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Kurzfassung

Katrin Michaelis

Design, Synthese und molekularbiologische Evaluierung synthetischer Ribonucleasen
mit Cyclen-Grundgerust

Thema der vorgelegten Dissertation ist die Darstellung verschiedener synthetischer
Ribonwcleasen, de zur sequenzspezifischen Spaltung der TAR-RNA des HIV-1 fuhren.
Eine solche Spaltung kdnrte die Transkription vonHIV-1 mRNA unterbinden, so dal3 de
fur diesen Prozeld esentielle Bindurg des regulativen Tat-Proteins mit der TAR-RNA
nicht mehr erfolgt und die Proliferation neuer Viruspartikel ausbleiben wirde.

Alle in deser Arbeit vorgestellten synthetischen Ribonwclessen besitzen eine
gemeinsame hydrolytische Einheit as aktives Zentrum, das 1,4,7,10Tetraazacyclodocecan
(Cyclen). Es ist bekannt, dal? Metallionen wie z.B. Zn", Co" und Ln", die von einer
hydrolytischen Einheit komplexiert werden, de Hydrolyse von Phospharsdurediestern
beschleunigen konren. Diese Fahigkeit, RNA-Substrate zu hydrolysieren, sollte deshab an
RNA-Modellen getestet werden. In Abhangigkeit vom pH-Wert ergab sich fur die
Komplexe ene unterschiedliche Beschleunigung, was an den RNA-Modell substanzen
HPNPP und UpU in kinetischen Experimenten verdeutlicht werden konnte.

Uberraschenderweise zeigten de untersuchten Cyclen-Derivate im neutralen pH-
Bereich madch Bildung einer Ammonium- bzw. einer Bis(ammonium)spezies ohre
Betelligung von Metallkationen an der TAR-RNA ene Uberragende hydrolytische
Aktivitat. Wahrend de Metall-Cyclen-Spezies beim Ubergang von Modell systemen zur
tatsdchlichen TAR-RNA in Elektrophaese-Experimenten wirkungslos war, stellte sich de
Bis(ammonium)spezies as neuartiges und effizientes, hydrolytisches Spaltwerkzeug
heraus.

In korsequenter Umsetzung des zugrunde liegenden Konzeptes wurde der gezielte
Aufbau einer synthetischen Ribonwclease mit Erkennurgseinheit vorgenommen, de neben
der hydrolytischen Einheit ein Neunmer-Peptid trégt, desseen Aminosdurenabfolge den
esentiellen basischen Bereich des Tat-Proteins des HIV-1 wiederspiegelt. Dieses Peptid-
Cyclen-Konjugat spdtete selektiv und haheffizient bei neutralem pH-Wert und
Raumtemperatur in der loop-Region de TAR-RNA. Somit sollte die Verwendurg dieser
synthetischen Ribonwlease zur vollstdndigen Unterdriickung der Tat-TAR-Interaktion
bzw. der Transkription des HI-Virus fihren kénnen.

Desweiteren konrten duch de Kuppung von Tyrosin mit der Cycleneinheit, zwei
synthetische Ribonwlessen ohre strukturspezifische Erkennurgseinheit synthetisiert
werden. Sie zeigten neben der TAR-RNA und leicht veranderten TAR-RNA-Varianten
auch nach an dr RRE-RNA, einer Bindurgseinheit des Rev-Proteins von HIV-1, dbs
ebenfall s zur Transkription keitrégt, sehr selektive, pyrimidinspezifische Spaltungen. Diese
Verbindurgen quelifizieren sich besonders durch de selektive Erkennurg von
Pyrimidinbasen insbesondere dem Nucleotid Uradl in urgepaaten Regionen. Die bislang
bei synthetischen Ribonwcleasen nach nicht bekannte Spezifitét fur das Nucleotid Uradl
kann in RNA-Sequenzierungen Verwendung finden.

RNA, Ribonucleasen, Spaltung



Abstract

Katrin Michaelis

Design, synthesis and biological-molecular evaluation of synthetic ribonucleases with
cyclen derivatives

This thesis focuses on the synthesis of different synthetic ribonucleases, which are
able to spedficdly cleave the TAR-RNA of the HIV-1. This cleavage muld prevent the
transcription d HIV-1 mRNA. The esential binding of the regulation protein Tat to the
TAR-RNA would not occur and the proliferation of new virus particles is stopped.

Every synthetic ribonuclease presented in this thesis incorporate the same hydrolytic
adive caiter, the 1,4,7,10tetraazacyclododecane (cyclen). It is known that metal ions like
Zn(Il), Co(lll) and Ln(lll), complexed by the hydrolytic adive ligands (cylen), are ale to
acceerate the hydrolysis of phosphodester. The hydrolysing behaviour of these complexes
was investigated by the deavage of RNA-model systems. The pH-dependence of the
hydrolytic adivity is demonstrated onthe RNA-model systems HPNPPand UpU by kinetic
experiments.

Surprisingly we ould olserve an oustanding hydrolytic adivity in absence of
metal ions in neutral medium. This result can be explained by an ammonium, presumably
even a bislammonium)-spedes in the hydrolytic readion. In eledrophaesis experiments
with the TAR-RNA the metal cyclen complexes did na show any hydrolytic adivity. But
the bis(ammonium)-cyclen-spedes has s1own to be apowerful new tod in hydrolysing the
TAR-RNA.

