-Tyr Ahx L-His ACHC D-Ser
Ac D-Ser ACHC L-Ser ACHC D-Ser
Ac L-His Pro-Aib L-His Gly L-Ser
Ac D-His Pro-Gly D-Ser Gly D-Ser
Ac D-Ser Ahx L-Tyr Ahx L-Ser
Ac L-Tyr Ahx D-Ser Ahx D-Ser



Anhang 285

AA3 Linker AA2 Linker AA1
Ac L-Ser - L-Ser Ahx D-Ser
Ac L-Tyr Ahx D-His Pro-Aib D-Asp
Ac D-His ACHC D-Ser Pro-Gly D-Asp
Ac D-Ser Pro-Aib D-His Pro-Aib L-Asp
Ac L-Tyr Ahx L-His ACHC L-Asp
Ac D-His Ahx L-His B-Ala D-Asp
Ac L-His Pro-Gly D-His B-Ala D-Asp
Ac D-His ACHC L-Tyr B-Ala L-Asp
Ac L-Asp Pro-Gly D-Ser B-Ala L-Asp

Analysierte Sequenzen der Pentapeptidbibliothek und 100 mM, 1 mM und 0.5 mM

Konzentrationen an Eisen-Losung

AA3 Linker AA2 Linker AA1
Ac L-Tyr Gly D-Ser Ahx L-His
Ac D-Asp Pro-Aib D-His Ahx D-His
Ac L-Ser - L-Asp Ahx L-His
Ac L-Ser Ahx L-Asp Ahx L-His
Ac D-Ser Pro-Gly L-Tyr Pro-Aib L-His
Ac L-His Pro-Aib D-Asp Pro-Aib D-His
Ac D-Asp Pro-Gly L-Tyr Pro-Gly D-His
Ac D-Ser = - D-His Pro-Gly D-His
Ac D-His Gly L-His Pro-Gly L-His
Ac D-His Pro-Gly D-His Pro-Gly L-His
Ac L-Ser - L-Tyr Pro-Gly L-His
Ac D-Asp Pro-Gly L-Asp Pro-Aib D-His
Ac L-Asp ACHC L-His Pro-Gly L-His
Ac L-His Pro-Aib L-Asp Pro-Aib D-His
Ac D-His Ahx L-His Pro-Gly L-His
Ac D-Ser Gly L-His ACHC D-His
Ac L-His Gly L-Asp ACHC L-His
Ac D-Asp Pro-Aib D-Asp B-Ala L-His
Ac D-Asp Pro-Gly D-Ser B-Ala D-His
Ac D-His Pro-Gly L-His B-Ala L-His
Ac L-Tyr Pro-Gly D-His B-Ala L-His
Ac L-His ACHC L-Tyr Gly D-His
Ac D-Asp Pro-Gly D-Asp Gly D-His
Ac D-His ACHC L-Ser Gly L-His
Ac L-Asp Ahx D-Ser - D-His
Ac L-His Pro-Aib D-Asp - L-His
Ac L-Asp Ahx L-Tyr - D-His
Ac D-Ser Pro-Aib L-Asp - D-His
Ac D-Ser Pro-Gly D-His Pro-Aib D-Ser
Ac L-Ser ACHC L-Tyr Pro-Aib L-Ser
Ac D-Asp Pro-Gly L-Tyr Pro-Aib L-Ser
Ac D-Ser Pro-Aib D-Ser Ahx L-Ser
Ac D-Ser ACHC D-Ser Ahx D-Ser
Ac D-His Pro-Aib D-Ser Gly L-Ser
Ac D-Ser B-Ala D-Ser ACHC D-Ser
Ac D-His ACHC D-His B-Ala L-Tyr
Ac D-His ACHC D-His B-Ala L-Tyr
Ac D-Asp Pro-Gly D-Asp Pro-Gly L-Tyr
Ac L-Tyr ACHC L-Tyr Pro-Aib L-Tyr
Ac L-Ser Pro-Gly L-His Pro-Aib L-Tyr

Ac D-Asp Pro-Gly D-Ser Pro-Aib L-Tyr



286 Anhang

AA3 Linker AA2 Linker AA1
Ac L-His Ahx D-Ser Pro-Aib L-Tyr
Ac L-Asp Gly L-Tyr Ahx L-Tyr
Ac Nd ACHC D-His Ahx L-Tyr
Ac L-Tyr B-Ala D-Asp Ahx L-Tyr
Ac L-Ser B-Ala L-Asp B-Ala L-Tyr
Ac L-Tyr Gly D-His Pro-Aib L-Asp
Ac D-His ACHC D-His B-Ala D-Asp
Ac D-His Gly D-Ser B-Ala D-Asp
Ac L-Tyr B-Ala D-His - D-Asp

Analysierte Sequenzen der Tripeptidbibliothek und 100 mM, 1 mM und 0.5 mM

Konzentrationen an Eisen-Losung

AA2 Linker AA1
Ac D-His ACHC D-His 3x
Ac L-His ACHC L-His 4x
Ac L-Ser ACHC L-His
Ac L-Tyr ACHC D-His
Ac D-His B-Ala D-His
Ac L-Asp B-Ala D-His
Ac L-His B-Ala L-His 3x
Ac L-Asp B-Ala D-His
Ac D-Ser Pro-Aib L-His
Ac L-His Pro-Gly L-His 2x
Ac L-Asp Pro-Aib D-His 2x
Ac L-Tyr Pro-Aib L-His
Ac L-His Pro-Aib L-His
Ac D-Ser Pro-Aib L-His
Ac L-His Ahx L-His
Ac D-Asp Ahx D-His 2x
Ac L-Tyr Ahx D-His
Ac D-Ser Ahx D-His
Ac D-Ser Ahx L-His
Ac L-Tyr Gly L-His
Ac D-Asp Gly L-His
Ac D-His Gly L-His
Ac L-His Gly L-His
Ac D-Asp Gly D-His
Ac D-His Pro-Aib L-Tyr
Ac L-His ACHC L-Tyr
Ac D-His ACHC L-Tyr
Ac L-Ser Gly L-Tyr
Ac L-His Gly L-Tyr
Ac L-His e L-Tyr
Ac L-Ser L-Tyr
Ac L-Ser Ahx L-Tyr
Ac L-Ser Ahx D-Ser
Ac L-Tyr B-Ala L-Ser
Ac L-His B-Ala D-Ser
Ac L-His ACHC L-Ser