Based onthese results, the 1,4,7,10tetraazacyclododecane (cyclen) was combined
with the aginine-rich region d the Tat protein (sequence of nine anino adds) to buld a
synthetic ribonwclease with a reaognition suburit. In neutral medium and at ambient
temperature this peptide-cyclen conjugate deaves sledively and hghly efficient the loop-
region d the TAR-RNA. It is possble that the use of this g/nthetic ribonwclease muld
suppress the Tat-TAR-interaction or the transcription of the HI-virus completely.

Furthermore, two synthetic ribonuwcleases withou structure spedfic recognition
residue were synthesized by the couping of tyrosine with the o/clen residue. These
compound are deaving uridine seledive TAR- and the RRE-RNA, a binding site of the
Rev protein of HIV-1, which is aso resporsible for transcription. These mmpound are
very powerful in the seledive reagnition d uridine in particular in non @ired regions.
The high spedfity of these synthetic ribonwcleases for the nucleotide uradl will be very
useful in RNA sequencing.

RNA, Ribonucleases, cleavage
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1. Einleitung 1

1. Einleitung

Den Phosphasaurediestern kommt als verknlpfenden Strukturelementen der
Nucleinsduren RNA und DNA eine grof¥ biologische Bedeutung zu. Sie spielen eine
wichtige Rolle bei der Weitergabe und Speicherung genetischer Informationen. Wahrend
die DNA der Trager der genetischen Informationen ist, beteligt sich de RNA an der
Redisierung dieser Informationen. Von besonderer Bedeutung innerhalb der verschiedenen
RNA-Arten sind de fir die Proteine mdierenden Messenger-RNA-Molekile (MRNA), die
als Adapter bei der Protein-Biosynthese benctigten Transfer-RNA-Molekile (tRNA) sowie
die als Bauteile der Ribosomen verwendeten ribosomalen RNA-Molekile (rRNA).
In der Regel verlauft die Umesterung eines Phosphodesters nach einem Additions-

Eliminierungs-Mechanismus uber eine dianionische trigonalbipyramidale Zwischehstufe.

R R R :
| | o b R R
O_ 0O R /1 RO -
oSN AN ! ¢
© ©0—R %o R 0% ~0g

Abb. 1.1 Darstellung der Umesterung eines Phosphodiesters nach dem Additions

Eliminierungs-Mechanismus Uber eine trigonale Bipyramide

Entscheidend fur den Ablauf der Biosynthese ist die Stabilitd der Phospharsaure-
diesterbindurgen aber auch die Fahigkeit, diese in wenigen Sekunden zu kntiden oder zu
|6sen. Die hydrolytische Stabilit & der Phasphardiesterbindurgen ist auf¥rordentlich hach.
Die aif 24 °C und H 7 extrapadlierte Geschwindigkeitskonstante pseudo-erster Ordnurg
fir die Hydrolyse von DNA betragt 5.7 x 10 s, das entspricht einer Halbwertszeit von
3.8 x 16 Jahrerf,

Die Spaltung von RNA ist aufgrund der 2'-OH-Gruppe, die in einer intramolekularen
Umesterung als internes Nucleophil wirkt, um GréRenordnurgen schneller. Sie wird

deshalb als Umesterung/Spaltung und nicht als Hydrolyse beschrieben.

! H. DugasBioorganic Chemistry2. Aufl., Springer-Verlag, New York989 123-140.
%K. Kurz, Chemie in unserer Zelt998 32, 96.
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Abb. 1.2: Unterschiedliche Spaltungsmuster von RNA und DNA

RNA zeigt eine ausgepragte tertidre Struktur, die viele Méglichkeiten der Erkennurg wie
z.B. von Antisense-Oligonucleotiden, Peptiden und major- oder minor-groove-Bindern,
bietet.

Der Entwurf von synthetischen Katalysatoren fir die Hydrolyse von Phospharsaurediestern
ist von betrachtlichem Interesse, da solche kinstlichen Nucleasen pdentielle ativirae
oder Antikrebstherapeutika sind. Die Ursadchen vieler Krankheiten finden sich im Erbgut,
weshalb de gezielte Hydrolyse von Messenger-RNA ein interessanter Therapieansatz ist.
Als Werkzeuge der Zukurit konrten daher neben Antisense-Oligonucleotiden kirstliche

Phosphodiesterasen eingesetzt werden.

Die ativirde Therapie stellt einen Anwendurgsbereich fur derartige synthetische
Ribonuwcleasen dar. Dabei geht es geziell um den HI-Virus (human imnunodeficiency
virus), der ein Vertreter der sogenannten Retroviren ist, die ihr genetisches Material in
Form von RNA in die Wirtszelle einschleusen.