Ac L-His Gly D-Asp



Anhang 287

Analysierte Sequenzen der Tripeptidbibliothek und 100 mM und 1 mM

Konzentrationen an Kupfer-Losung

AA2 Linker AA1
Ac L-His B-Ala L-His 5x
Ac D-His B-Ala D-His 3x
Ac D-His B-Ala L-His
Ac D-His Ahx L-His 9x
Ac L-His Ahx L-His 11x
Ac L-His Ahx D-His 11x
Ac D-His Ahx D-His 18x
Ac L-His Pro-Aib L-His
Ac D-His Pro-Aib D-His 2x
Ac L-His ACHC D-His
Ac D-His ACHC L-His
Ac D-Ser Ahx L-His
Ac L-Ser Pro-Aib D-His
Ac L-Ser B-Ala L-His
Ac L-Ser B-Ala D-His
Ac L-Ser Ahx D-His
Ac D-Ser B-Ala D-His
Ac D-Ser ACHC L-His
Ac D-Ser Gly L-His
Ac L-Tyr ACHC L-His 2x
Ac L-Tyr Pro-Aib D-His
Ac L-Tyr Pro-Gly L-His
Ac D-Asp B-Ala L-His
Ac D-Asp Pro-Aib D-His
Ac D-Asp ACHC L-His
Ac D-His Pro-Gly D-Ser
Ac L-His B-Ala L-Ser
Ac D-His Pro-Gly L-Ser
Ac D-His ACHC L-Ser
Ac D-His Gly D-Ser
Ac L-Tyr B-Ala D-Ser
Ac D-His Pro-Gly L-Tyr
Ac L-His ACHC L-Tyr
Ac L-His Ahx L-Tyr
Ac D-His B-Ala L-Tyr
Ac D-His Pro-Gly L-Tyr
Ac L-Tyr Gly L-Tyr 2x

Ac D-His B-Ala L-Asp



288 Anhang

Analysierte Sequenzen der Pentapeptidbibliothek und 100 mM und 1 mM

Konzentrationen an Kupfer-Losung

AA3 Linker AA2 Linker AA1
Ac L-His Pro-Gly L-His Ahx D-His
Ac L-His B-Ala L-His Ahx L-His
Ac L-His Pro-Aib D-His Ahx L-His
Ac D-His Pro-Aib L-His Ahx D-His
Ac D-His Ahx D-His Ahx L-His
Ac L-His Pro-Aib D-His ACHC L-His
Ac D-His ACHC D-His ACHC D-His
Ac L-His Pro-Gly L-His Pro-Aib D-His
Ac L-His Ahx L-His Ahx D-His 2x
Ac D-Ser Pro-Aib D-His B-Ala L-His
Ac L-Ser Ahx L-His Ahx L-His
Ac L-Ser ACHC L-His Ahx D-His
Ac L-Ser Ahx L-His Pro-Aib D-His
Ac L-Ser Pro-Aib D-His Gly L-His
Ac L-Ser Ahx D-His Ahx D-His
Ac D-Ser Pro-Aib D-His Ahx L-His
Ac L-Tyr Gly L-His Ahx D-His
Ac D-Asp B-Ala L-His Pro-Gly L-His
Ac L-Asp Pro-Gly L-His Pro-Aib D-His
Ac L-His B-Ala L-Tyr Ahx L-His
Ac L-His Pro-Gly L-Tyr Ahx D-His
Ac L-His Pro-Gly L-Tyr Ahx L-His
Ac L-His B-Ala L-Tyr Ahx D-His
Ac D-His ACHC L-Tyr Ahx L-His
Ac L-His ACHC L-Tyr Pro-Aib L-His
Ac L-Tyr ACHC L-Tyr Ahx D-His
Ac L-His Ahx L-Ser Ahx D-His
Ac L-His Pro-Aib D-Ser Ahx L-His
Ac L-His Gly D-Ser Pro-Aib D-His
Ac L-His Ahx L-Ser Ahx L-His
Ac L-His ACHC L-Asp Ahx D-His
Ac L-His Ahx L-Asp Ahx D-His
Ac D-His Pro-Aib L-Asp B-Ala D-His

Ac L-His Pro-Aib L-Asp B-Ala L-His



Anhang 289

Analysierte Sequenzen der Tripeptidbibliothek und 100 mM und 1 mM

Konzentrationen an Zirkonium-Losung

AA2 Linker AA1
Ac D-Asp Pro-Gly D-His
Ac D-His Pro-Gly L-His
Ac D-Ser Pro-Aib D-His
Ac L-His Pro-Gly L-His 2x
Ac D-His Pro-Gly D-His 3x
Ac D-Asp Pro-Aib D-His
Ac L-Tyr Pro-Aib L-His
Ac D-Ser Pro-Gly L-His
Ac L-Ser Pro-Aib D-His
Ac L-Ser Pro-Aib D-His
Ac D-His Pro-Gly L-His
Ac L-Tyr Pro-Gly L-His
Ac L-His Pro-Aib L-His 2x
Ac D-His Pro-Aib D-His
Ac L-Tyr Pro-Gly D-His
Ac D-Ser Pro-Aib D-His
Ac L-Tyr Pro-Aib L-His
Ac D-His Pro-Aib D-His 3x
Ac D-Ser Pro-Aib L-His
Ac D-Ser Pro-Gly D-His
Ac L-Tyr Pro-Aib D-His
Ac D-Asp Pro-Aib D-His
Ac L-Ser Pro-Aib L-His
Ac D-His Pro-Aib L-His
Ac L-Tyr Pro-Aib D-His 5x
Ac L-His Pro-Aib D-His
Ac L-Ser Pro-Gly D-His
Ac L-His Pro-Aib D-His
Ac D-Ser ACHC D-His
Ac D-His ACHC L-His 3x
Ac L-Tyr ACHC L-His
Ac L-His ACHC D-His 2x
Ac D-Asp ACHC L-His 3x
Ac L-Ser ACHC D-His
Ac L-His ACHC L-His 4x
Ac D-His ACHC D-His 3x
Ac L-His ACHC L-His
Ac D-Asp ACHC D-His 2x
Ac D-Ser ACHC L-His
Ac D-Ser ACHC D-His
Ac L-His B-Ala D-His
Ac L-Tyr B-Ala L-His 4x
Ac L-His B-Ala L-His 3x
Ac L-Tyr B-Ala D-His 3x
Ac D-His B-Ala L-His X
Ac D-His B-Ala D-His 2x
Ac L-Asp B-Ala D-His 2x
Ac D-Asp B-Ala L-His 2x
Ac L-Ser B-Ala D-His
Ac L-His Gly D-His 3x
Ac D-His Gly D-His 4x
Ac L-Asp Gly L-His
Ac L-Tyr Gly L-His 2Xx
Ac L-Asp Gly D-His