1981 wurden de asten Fdle ener neuen Krankheit, dem acquired immnunodficiency
syndrome (AIDS), bekannt. Die Opfer starben an seltenen oppatunistischen Infektionen,
deren Ausbruch auf einer Schwadung des Immunsystems beruhte. Zwel Jahre spéter
entdedkten Luc Montagnier und Robert Gallo de Ursache: AIDS wird vom human
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immunodeficiency vrus (HIV) verursadht. Eine HIV-Infektion ist eine meist Uber Jahre
fortschreitende Erkrankurg, die zunadst relativ symptomlos verlduft und schliefdich in
AIDS, dem erworbenen Immunschwade-Syndrom, mindet. Die langst weltweite HIV-
Pandemie setzt sich aus Tausenden von Einzelepidemien urterschiedlicher Vehemenz
zusammen. Besonders rasch breitet sie sich in den Entwicklungsléndern aus, wo de
Mehrheit der Weltbevdlkerung lebt. Nach Angaben des AIDS-Programms der Vereinigten
Nationen (UNAIDS) haben sich seit den friihen achtziger Jahren schéatzungsweise mehr als
40 Milli onen Menschen infiziert, fast 12 Milli onen sind an den Folgen schon gestorben,
und mindestens 8 Milli onen Kinder verloren dadurch ihre Eltern. Allein 1997 laben sich
knapp 6 Milli onen Menschen angestedkt, das snd fast 16 000t&glich. Aul¥erdem erlagen
rund 2.3 Millionen der Immunschwache, darunter 460 000 Kihder.

Um die Ausbreitung von HIV einzuddmmen, missen de Praventionsprogramme eheblich
erweitert werden. Angesichts der Schwierigkeit, so viele Menschen zu wirksamen
Verhaltenséanderungen zu bewegen, mufd aber gleichzeitig noch intensiver an der
Entwicklung eines Impfstoffes geabeitet werden. Offentliche und pivate Forschungs-
institutionen sowie international e Organisationen sollten daher der Entwicklung eines HIV -

Impfstoffes hdochste Prioritat einrdumen

% a) Daten aus: Report on the Global HIV/AIDS Epidemic. UNAIDS and WHO, T84, Internet-
Adresse: http://www.unaids.org/unaids/graphics/1997/report97/index.html.
b) J. M. Mann, D. J. M. Tarantol@pektrum der Wissenschafi9g 34-35.
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2. Stand der Forschung

2.1 Lebenszyklus des HIV-1 Virus

Das anndhernd kuwjelférmige HI-Virion het einen Durchmessr von etwa énem
zehntausendstel Millim eter. Seine &ulere Hulle besteht aus einer Lipiddoppelschicht, die
von cen Membranen menschlicher Zellen stammt An der Oberfladhe sitzen zahlreiche

Hullproteine.

[ Reverse Transkriptase Hallmembran
zellularen Ursprungs

Lipidhiille

Spikes.
("Knobs")

in, d |
(= Ribonukleoprotein),

100 nm P10 (GAG/POL-Protease)

p17 (Matrix-Protein MA)

p24 (Capsid-Protein CA)

gp41 (Transmembran-Protein gp41)
gp120 (externes Hilllprotein),

Abb. 2.1: Links: Raumliches Modell; Rechts: Querschnitt durch das HI-Virus-1

Diese Glykoproteine mit einem Molekulargewicht von rund 160 00Qgp160, setzen sich
aus zwel Einheiten zusammen, gp120 undgp41. Die aul}en sitzende Einheit gp120ist mit
vielen Zuckerseitenketten bestlickt. Sie dockt an bestimmte Rezeptormolekile auf der
Oberfladhe von T-Lymphazyten an. Die kleinere, innere Einheit gp41 hingegen verankert

die groRere in die Virusmembran.

4 Loffler, PetridesBasiswissen Biochemie mit Pathobiocher@ieAuflage,1998 Springer-Verlag, S. 293.
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Der Raum zwischen dem genetischen Material und der Hlle wird vom p17 Matrixprotein
ausgefiillt, wahrend de Wandurg des Kerns vom Capsid®-Protein p24 gebil det wird. Im
Inneren befindet sich auffer zwel RNA-Strénge (jewells 9200 Nucleotide lang), der
Erbsubstanz des Virus, noch das Enzym reverse Transkriptase. Weiterhin enthélt das
Capsid eine Integrase, eine Protease und eine Ribonuclease.

Seit langem ist bekannt, dal3 das Virus vor alem deshalb eine Immunschwade hervorruft,
well es letztlich eine Sorte von T-Lymphazyten zerstért, die auf ihrer Oberfladche das CD4
Protein tragen. T-Zellen sind wel 3e Blutkorperchen, de im Thymus reifen. Als ogenannte
Helferzellen  koadinieren sie normaerweise viele Tellprozese  ativirder
Immunregtionen. Auf¥erdem kann der HI-Virus Zellen des Monazyten-Makrophegen-
Systems (Langerhans sche-Zellen der Epidermis, dendritische Zellen, antigen-
prasentierende Zellen, Gehirnmikroglia sowie CD4-Zellen des Darms) infizieren, eine
andere Gruppe von Abwehrzellen mit CD4-Molekllen. Diese zerstort es aber nicht,
sondern findet darin sichere Zuflucht, so dal3 es jahrelang tberdauern kann.

Die CD4-Molekile aif T-Zelen und Makrophagen sind in der Regel an der
Signaltibertragung zur Immunzelle betelligt und bnden namaeweise MHC-Klass-11-
Molekille® HIV bindet iber das Glykoprotein gp120 seiner Hilllmembran an das CD4-
Protein. Die Internalisierung erfolgt tber eine Fusion der Virus- mit der Zellmembran, de
durch Doménen auf dem gp41/gp120 und einem Membranprotein vermittelt wird.
Schon seit mehreren Jahren besteht die Vermutung, dald das Protein CD4 zwar eine
notwendige, aber nicht hinreichende Vorausstzung fir einen Befall i st. Die Zellen missen
noch mindestens ein weiteres Oberflachenprotein tragen, an dem das Virus andocken
kann."® Alle HIV-Stamme, die bis heute getestet wurden, benutzen de Chemokin-
rezeptoren® CCR5 oder CXCR4™ (friiher Fusin) als Corezeptoren*! zum Zell eintritt. CCR5
ist dabel der pradominante Corezeptor fir monazytrope HIV-1solate, undCXCR4 stellt den

®> Das Capsid ist die Proteinhiille um den Viruskern.