Ac L-Asp Gly D-His



290 Anhang
AA2 Linker AA1
Ac D-His Gly L-His
Ac L-Tyr Gly D-His
Ac L-Tyr Gly D-His
Ac D-Asp Gly D-His 2x
Ac D-Ser Gly L-His
Ac D-Asp Ahx L-His
Ac L-His Ahx D-His 2x
Ac L-Ser Ahx D-His
Ac D-His Ahx L-His 3x
Ac L-His Ahx L-His
Ac D-Asp Ahx L-His
Ac D-Asp Ahx D-His
Ac L-Asp Ahx D-His 2x
Ac L-Ser Ahx D-His
Ac L-Asp Ahx L-His
Ac L-Tyr Ahx L-His
Ac L-Tyr Ahx D-His
Ac D-His Ahx D-His 2x
Ac L-His ACHC D-Asp 2x
Ac L-Asp ACHC L-Asp
Ac D-His Pro-Aib D-Asp
Ac L-Ser Pro-Aib L-Asp
Ac L-Ser Pro-Gly L-Asp
Ac L-Tyr Pro-Gly D-Asp
Ac D-His Pro-Aib D-Asp
Ac D-Asp Pro-Gly L-Asp
Ac D-Asp Pro-Aib L-Asp
Ac D-His - L-Asp
Ac D-His Ahx D-Asp
Ac D-Ser Pro-Aib L-Tyr 3x
Ac L-Tyr Pro-Aib L-Tyr
Ac L-Tyr Pro-Gly L-Tyr
Ac L-His Pro-Gly L-Tyr
Ac D-Ser Pro-Gly L-Tyr 2x
Ac L-His Pro-Aib L-Tyr
Ac D-His Pro-Gly L-Tyr
Ac L-Ser Pro-Gly L-Tyr 2x
Ac D-His Pro-Gly L-Tyr
Ac L-Tyr ACHC L-Tyr
Ac D-His ACHC L-Tyr
Ac D-Ser ACHC L-Tyr
Ac D-Ser ACHC L-Tyr
Ac L-His B-Ala L-Tyr 2x
Ac D-His B-Ala L-Tyr
Ac D-Ser B-Ala L-Tyr
Ac L-Tyr B-Ala L-Tyr
Ac L-His Gly L-Tyr
Ac L-His Gly L-Tyr
Ac L-His Ahx L-Tyr
Ac L-Tyr Ahx L-Tyr 2x
Ac L-Asp Ahx L-Tyr 2x
Ac L-His e L-Tyr
Ac L-Tyr Pro-Aib D-Ser
Ac L-His Pro-Gly D-Ser
Ac D-Ser ACHC L-Ser
Ac L-His - D-Ser
Ac L-Tyr Gly L-Ser
Ac L-His Ahx L-Ser
Ac D-His Ahx D-Ser
Ac L-Ser B-Ala D-Ser



Anhang 291

AA2 Linker AA1
Ac D-Ser B-Ala L-Ser
Ac D-His B-Ala D-Ser
Ac L-His B-Ala D-Ser

Analysierte Sequenzen der Pentapeptidbibliothek und 100 mM und 1 mM

Konzentrationen an Zirkonium Losung

AA3 Linker AA2 Linker AA1
Ac L-Ser B-Ala D-His Pro-Gly D-His
Ac L-Asp Gly L-Asp Pro-Gly L-His
Ac D-Ser ACHC D-Asp Pro-Gly D-His
Ac L-Ser Pro-Aib L-Ser Pro-Aib L-His
Ac L-Ser Pro-Gly L-Tyr Pro-Gly L-His
Ac L-His B-Ala L-Asp Pro-Gly D-His
Ac L-Ser B-Ala D-Ser Pro-Gly D-His
Ac L-Ser B-Ala D-Ser Pro-Gly D-His
Ac L-Asp B-Ala D-Asp Pro-Aib D-His
Ac D-Asp B-Ala L-Asp Pro-Gly L-His
Ac D-His Gly D-His Pro-Aib L-His
Ac L-Ser Gly D-Ser Pro-Gly L-His
Ac D-His ACHC L-Ser Pro-Aib D-His
Ac L-His B-Ala L-Ser Pro-Aib D-His
Ac D-His B-Ala L-Asp Pro-Aib D-His
Ac L-Asp ACHC L-Tyr Pro-Gly D-His
Ac L-Asp B-Ala L-Asp Pro-Gly L-His
Ac D-Ser Ahx L-Ser Pro-Aib D-His
Ac D-Ser Pro-Aib L-His Ahx D-His
Ac L-Ser Gly L-Ser Ahx D-His
Ac L-His Ahx D-Ser Ahx D-His
Ac D-His Pro-Aib L-Ser Ahx L-His
Ac L-Ser Ahx D-Ser Ahx L-His
Ac D-Ser Pro-Gly L-Tyr Ahx D-His
Ac L-Tyr Ahx D-His Ahx D-His
Ac D-Asp ACHC L-Tyr Ahx D-His
Ac D-Asp Pro-Gly D-Asp Ahx D-His
Ac D-His Ahx L-Ser Ahx D-His
Ac L-His Ahx L-Ser Ahx D-His
Ac D-His ACHC D-His Ahx D-His
Ac L-Tyr B-Ala L-Asp Ahx L-His
Ac L-Tyr Ahx L-Tyr Ahx D-His
Ac D-Asp B-Ala D-Asp ACHC L-His
Ac L-His Pro-Aib L-Tyr ACHC D-His
Ac L-Ser Gly L-His ACHC D-His
Ac L-Ser Ahx L-Ser ACHC L-His
Ac D-His Pro-Gly L-Asp - L-His
Ac D-His Pro-Gly L-His B-Ala L-His
Ac D-Asp ACHC L-His B-Ala L-His
Ac L-Asp B-Ala D-Asp B-Ala D-His
Ac L-Asp Pro-Gly D-His B-Ala D-His
Ac L-His ACHC D-Asp B-Ala D-His
Ac D-Asp Pro-Gly D-Asp B-Ala D-His
Ac D-Asp B-Ala L-His B-Ala L-His
Ac L-His Gly L-Ser Gly D-His
Ac D-Asp Pro-Gly D-Asp Gly D-His