® Haupthistokompatibilitats-Komplex (MHC).

" R. Wyatt, J. Sodrosk§ciencel 998 280, 1884-1888.

8 3. J. O'Brian, M. Deargpektrum der Wissensch&gtbr.1998 38-99.

® Chemokine sind proinflammatorische Immunmediatoren mit chemotaktischen Eigenschaften und gehéren
somit zu einer Cytokin-Klasse.

19 chemokine werden aufgrund ihrer vier konservierten Cysteine in zwei Subfamilien aufgeteilt: CXC-
Chemokine, wo die ersten beiden Cysteine durch eine Aminoséaure getrennt werden, und CC-Chemokine,
bei denen diese direkt benachbart vorliegen.

13) G. Simmons, P. R. Clapham, L. Picard, R. E. Oxford, M. M. Rosenkilde, T. W. Schwartz, R. Buser, T.

N. C. Wells, A. E. |. Proudfodbciencel 997, 276, 276-279.
b) T. N. C. Wells, A. E. Proudfoot, C. A. Power, M. Mar€hegmistry & Biologyl 996 3, 603-609.
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hauptsachlich genutzten Corezeptor T-zelltroper Isolate dar. Diese beiden gehdren
hochstwahrscheinlich zu den entscheidensten Faktoren der HIV-Infektion und -Patho-
genese. Daneben gibt es all erdings viele HIV-Stamme, die nebst CCR5 undCXCR4 in der
Lage sind, weitere Corezeptoren wie beispielsweise CCR3, CCR2, sowie die ast im
Sommer 1997 entdeckten Rezeptoren BOB, Bonzo und GPR1 zu befutzen.

Die Arbeitsgruppe von Steve O’ Brien”?

identifizierte @nen genetischen Polymorphismus,
der einen Einflul auf den individuellen Verlauf der HIV-Erkrankung hat. Sie konrten
zeigen, dal3 ein bestimmtes Allel der regulatorischen Region vonCCR5, genannt CCR5P1,
mit einer raschen Progresson der HIV-Erkrankung, insbesondere in den ersten Jahren nach
der Infektion, aswziiert ist. Studien zum CCR5-Rezeptor in der Bevdlkerung haben
ergeben, dal? gewiss Individuen Trager von Mutanten deses Rezeptors snd. Wie fur jede
genetische Information besitzt der Mensch zwei Kopien des Gens, das fur diesen Rezeptor
kodiert ist. Deshalb konren Individuen heterozygot (ein mutiertes und ein namales Gen)
oder homozygot (zwei normale bzw. zwei mutierte Gene) sein. HIV-Positive, die ane
Kombination von mutierten und nomalen (heterozygot) Rezeptoren besitzen, sind va
einer Infektion richt geschitzt. Hingegen schreitet bel ihnen de Krankheit langsamer
voran. Eine gewisse Anzahl Infizierter, die HIV-negativ sind, erwiesen sich beziglich der
Mutationen als homozygot. Diese doppelte Mutation des CCR5 Gens zeigt offenbar
Resistenz gegen den Virus und liefert so fur die Forschung neue Anhaltspunkte.

Das gesunde CCR5 Protein trégt im Falle ener Infektion entscheidend zum Ausbruch der
Krankheit bei. Wenn sich das virale Hillprotein gp120an das Protein CD4 heftet, tritt im
Protein gp120 eine konformative Anderung ein, de den chemokinen Rezeptoren wie
CCR5 eine Andackstell e bietet. Die Membran vonVirus und Wirtszell e verschmelzen und
der Virusinhat entleat sich in das Cytoplasma. Das mitimportierte Enzym reverse
Transkriptase kopiert die viradle RNA in de DNA um. Anschlief3end wird doppelstrangige
DNA gebildet, die unter dem Einflu® des Enzyms Integrase ds Provirus-DNA in das
Wirtschromosom eingebaut wird. Die integrierte DNA tragt nun de genetische Information

zur Produkion wvraler RNA und Proteine. Durch de Bindurg des zelluldren
Transkriptionsfaktors NF-kB, der an de LTR-Regionen (Kap. 2.9 des Virusgenomes

12 Glaxo WellcomeHIV/AIDS-Medici3/97, R. W. Conen, K. Mélling, J, Schiipbach, M. Opravil.
¥ R. Liu, Cell 1996 86, 3, 367-377.
14 LTR-(long terminal repeat), Bindungsregion fiir Transkriptionsfaktoren der Wirtszelle.
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bindet, wird de Transkription der HIV-1-DNA gestartet. Ein drittes Enzym, die HIV
Protease, schneidet die dann frisch synthetisierten Proteine in funktionsgerechte Teile.

F‘F;',IF ’,.I;g/pjg;l;m Fuslon vonVirus
A NREIEE .
"Q‘

nd Zellmembran

Freisetzung des
Mucleocapsids

| Anhaftung Ereuset:ung der { Virus-RNA
Wirus-RNA
/ © [ReverseTranskriptase|
CCRS [Unschreibung in ONA | : cDNA (RNA-CDNA-Hybrid)
\j\f\_j '\j dappelstringige DNA

Integration der Virus-DNA
| indas Wirtschromosam

lm.egrase

{
{ RN
Zellken |

(7 Translation

| aplan (ENV)
| Protease

e
Ribosomale Synthese gp120+gpdl [
won Capsid-Froteinen

Einbau in die
\' (p17, pll Em | Zellmembran

':"" Nucleo- i
—_— ,
”"@_’ % capsid p'..

Wirus-RNA

__/“f%mﬁ‘ il

.@ma;v

T-Lymphozyt oder Makrophage

Abb. 2.2 Infektionszyklus des HIV-1. Fir die Aufnahme des Virus in die Zelle sind aul3er
dem CD4 Rezeptor zwei Corezeptoren, d.h. der a-Chemokinrezeptor (CXR4 oder Fusin) und
der B-Chemokinrezeptor (CCR5) erforderlich™®

Nadh der Asoziation dr von dr Wirtszelle gebildeten viralen Struktur- und
Enzymproteine und RNA zu neuen infektibsen Viren erfolgt in der Spétphase die
Ausghleusung in den Extrazellularraum. Dabei tritt das Nucleocgpsid im halbfertigen

Zustand voninnen an de Zellmembran heran, stillpt diese nach auffen aus und wird,

15 sffler, PetridesBasiswissen Biochemie mit PathobiocherBieAuflage, 1998 Springer-Verlag, S. 296.
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nachdem es vollstdndig umschlosen ist, von dr Zellmembran abgeschnirt. Der neu

generierte Virus ist nun befahigt, gesunde Zellen zu infizieren.

Wahrend HIV-1 befallene T4-Lymphacyten nach Wochen his Monaten sterben, denen
Makrophagen as Virusreservoir, da sie nicht zugrunde gehen. Der zytophatische Effekt
von HIV-1 kommt noglicherweise durch de Aktivierung einer Apoptose durch
intrazelluldre gpl160-CD4-Komplexe zustande. Damit der Pod an infizierten Zellen im
Organismus unverandert bleibt, mussen stdndig neue CD4-Zellen mit HIV-1 infiziert

werdent®

2.2 Funktion des Virus

Der HIV-1 Virusist ein komplexer Retrovirus.'” Den GrofXeil des Virusgenoms bilden drei
Strukturgene: gag pad und env. Diese werden erganzt durch dverse Regulatorgene (tat,
ref, nef, vif, vpu, vpr), die fir die Kontrolle der Virusreplikation wichtig sind (Abb. 2.3.
Die viralen Regulatorproteine werden in der friihen Phase, die nadh der Infektion ca 24h
dauert, produziert.

Eines der ersten Virusgene, das transkribiert wird, trégt die Bezeichnurg tat (trans-
Aktivator). Bei seiner Translation entsteht das Regulatorprotein Tat. Durch Interaktion des
Tat-Peptids an de TAR-Region (fur trans-Aktivator-Regtionsequenz) im long terminal
repeat (LTR), einer strukturellen Einheit an den Enden des Genoms, stabilisiert das Tat-
Peptid den Komplex aus DNA, der RNA-Polymerase Il und der sich bildenden mRNA.
Das 14 kD schwere Protein Tat hat so eine dramatische Wirkung.'® Unter seinem EinfluR
werden de Virus-Gene bis zu tausendmal schneller exprimiert als in HIV-Mutanten, denen
das tat-Gen fehlt. Eine Stimulation betrifft neben den Genen fir Struktur- und
Regulatorproteine auch tat, was zu einer positiven Rickkopdung fihrt und somit bei
Aktivierung von tat eine schnelle Proliferation vonViruspartikeln folgt. Die Wirkung von
Tat ist von der kurzen Nucleotidsequenz namens TAR abhéngig. Diese liegt in der
Untereinheit (U5) delong terminal repeat§Abb. 2.3).

16 sffler, PetridesBasiswissen Biochemie mit PathobiocherieAuflage, 1998 Springer-Verlag, 290-312.
'W. A. Haseltine FASEB J1991, 5, 2349-2360.
18 M. Emerman, M. H. MalimSciencel 998,280, 1880-1884.
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| LR ga | vi vwul env LTR
pol - tat —>
vpr |
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u3 R us
+14 TAR +44
L

Polymerase +1

Abb 2.3 Schematische Darstellung des HIV-1 Genoms'™®° mit seinen Regulator genen tat, rev
und nef. Die Gene fur die Strukturproteine und Enzyme sind: gag - Nucleocgpsid Kernproteine;
pol - Reverse Transkriptase, Protease, Integrase, Ribonuclease; env - virale Hill proteine, die CD-4
Bindurg und Membranfusion vermitteln; vif und vpu - fordert die Infektiositdt bzw. das
Ausknospen des Virions, vpr - schwacdher Aktivator der Transkription, LTR - Bindurgsdellen fir
Transkriptionsfaktoren der Wirtszelle. Wo sich Gene Uberlappen, belegen sie den selben DNA-

Abschnitt, werden aber vom Proteinsyntheseapparat der Zelle unterschiedlich abgelesen.