Ac L-Ser Ahx L-Asp Gly D-His



292 Anhang
Ac D-Ser Pro-Gly D-His Gly D-His
Ac L-His B-Ala L-His Gly L-His
Ac D-His Pro-Aib D-Ser Gly D-His
Ac D-His Pro-Aib D-Asp Gly L-His
Ac L-Asp - D-Ser Pro-Gly L-Tyr
Ac D-Ser Pro-Aib L-Ser Pro-Aib L-Tyr
Ac L-His B-Ala D-His Pro-Aib L-Tyr
Ac D-His Gly L-His Pro-Gly L-Tyr
Ac L-Asp Gly D-His Pro-Gly L-Tyr
Ac L-Ser B-Ala L-Ser Pro-Aib L-Tyr
Ac D-Ser B-Ala D-Ser Pro-Gly L-Tyr
Ac L-His Gly L-Asp Pro-Gly L-Tyr
Ac L-Asp Pro-Gly L-His Pro-Aib L-Tyr
Ac L-Ser Pro-Gly n. def. ACHC L-Tyr
Ac D-Ser - L-Tyr ACHC L-Tyr
Ac D-Ser - D-Ser ACHC L-Tyr
Ac D-His B-Ala D-Asp ACHC L-Tyr
Ac L-Ser Pro-Gly L-Tyr ACHC L-Tyr
Ac L-His Pro-Gly D-His ACHC L-Tyr
Ac D-Ser Pro-Aib L-Tyr ACHC L-Tyr
Ac L-Tyr Gly L-His ACHC L-Tyr
Ac L-Tyr B-Ala L-Ser Ahx L-Tyr
Ac L-Tyr Pro-Aib L-His Ahx L-Tyr
Ac D-Ser Ahx D-His Ahx L-Tyr
Ac L-Ser ACHC D-Ser Ahx L-Tyr
Ac D-His ACHC L-Tyr B-Ala L-Tyr
Ac D-Ser Pro-Gly D-His B-Ala L-Tyr
Ac D-Ser - D-Ser B-Ala L-Tyr
Ac L-Ser - L-Tyr B-Ala L-Tyr
Ac L-Tyr Pro-Aib L-Tyr B-Ala L-Tyr
Ac D-His Pro-Gly L-Ser Gly L-Tyr
Ac L-Asp Pro-Aib L-Ser Gly L-Tyr
Ac L-Ser B-Ala L-Hs - L-Tyr
Ac L-Tyr ACHC D-Asp - L-Tyr
Ac D-Asp ACHC L-Ser - L-Tyr
Ac L-Asp - L-Ser - L-Tyr
Ac D-Ser Ahx L-Hs - L-Tyr
Ac D-Asp Pro-Aib D-Asp - L-Tyr
Ac D-Asp - L-Tyr Pro-Gly L-Ser
Ac D-His Gly D-His Pro-Gly L-Ser
Ac D-Asp B-Ala L-His Pro-Gly L-Ser
Ac D-Asp ACHC L-His Pro-Aib L-Ser
Ac D-Ser ACHC D-His Pro-Gly L-Ser
Ac D-His Gly L-Tyr Pro-Aib L-Ser
Ac D-His Pro-Gly D-Asp Pro-Gly D-Ser
Ac L-Tyr - D-Ser Pro-Gly D-Ser
Ac D-Ser - L-Asp Pro-Gly D-Ser
Ac D-Ser B-Ala L-Ser Pro-Aib D-Ser
Ac D-Ser Gly D-His Pro-Gly L-Ser
Ac L-His ACHC L-Ser ACHC L-Ser
Ac L-Ser Ahx L-Ser ACHC D-Ser
Ac L-Ser ACHC D-Ser Ahx L-Ser
Ac L-Ser Pro-Aib L-His Ahx L-Ser
Ac D-Ser Gly L-His Ahx L-Ser
Ac D-His - L-Asp Ahx D-Ser
Ac D-Asp L-Tyr D-His Ahx D-Ser
Ac L-Ser Ahx L-His B-Ala L-Ser
Ac D-Ser Pro-Aib L-Asp B-Ala D-Ser
Ac L-Asp B-Ala L-Tyr B-Ala L-Ser
Ac L-Ser Pro-Gly L-Tyr Gly D-Ser
Ac D-His ACHC D-Ser - D-Ser
Ac L-Ser Pro-Gly D-Ser Pro-Gly D-Asp
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Ac L-Asp ACHC L-Asp Pro-Gly L-Asp
Ac D-Ser Pro-Aib L-Asp Pro-Aib L-Asp
Ac L-Asp B-Ala D-Asp Pro-Gly L-Asp
Ac L-Ser ACHC L-Asp Pro-Gly D-Asp
Ac L-Tyr Ahx L-Asp Pro-Gly D-Asp
Ac D-Asp Ahx L-His Pro-Aib D-Asp
Ac D-Ser B-Ala L-His Pro-Aib D-Asp
Ac D-Ser Pro-Aib L-His Pro-Gly L-Asp
Ac L-Ser Ahx L-Ser Pro-Gly L-Asp
Ac D-Ser Gly L-Ser Pro-Gly L-Asp
Ac D-Ser ACHC L-Tyr Pro-Gly L-Asp
Ac L-His Ahx D-Asp B-Ala D-Asp
Ac L-Tyr Ahx L-His B-Ala L-Asp
Ac L-Tyr Ahx L-Ser B-Ala L-Asp
Ac D-His Pro-Gly L-His B-Ala D-Asp
Ac D-Asp Pro-Gly D-Ser B-Ala D-Asp
Ac L-Tyr - D-His Ahx D-Asp
Ac D-Ser ACHC L-Asp Ahx D-Asp
Ac L-Ser Pro-Gly L-Tyr Ahx L-Asp
Ac D-His B-Ala L-Asp Ahx L-Asp
Ac L-Ser B-Ala L-His Gly L-Asp
Ac D-His ACHC D-His Gly L-Asp
Ac L-Asp Ahx D-Asp Gly L-Asp
Ac L-Tyr Gly L-His Gly D-Asp
Ac D-His Ahx D-Asp - D-Asp
Ac L-Ser Pro-Aib L-His - L-Asp
Ac D-Ser Pro-Aib D-His - L-Asp
Ac L-Asp Gly L-Tyr - D-Asp
Ac L-Asp B-Ala L-Tyr - L-Asp
Ac L-Asp Ahx L-Tyr - D-Asp
Ac L-Asp Ahx D-His - L-Asp
Ac L-Ser Pro-Gly L-Tyr - D-Asp
Ac L-Tyr Ahx L-Asp Pro-Gly D-Asp
Ac L-Ser Pro-Gly L-His ACHC L-Asp
Ac L-Tyr Pro-Aib D-His ACHC D-Asp
Ac L-Asp Gly D-His ACHC D-Asp
Ac L-Ser - D-Ser ACHC D-Asp
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UV-Vis-Studien