Das Tat-Protein ist ein 86 Aminosdauren groles Protein (Abb. 2.4. Fir eine optimale
Interaktion in vivo sind de Aminosduren 1-72 ndwendig. Neben ener prolin- und
cysteinreichen Sequenz besitzt Tat eine basische Region aus neun Aminosauren (6 Arg, 2

Lys, 1 GIn), die fur die spezifische Bindung an der TAR-RNA zustandig ist.

¥W. C. GreenSpektrum der Wissenscha®pezial 21993 92-100.
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1
met gly pro val asp pro arg leu glu pro trp lys his pro gly ser gin pro

prolinreiche Sequenz
20 30

lys thr [ala cys thr asn cys tyr cys lys lys cys cys phe his cys gin

cysteinreiche Sequenz
40 50

Cy_sphe ile thr lys ala leu gly ile ser tyr ply arg lys lysarg arg gh

argininreiche Sequenz (RNA Bindung)
60 70

arg ard ala his gln asn ser gin thr his gin ala ser leu ser lys gin pro thr

80 86
ser gin ser arg sly asp thr thr gly pro lys glu

Abb. 2.4 Das Tat Protein mit seinen 86 Aminosduren. Es stzt sich aus einer prolinreichen-,
cysteinreichen- und einer kurzen basischen Region zusammen. Die Arginin-reiche Sequenz

(Region 49-57) ist fiir die effektive Bindung von Tat an TAR zustandig.

2.3 Tat-TAR Erkennung

Ein grundegender Unterschied zwischen Protein-DNA- und Protein-RNA-Wedsal-
wirkungen besteht darin, dal3 Proteine RNA-Abschnitte an bestimmten réaumlichen
Strukturelementen erkennen kénnen, anstatt lediglich die Sequenz zu anafysieren.
Wichtig fur die Erkennurg von TAR ist daher ihre rdumliche Struktur. Die Tertiarstruktur
der TAR-RNA enthdlt neben einem 59 Nucleotide enthaltendem Stamm aus gepaaten
Basen eine drei Nucleotide grole Ausbuchtung (bulge) und eine sechs Nucleotide lange
Schleife (oop) (Abb. 2.5)*

In vivo ist die Region +14 ks +44 der TAR-RNA und somit die Schleife und de
Pyrimidin-Ausbuchtung, die beide Stamm-Regionen voreinander trennt, ausschlaggebend

fiir die Transaktivierung?

2 M. Egli, Angew. Cheml997, 109, 494-497.

ZLE. P. Loret, P. Georgel, W. C. Johnson, P. S.Roc. Natl. Acad. Scil992 89, 9734-9738.

22C. Dingwall, I. Ernberg, M. J. Gait, S. M. Green, S. Heaphy, J. Karn, A. D. Lowe, M. Singh, M. A.
SkinnerEMBO J.199Q 9, 4145-4153.
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Abb. 2.5 Die TAR-RNA mit der bulge- und loop-Region sowie die fur die Erkennung
notwendigen Phosphate P22 und P23 und Nucleotide

Einzelne oder mehrere Substitutionen in der loop-Region reduzieren de Tat-Aktivierung
dramatisch, weshalb dem loop in vivo eine essentielle Wirkung zugesprochen wird. lhre
strukturelle Flexibilitét in vitro spricht fur Kontakte mit anderen Regionen von TAR.
Zelluldre Cofaktoren, de in der loop-Region kinden, scheinen bel der Regulation cer
Transkription mitzuwirken. Einige Proteine, die dort binden, wurden bereits identifiziert
(siehe Ende des Kapitels).>® Die loop-Region ist fir die Tat-Bindurg jedoch nicht
essentiell. Dagegen ist eine Bindurg ohre bulge-Region nicht moglich. Wie wichtig die
bulge-Einheit fir die Aktivierung ist, ergaben Versuche mit TAR Mutanten, de keine

% a) R. A. Marciniak, M. A. Gacia-Blanco & P. A. ShaRypc. Natl. Acad. Sci. USP99Q 87, 3624-3628.
b) B. Baker, M. Muckenthaler, E. Vives, A. Blanchard, M. Braddock, W. Nacken, A. J. Kingsman, S. M.
KingsmanNucleic Acids Researcd®94 22, No 16, 3365-3372.
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bulge-Region oder Mutationen in deser vorweisen konrten* Sie zeigten verminderte
Affinitds von Tat und Peptidfragmenten und somit einen Verlust der viralen
Genexpressiofr

NMR Studien®® haben gezeigt, dal} de bulge-Region unddie agrenzenden Basenpaae,
die von Tat erkannt werden, sich in einer auf¥rordentlich weiten und gut erreichbaren
grol¥en Furche (major groove) der TAR-RNA befinden. Fur Tat wird somit eine perfekte

Bindungstasche generiert.

Abb. 2.6 Modell der TAR-RNA.?" Die Pfeil e zeigen den Zugang zur bulge- (U,3CU) und loop-
Region (GUGGGA) an

24 M. J. Churcher, C. Lamont, F. Hamy, C. Dingwall, S. M. Green, A. D. Lowe, P. J. G. Butler, M. J. Gait,
J. KarnJ. Mol. Biol 1993 230, 90-110.
% 3) K. M. Weeks, D. M. Crother§ell 1991, 66, 577.
b) K. M. Weeks, C. Ampe, S. C. Schultz, T. A. Seitz, D. M. CrotiSmigncel 990 249, 1281-1285.
% a) L. Dassaonneville, F. Hamy. P. Colson, C. Houssier, C. Bililigieic. Acids Researd997, 25, 22,
4487-4492;
b) F. Hamy, U. Asseline, J. Grasby, S. lwai, C. Pritchard, G. Slim, P. J. G. Butler, J. Karn, M. J. Gait,
J. Mol. Biol.1993 230, 111-123;
c) F. Aboul-ela, J. Karn, G. Varaudi, Mol. Biol 1995 253 313-332.
?"E. P. Loret, P. Georgel, W. C. Johnson, P. S.Rfioc. Natl. Acad. SCUSA1992 89, 9734-9738.
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Untersuchungen von Frankel?® und anderen Arbeitskreisen??®2*%2° haben gezeigt, da3
innerhalb der Arginin-reichen Sequenz des Tat-Peptides (Abb. 2.9 lediglich ein Argininin
Position 52essentiell fir die Erkennurg der TAR-RNA ist. Eine leicht verminderte in vivo-
Aktivitat kommt der Arginin-Einheit in der Position 53 zu.

Zu deser Erkenntnis kamen Frankel et al., als Se Versuche mit der basischen Arginin-
reichen Sequenz von reun Aminosauren duchfihrten. Durch Messungen  der
Transaktivierung von Neunmer-Peptiden aus Lysin und Arginin und systematisch
ausgetauschten Variationen derer wurde auf die dfektivste Bindurg des Peptid-TAR-
Komplexes geschlos®n® Arginin stellte sich duch seine positive Ladung der
Guanidiniumgruppe, der planaren Wasserstoff briickenbindurgen, de denen der Nucleotid-
Basen stark dhneln, undseinem 1=System, das sch fir Interaktionen mit den Basen gut
eignet, alsidedes RNA-Bindurgsmolekil heraus. Lysin undGlutamin erwiesen sich daher
as nicht esentiell. Weiter konrte Frankel durch Ethylierung der Phosphate zeigen, dal3
zwei spezifische Phosphate in der bulge-Region mit dem Arg 52 eine bestimmte
Konformation eingehen.

An der Bindurg von Tat sind de Basen Uridin 23,Guanidin 26 undAdenasin 27 letelli gt,
sowie die Phosphate P22 und P23, die fur eine Chelatisierung der Guanidinium-Seitenkette
besonders gedgnet sind. Wahrend Arginin 52 bndet, andert die bulge ihre Konformation
und U23, A27 undU38 hilden eine Basentriple-Interaktion2®3! Diese Konformations-
anderung bewirkt eine Stabilisierung der Arginin-Wasserstoff briickenbindurgen zu G26
und den beiden Phosphatamginine fork (Abb. 2.7).

8a) B. J. Calnan, B. Tidor, S. Biancalana, D. Hudson, A. D. FraBkaincel 991 252, 1167-1171;
b) J. D. Puglisi, R. Tan, B. J. Calnan, A. D. Frankel, J. R. Willian&cencel992 257, 76-80;
¢) J. Tao, A. D. FrankdProc. Natl. Acad. Sci. USE993 90, 1571-1575.

293) Tuerk, S. MacDougal-WaugBene1993 137, 33-39;

b) J. Kjems, B. J. Calnan, A. D. Frankel, P. A. ShayBO 11992 11, 1119-1129.

%K. S. Long, D. M. Crother®Biochemistry1995 34, 8885-8895.

3L C. s. Chow, F. M. Bogdaghem. Rev1997 97, 1489-1513.
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Abb. 2.7 Schematische Repréasentation des vorgeschlagenen Basentripletts zwischen U23
und A27-U38 der TAR-RNA und der Interaktion der Guanidiniumseitenkette des
Argininamids mit G26 und den Phosphaten 22 und 23

Welche zelluldren Faktoren bei der Stabilisierung des Tat-TAR-Komplexes eine Rolle
spielen, zeigten M. Emerman undM. H. Maim.*® Sie entdedkten weitere Protein-Kinasen,
deren Existenz bewies, dal3 Tat nicht alein fir die Stabili sierung des Komplexes Tat-TAR-
Polymerase Il und damit resultierend die naszierende mRNA zustandig ist.

Ein zellulérer Protein-Kinase-Komplex namens TAK (Tat-associated kinase) bindet
spezifisch de Aktivierungsdomane von Tat und kann de COOH-Endregion (CTD) der
RNA-Polymerase Il phospharylieren und somit aktivieren. Dieser Komplex steigert vor
alem die Spezifitédt und Affinitdt von Tat zu TAR. Er setzt sich aus Cdk9 (cydin-
dependent kinases) und cem Protein Cyclin T (CycT) zusammen, wobei die Bindurg an
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der Aktivierungssite von Tat Uber CycT erfolgt. Das Uber das CycT gebundene Cdk9
hyperphosphayliert die CTD-Einheit, die wiederum die Transkription der viralen
naszierenden mRNA stimuliert (Abb. 2.8).

Diese Annahme des zeluldren Protein-Kinase-Komplexes wirde letztlich erklaren,

weshalb didoop-Regionin vivoan der Aktivierung des Tat-TAR-Komplexes beteiligt ist.