Acetyliertes TentaGel und Indigo in HEPES pH 7.0, CHES pH 9.2 und MES pH 5.0

2,0~ Ac-TentaGel allein, Ches pH 9.2

1,8

1,6

1,4
c M --==-10 min
o N
| 10 —-=—-30 min
24 }\ 7T Th
< ---=-2h
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0,0 -
T T T T 1
300 400 500 600 700
Wellenléange [nm]
1,0 . Ac-TentaGel allein, Mes pH 5.0
0,8 .
---- 10 min

5 o061
g8
o
8
< 04+

0,2

0,0

300

400 500 600 700
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0,8

:!

Ac-TentaGel allein, Hepes pH 7.0

— = =10 min
—=--=-30 min

0,4
0,2
0,0 .
7 7 f ]
400 500 600 700

X Axis Title

Ac-L-Ser-8Ala-L-Ser-NH; und Indigo in HEPES pH 7.0, CHES pH 9.2 und MES pH 5.0

(Peptid auf TentaGel)
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o
o
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————— 1h
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T T T T 1
300 400 500 600 700

Wellenlange



295

Anhang
Ac-L-Ser-RAla-L-Ser allein, Mes pH 5.0
1,0 4
0,8
5 06 —— 10 min
| - = =30 min
§ 1h
< 04+ —-=-2h
---=-9h
24 Ve 24 h
............ 48 h
0,0
T T T T 1
300 400 500 600 700
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Ac-L-Ser-BAla-L-Ser-NH; auf Festphase mit Zink inkubiert (links) und Ac-L-Ser-fAla-

L-Ser-NH; und Zink in Losung mit Indigo in HEPES pH 7.0, CHES pH 9.2 und MES

pH 5.0
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’ Hepes pH 7.0
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Ac-L-Asp-ProGly-L-Asp-NH, auf Festphase nach direkter Zugabe von Eisen und Zink
und Indigo in HEPES pH 7.0
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Ac-L-Asp-ProGly-L-Asp-NH; und Nickel in Losung mit Indigo in HEPES pH 7.0

Absorption

2mM Ac-L-Asp-ProGly-L-Asp, 2mM Nickel, 4mM Indigo

Hepes pH 7.0

T
400 500
Wellenlange

= T
600

Ac-D-His-Ahx-L-His-NH; auf Festphase nach direkter Zugabe von Kupfer und Indigo

in CHES pH 9.2 und MES pH 5.0
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Absorption

Ac-D-His-Ahx-L-His, Kupfer direkt, Ches pH 9.2

T T i
500 600 700
Wellenlédnge

Ac-L-His-3-Ala-L-His-NH; auf Festphase nach direkter Zugabe von Kupfer und Indigo

in CHES pH 9.2 und MES pH 5.0

Absorption

Ac-L-His-RAla-L-His, Kupfer direkt, Ches pH 9.2
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0,00 4
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T T T T 1
300 400 500 600 700
Wellenlange



Anhang

297

Ac-L-His-3-Ala-L-His-NH; auf Festphase nach direkter Zugabe von Nickel und Indigo

in CHES pH 9.2 und MES pH 5.0

Absorption
o o
N >
| 1

o
°

£
o

o
o
S

Ac-L-His-BAla-L-His, Nickel direkt, Ches pH 9.2

T T T T 1
300 400 500 600 700

Wellenlange
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]

Absorption

Ac-L-His-BAla-L-His, Nickel direkt, Mes pH 5.0

T
300 400 500 600 700
Wellenlange

Ac-L-His-3-Ala-L-His-NH; auf Festphase nach direkter Zugabe von Zink und Indigo in

CHES pH 9.2 und MES pH 5.0
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400 500 600 700
Wellenlange

Ac-L-His-3-Ala-L-His-NH; auf Festphase nach Inkubation mit Kupfer und Nickel und

direkter Zugabe von Indigo in HEPES pH 7.0

Absorption
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Ac-L-His-RAla-L-His, Kupfer inkubiert, Hepes pH 7.0
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Ac-L-His-3-Ala-L-His-NH, auf Festphase nach Inkubation mit Zink und Zirkonium
und direkter Zugabe von Indigo in HEPES pH 7.0

. . L 1,04
Ac-L-His-BAla-L-His, Zink ink., Hepes pH 7.0 Ac-L-His-RAla-L-His, Zirkonium ink, Hepes pH 7.0
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Ac-L-His-B3-Ala-L-His-NH, auf Festphase nach Inkubation mit Eisen (links) und
direkter Zugabe von Zirkonium (rechts) und Indigo in HEPES pH 7.0
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Ac-L-His-3-Ala-L-His-NH; auf Festphase und Zugabe von Indigo in HEPES pH 7.0,
CHES pH 9.2 und Mes pH 5.0

‘0 Ac-L-His-RAla-L-His allein, Hepes pH 7.0 1,6_. Ac-L-His-RAla-L-His allein, Ches pH 9.2
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Indolyl Derivat, Ches pH 9.2
0,8
0,6ii i
c
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T T T T T T T 1
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Indolyl-mono-phosphat und einzelne Metalle in HEPES pH 7.0 (in Losung)

Indolyl Derivat und Eisen, Hepes
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Indolyl Derivat und Zirkonium, Hepes

T
500
Wellenlange

Losungsstudien von 2 mM Ac-L-His-3-Ala-L-His-NH; und 2 mM Kupfer mit 4 mM

Indigo in HEPES pH 7.0

Ac-L-His-RBAla-L-His Lésung, Hepes
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2 mM Ac-L-His-B-Ala-L-His-NH,, 2 mM Eisen und 2 mM Zink mit 4 mM Indigo in

Hepes pH 7.0 (Peptid in Losung)
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2 mM Ac-L-His-B-Ala-L-His-NH;, 2 mM Nickel und 2 mM Zirkonium mit 4 mM Indigo
in Hepes pH 7.0

0,84

4
o
Il

Absorption
o
>
“‘I —

0,24

0,04

2mM Ac-L-His-RAla-L-His, 2mM Nickel, 4mM Indigo

. Hepes

i 10 min
********* 4 h
——24h
****** 48 h
-72h
300 400 500 600 700
Wellenlange

Absorption

%83 2mM Ac-L-His-BAla-L-His, 2mM Zirkonium, 4mM Indigo
0,6 -
04

——————— ~4h

—24h
0,2+

—————— 48h

72 h
0,04
300 400 500 600 700
Wellenléange

Ac-L-His -L-His-NH, auf Festphase nach direkter Zugabe von Zink in HEPES pH 7.0

Ac-L-His-L-His, Zink direkt, Hepes
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Ac-L-His -L-His-NH; auf Festphase nach direkter Zugabe von Nickel (links) und Eisen

(rechts) in HEPES pH 7.0
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Ac-L-His -L-His-NH; auf Festphase nach direkter Zugabe von Zirkonium in HEPES pH
7.0 (Peptid auf TentaGel)

10 Ac-L-His-L-His, Zirkonium direkt, Hepes
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§ o6-
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8
< 044
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0,0 4 . T 7 S al
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Wellenlange

Die Spektren mit dem Dipeptid in Losung sind nicht abgebildet, da in keinem Fall etwas

passiert ist.

Abnahme der Maxima mit der Zeit
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HPLC Sequenzen mit den Fluorophor-Quencher Peptid, Fenton Reaktion
EDTA-Peptid
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EDTA-Peptid Fenton mit Fe’*
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Silber Projekt

Analysierte Sequenzen aus der Reaktion mit der Tripeptidbibliothek und Silber nach

Lichtreduktion

AA2 Linker AA1
Ac D-His ACHC L-Tyr 7x
Ac L-His ACHC L-Tyr 3x
Ac D-His Pro-Aib L-Tyr 4x
Ac D-His Pro-Gly L-Tyr
Ac L-Ser ACHC L-Tyr 3x
Ac D-Ser ACHC L-Tyr 4x
Ac L-Tyr ACHC L-Tyr 2x
Ac D-Ser Pro-Aib L-Tyr
Ac L-Ser Pro-Aib L-Tyr 2x
Ac D-Ser Pro-Gly L-Tyr
Ac L-Tyr ACHC D-Ser 5x
Ac D-Ser Pro-Aib L-Ser
Ac L-Ser Pro-Aib L-Ser
Ac D-Ser Pro-Gly D-Ser 2x
Ac L-Tyr Pro-Gly D-Ser
Ac L-His Pro-Gly D-Ser
Ac D-His ACHC L-Ser
Ac D-His ACHC L-Ser
Ac L-His Gly D-Ser
Ac D-His Ahx L-Ser
Ac L-His Gly L-Ser
Ac D-His Pro-Aib L-Ser
Ac D-Ser Pro-Aib L-His 2x
Ac D-Ser Pro-Gly L-His
Ac D-Ser Pro-Gly D-His
Ac L-Ser R-Ala D-His
Ac L-Ser Gly L-His
Ac L-Tyr ACHC L-His
Ac L-Tyr Pro-Aib D-His 2x
Ac L-Tyr Pro-Gly D-His
Ac L-Tyr Ahx D-His
Ac L-His Gly L-His
Ac D-His R-Ala L-His
Ac L-His Gly D-His
Ac L-Ser Pro-Aib D-Asp

Analysierte Sequenzen aus der Reaktion mit der Pentapeptidbibliothek und Silber nach

Lichtreduktion, (rote beads)

AA3 Linker AA2 Linker AA1
Ac D-Asp Pro-Gly L-Tyr Pro-Gly L-His
Ac L-His Pro-Aib L-Tyr ACHC D-His
Ac L-Tyr Pro-Gly L-Tyr Pro-Gly D-His
Ac L-His Ahx L-Tyr Pro-Aib L-His
Ac L-Tyr Pro-Gly L-Tyr Pro-Aib L-His
Ac L-Tyr ACHC L-Tyr Pro-Gly L-His
Ac D-Asp Ahx D-Ser R-Ala D-His

Ac L-Ser = - D-Ser ACHC D-His
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AA3 Linker AA2 Linker AA1
Ac L-Ser ACHC D-Ser ACHC D-His
Ac L-His R-Ala D-His R-Ala L-His
Ac L-His R-Ala L-Asp Gly D-His
Ac L-His Pro-Aib D-Ser Pro-Aib L-Ser
Ac L-Tyr ACHC L-Ser Pro-Gly L-Ser
Ac L-Tyr Pro-Gly L-Ser - D-Ser
Ac L-Tyr R-Ala D-Ser Pro-Aib L-Ser
Ac L-Ser Gly L-Ser R-Ala L-Ser
Ac L-Ser Pro-Aib L-Tyr Pro-Aib L-Ser
Ac L-Ser Gly L-Tyr - L-Ser
Ac L-His Ahx L-Tyr Pro-Gly D-Ser
Ac L-Tyr ACHC L-Tyr Pro-Aib D-Ser
Ac L-Tyr Pro-Gly L-Tyr ACHC D-Ser
Ac L-His ACHC L-Tyr Pro-Aib L-Ser
Ac L-Ser - L-Tyr Pro-Aib L-Ser
Ac L-Tyr Pro-Gly L-Tyr Pro-Gly L-Ser
Ac L-Tyr R-Ala D-His Pro-Gly D-Ser
Ac D-Ser ACHC D-His ACHC L-Ser
Ac L-Asp ACHC D-His Pro-Gly D-Ser
Ac D-His R-Ala D-His R-Ala D-Ser
Ac L-His Pro-Aib D-His Pro-Aib D-Ser
Ac L-Ser Pro-Aib D-His Ahx L-Ser
Ac L-Tyr 3-Ala D-His Pro-Gly D-Ser
Ac L-His Ahx L-His ACHC L-Ser
Ac L-His Gly L-His Gly L-Ser
Ac D-Ser R-Ala L-Ser Pro-Aib L-Ser
Ac D-Ser ACHC D-His Pro-Gly L-Tyr
Ac L-Ser R-Ala D-His ACHC L-Tyr
Ac D-Asp Pro-Gly D-His Ahx L-Tyr
Ac L-Ser Gly D-His - L-Tyr
Ac L-His Pro-Aib L-Ser Ahx L-Tyr
Ac L-Ser - L-Ser Ahx L-Tyr
Ac L-His 3-Ala D-Ser 3-Ala L-Tyr
Ac L-Tyr Gly L-Tyr Ahx L-Tyr
Ac D-His Pro-Gly L-Tyr Ahx L-Tyr
Ac L-His Ahx L-Tyr 3-Ala L-Tyr
Ac L-Tyr == L-Tyr Pro-Gly L-Tyr
Ac L-Tyr R-Ala L-Tyr ACHC L-Tyr
Ac L-Tyr Gly L-Tyr Pro-Gly L-Tyr

Analysierte Sequenzen aus der Reaktion mit der Pentapeptidbibliothek und Silber nach
Lichtreduktion, (orange beads)

AA3 Linker AA2 Linker AA1
Ac L-His - L-His Gly L-His
Ac D-His - D-His Ahx D-His
Ac L-His - D-His - D-His
Ac L-His - D-His Ahx D-His
Ac D-His - D-His Pro-Gly L-His
Ac L-His - L-His Ahx L-His
Ac L-His - D-His ACHC L-His
Ac L-His ACHC L-His Pro-Gly D-His
Ac L-His - D-His Pro-Gly D-His
Ac D-His Pro-Aib L-His Pro-Gly L-His
Ac D-His - L-His R-Ala D-His
Ac L-His Gly L-His Gly D-His

Ac L-His Gly D-His Ahx L-His
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AA3 Linker AA2 Linker AA1
Ac L-Tyr == L-His 3-Ala L-His
Ac L-Tyr === L-His Pro-Gly D-His
Ac L-Tyr R-Ala D-His - D-His
Ac D-Ser Pro-Aib D-His Ahx D-His
Ac L-Ser - L-His R-Ala D-His
Ac L-Ser - D-His R-Ala D-His
Ac D-Asp Gly D-His ACHC D-His
Ac L-Asp Pro-Aib D-His Pro-Gly D-His
Ac D-His - L-Tyr - D-His
Ac D-Ser - L-Tyr - D-His
Ac L-Ser Gly D-Ser ACHC L-His
Ac L-Ser Ahx D-Asp - L-His
Ac D-Ser Pro-Aib L-His Gly L-Ser
Ac L-Tyr Gly D-His Pro-Gly L-Ser
Ac L-Ser Ahx D-His Pro-Gly D-Ser
Ac L-Tyr ACHC L-His Pro-Gly D-Ser
Ac L-Tyr Gly D-His Pro-Aib L-Ser
Ac L-Tyr Gly D-Asp ACHC L-Ser
Ac L-Ser Ahx D-Ser Pro-Gly D-Ser
Ac L-His Pro-Aib L-His Pro-Aib L-Tyr
Ac L-His R-Ala L-Tyr ACHC L-Tyr

Analysierte Sequenzen aus der Reaktion mit der Pentapeptidbibliothek und Silber nach

Lichtreduktion, (gelbe beads)

AA3 Linker AA2 Linker AA1
Ac D-His Ahx D-His Ahx D-His
Ac L-His Pro-Gly L-His Pro-Aib D-His
Ac L-Ser Ahx L-His Pro-Aib D-His
Ac L-Ser Gly L-Asp ACHC L-His
Ac L-His Ahx D-Asp Pro-Gly D-His
Ac D-His ——-- D-Asp Ahx L-His
Ac L-His Pro-Aib L-Asp Pro-Gly L-His
Ac D-Ser ACHC D-Asp Pro-Gly D-His
Ac L-Ser ACHC D-Asp ACHC L-His
Ac L-Asp - D-Asp Ahx D-His
Ac L-Asp - L-Asp Pro-Gly D-His
Ac L-Ser - L-Asp Ahx L-His
Ac L-Ser Pro-Aib D-Asp Ahx D-His
Ac D-Ser ACHC L-Asp Ahx L-His
Ac L-Asp Ahx D-Asp R-Ala L-His
Ac D-Ser Ahx D-Asp Ahx D-His
Ac L-Asp Ahx D-Asp R-Ala D-His
Ac L-His Pro-Aib D-Ser Gly D-His
Ac L-His ACHC L-Ser Pro-Gly L-His
Ac L-Asp ACHC D-Ser Pro-Gly L-His
Ac D-Asp - L-Tyr Pro-Gly L-His
Ac L-Tyr Pro-Gly L-Tyr Ahx L-His
Ac L-Ser Gly L-Tyr 3-Ala D-His
Ac L-Tyr ACHC L-His Gly L-Tyr
Ac D-Asp ———- D-His Pro-Aib L-Tyr
Ac D-Ser ACHC D-Asp ACHC L-Tyr
Ac L-Tyr -—-- L-Asp Gly L-Tyr
Ac L-Tyr Pro-Aib L-Ser Gly L-Tyr
Ac D-Asp Pro-Gly L-Tyr ACHC L-Tyr

Ac D-Ser Pro-Gly L-Tyr Gly L-Ser
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AA3 Linker AA2 Linker AA1
Ac L-Ser Pro-Aib L-Tyr ACHC L-Ser
Ac L-His ACHC D-Ser 3-Ala L-Ser
Ac D-His R-Ala D-Ser Ahx D-Ser
Ac L-His L-Ser - L-Ser
Ac L-Ser Pro-Gly L-His ACHC D-Ser
Ac L-Asp Pro-Gly D-His Pro-Gly D-Ser
Ac D-Asp Pro-Aib L-His Pro-Aib D-Ser
Ac L-Ser = - D-His ACHC L-Ser
Ac L-His Pro-Aib D-His Ahx L-Ser

Analysierte Sequenzen aus der Reaktion mit der Tripeptidbibliothek und Silber nach

chemischer Reduktion mit Ascorbat, (gelbgriine beads)

AA2 Linker AA1
Ac L-Tyr ACHC D-Ser 2x
Ac L-Tyr Ahx D-Ser
Ac L-Asp Gly D-Ser
Ac D-Asp Ahx D-Ser
Ac D-Ser ACHC D-Ser
Ac L-Ser Gly D-Ser
Ac L-His ACHC D-Ser
Ac L-Tyr ACHC L-His
Ac D-Asp Pro-Gly L-His
Ac D-Ser Pro-Gly L-His
Ac D-His ACHC L-His

Analysierte Sequenzen aus der Reaktion mit der Tripeptidbibliothek und Silber nach

chemischer Reduktion mit Ascorbat, (hellgraue beads)

AA2 Linker AA1
Ac L-Asp Pro-Gly D-His
Ac D-His ACHC L-His
Ac L-His ACHC D-Asp
Ac L-His e D-Asp
Ac D-His ACHC L-Asp
Ac D-His Pro-Aib D-Asp
Ac D-His Pro-Aib L-Asp
Ac L-His ACHC L-Asp

Analysierte Sequenzen aus der Reaktion mit der Tripeptidbibliothek und Silber nach

chemischer Reduktion mit Ascorbat, (orange beads)

AA2 Linker AA1
Ac L-His Pro-Gly D-Ser
Ac L-His Ahx L-His
Ac D-Hs - D-His 3x
Ac D-His 3-Ala L-His
Ac D-His ACHC L-His
Ac L-Ser Pro-Aib L-His 2X
Ac L-Tyr - L-His

Ac L-Tyr - D-His
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Analysierte Sequenzen aus der Reaktion mit der Tripeptidbibliothek und Silber nach

chemischer Reduktion mit Ascorbat, (schwarze beads)

Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac

AA2

L-Ser
L-Ser
L-Ser
L-Tyr
L-Tyr
L-Tyr
L-Asp
D-His
L-His
D-His
L-His

Linker

R-Ala
R-Ala
Pro-Gly
Ahx
Pro-Aib
Pro-Gly
R-Ala
Ahx
Pro-Aib

AA1

D-His
L-His
D-His
L-His
L-His
D-His
L-His
D-His
D-His
L-Tyr
L-Tyr

Analysierte Sequenzen aus der Reaktion mit der Tripeptidbibliothek und Silber nach

chemischer Reduktion mit Ascorbat, (rote beads)

Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac

AA2

D-His
L-His
D-His
L-His
D-His
L-His
D-His
L-His
L-His
L-Asp
D-Asp
D-Asp
D-His
L-His
D-His

Linker

Ahx
Ahx
Ahx
Pro-Gly
Pro-Gly
Pro-Gly
Gly
R-Ala
Gly
R-Ala
R-Ala
R-Ala
Pro-Gly
Gly
Gly

AA1

L-Asp
D-Asp
D-Asp
D-Asp
L-Asp
L-Asp
D-Asp
L-Asp
L-Asp
D-His
L-His
D-His
D-Asp
D-Asp
L-His

2X

2X

2X

4x

3x

2X

Farbe und Silberaufnahme der Pentapeptide nach Licht- und chemischer Reduktion

Peptid Farbe nach Farbe nach Silber Aufnahme
Licht chemischer mmolAg/mmolPeptid
Reduktion Reduktion
AcLTyrProGlyLTyrProGlyLSer Farblos Farblos 0.41
AcLHisLHisProGlyDHis Rotviolett Schwarz 1.27
AcLSerAhxDAspAhxDHis Farblos Dunkelrot 0.36
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SEM Aufnahmen der Pentapeptide

M. 00065521

WZMB. 00085537

Links: AcLTyrProGlyLTyrProGlyLSer, Mitte: AcLHisLHisProGlyDHis, Rechts:
AcLSerAhxDAspAhxDHis.

Pulverdiffraktogramme von zwei der Pentapeptiden nach chemischer Reduktion

2000
1800—-
1600—-
1400—-
1200-‘

1000 o

Int

800
600
400

200

KK460 chemical reduction

36,13

2000 ~
1800 o
1600 o

1400 o

30

40 50 60 70 80

2 angle

90

KK461 chemical reduction

38,13

30

40 a0 60 70 80 90
2 angle

ZMB
Uni Basel

Pulverdiffraktogramme von links: AcLHisLHisProGlyDHis, rechts: AcLSerAhxDAspAhxDHis.

Analysierte Sequenzen aus der Reaktion mit der Fluorophor-Bibliothek und Silber nach

Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac

chemischer Reduktion mit Ascorbat

AA2

L-His
L-His
D-His
D-His
D-His
D-His
D-His
D-Cys
L-His

Linker
L-His
D-Leu
D-Leu
D-His
L-His
D-His
L-Phe
D-Lys
D-His

AA1

L-Ala

L-Ala

L-Ala

L-Ser 2X
D-Thr

L-Phe

L-Pro

D-His

L-His
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AA2 Linker AA1
Ac L-His D-Val L-His
Ac L-Phe D-His D-Ala 2X
Ac L-Asp D-His D-Ala
Ac L-Arg L-Thr D-Gin
Ac D-Glu D-GIn L-GIn
Ac L-His D-Pro L-Ser
Ac D-His D-Ser D-Glu
Ac D-Lys D-His D-Arg

NMR Titration, Signalverschiebungen im ppb Bereich

Die Verschiebung ergibt sich aus der Differenz von der Messung von 700 eq Silber zur
Messung von reinem Peptid.

He-His (180 ppb), NH-Tyr (67.4 ppb), NH-His (63.5 ppb), NH-ACHC (97.2 ppb), NH;-
Terminus (-21.2/35.2 ppb), Hoé-His (-22.8 ppb), He-Tyr (-110 ppb), Ho-His (-64.1),
Ho-Tyr (-9.7), HI-ACHC (-41.4), H2-ACHC (-50.8), Acetyl (-30.7), H5-Tyr (-131 ppb),
HB-Tyr (-24.0/ -77.1 ppb), HB-His (-28.1/ -81.7 ppb).

700 equiv. Ag* AW |I|Ln‘,- ~ uu/, L\___,' | ||I|k_—l B
u‘l {[ |
! ra“l, U | | |
500 equiv. Ag™ Jl l\,,_J un'n ‘ J |
|M| I‘L' || . r| | , J M

250 equiv. Ag™

Y~ 'um" (W _._.f'h\__/'“'\.. S t._._xl‘\

hl
100 equiv. Ag* N\ ||| M‘
100equv.Ag” S\ Y

-hl 1 1 !

I iy ) I\ I Nl |

?'?I,-I—e _Ag..__ | "\_ ____—) ”_JU ! I I ” J'II"-\_JI \ J '-‘\.,,_/ull A lul I‘-;_JI i ll'\._J J e

I T T T T T T T T T T T T T 1
87 BB 8.5 8.4 3.3 3.2 3.1 3.0 ?.9 78 77 76 75 T4 73 T2 T.'I T.l] 6.9 6.8 6.7 ppm
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700 equiv. Ag*

500 equiv. Ag®

__.rHlﬂ-d-""k

250 equiv. Ag* M
M L

100 equiv. Ag™

e MM_J%M
__,_Jl"'t--mu

3.8 a6 34 3.2 a0 28 26 24 22 20 1.8 18 1.4 1.2 ppm
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