HIV-1LTR HIV-1LTR

Abb. 2.8 Vereinfachtes Modell der Tat-Interaktion. Links: RNA Polymerase Il Holoenzym-
Komplex (RNAP II); durch Abwesenheit von Tat kommt es zur Hypophapharelierung der CTD
des RNAP II; keine Aktivierung. Redhts: Das Tat-Protein im Komplex mit CycT und Cdk9 hindet
an TAR nahe an RNAP II. Cdk9 hyperphaosphaeliert die CTD, was wiederum die Transkription

der naszierenden viralen mRNA stimuliert.

2.4 Therapie

Trotz der bedeutenden Erfolge der antiretroviralen Kombinationstherapie ist die derzeitige
medikamenttse Behandung der HIV-Infektion nach mit einer Rethe von Problemen
asziiert. Die Therapie ist teuer, der Einnahmemodus der Medikamente oft belastend und
mit schweren Nebenwirkungen verbunden. Haufig ist auch ein duch dese Umstande mit
begunstigtes mangelhaftes Einnahmeverhaten (“Compliance) der Patienten zu
beobaditen. Durch de Selektion vonresistenten Virusvarianten wird der Therapieafolg
haufig wieder gefahrdet. Eine Eradizierung von HIV durch de derzeitigen Therapien

erscheint angesichts der Fahigkeit von HIV zur Latenz in langerlebigen Zellen
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unredistisch. Daher werden zusdtzlich zur medikamentosen Therapie neue
immundogische Therapiestrategien dringend lkendtigt, um eine bessre langfristige
Kontrolle der HIV-Infektion durch das Immunsystem zu erreictien.

Hier sollte noch de fehlerhafte Arbeit der reversen Transkriptase ewadhnt werden, de
aufgrund des Fehlens eines Reparaturenzyms nicht kompensiert werden kann. Es wird
vermutet, dal3 po Synthese @nes Virusgenoms eine Mutation auftritt, die auch de
genetische Information fir das Enzym reverse Transkriptase betreffen kann. Diese hohe
Mutationsrate fuhrt dazu, dal3 kel HIV-infizierten Patienten sténdig neue Virusmutanten
entstehen. Dies ist auch ein weiterer Grund, weshalb de HIV-1-Infektion kisher nicht
effektiv behandelt werden kann.

Mittl erwell e stehen jedoch ein Dutzend wirksamer Medikamente fir die HIV-Therapie zur
Verfligung. Zusétzlich befinden sich 15 Substanzen in der Forschung, wovon funf vollig
neue Wirkmedanismen aufweisen. Sie lasen sich in dei  pharmakologisch
unterschiedliche Gruppen einteilen: 1. de Nucleosid-Analoga (Reverse Transkriptase-
Inhibitoren, RTI) wie z.B. Zidovudn® (AZT), Zacitabin (ddC), Didanosin (ddl), Stavudin
(d4T); 2. de Protease-Inhibitoren (PI), Saquinavir, Indinavir, Ritonavir, Nelfinavir und 3.
die Nicht-Nucleosidischen Reverse-Transkriptase-Inhibitoren (NNRTI), Delavirdrin,
Nevirapin, Loverid u.&>

Die Substanzen haben urterschiedliche Angriffspunkte. Die RTI und NNRTI wirken Gkber
eine Hemmung der reversen Transkriptase. lhre Wirkmedanismen sind jedoch
unterschiedlich. Erstere missen nach der Aufnahme zum Triphosphat phaospharyliert
werden, unddie entstehenden Triphosphate konkurieren mit den Wirtszelltriphosphaten
um die Bindurg an der reversen Transkriptase. Der Einbau der Metabdliten fihrt zu eéinem
vorzeitigen Kettenabbruch. Die NNRTI hingegen hemmen de Aktivitdt der reversen
Transkriptase durch eine nichtkompetitive Bindurg. Protease-Inhibitoren wirken Gbker eine
Hemmung der HIV-Protease, deren Aufgabe es ist, die Polyproteine, die wahrend der
Replikation durch das Ablesen des Virusgenoms entstehen, in die funktionsfahigen

Endprodukte zu spalten. Dieser Vorgang lauft vermutlich wahrend oder kurz nach dem

%2 Bulletin 11999 Retrovirus, Institut firr Klinische und Molekulare Virologie der Universitat Erlangen-
Nurnberg.
% a) F. Hamy, V. Brondani, A. Flérsheimer, W. Stark, M. J. J. Blommers, T. KlinBieithemistry1998
37, 5086-5095;
b) Internetadresse Uber Therapiemdoglichkeiten: http://www.du.nw.schule.de/geds/hiv/therapie.htm.



2. Stand der Forschung 17

Ausknospen des Virus von der Wirtszelmembran ab. Anders as die Reverse-
Transkriptase-Hemmer  unterdricken  Protease-Inhibitoren  deher den  virden
Reifungsprozefd auch in bereits infizierten Zellen. Unter dem Einflu3 von Protease-
Inhibitoren kdnnen nur unreife, nicht infektiose Virushillen exprimiert werden.

Antiretrovirale Medikamente missen miteinander kombiniert werden, weil nur auf diese
Weise die Resistenzentwicklung von HIV verhindert bzw. hinausgezogert werden kann.
Die meisten Kombinationen wirken additiv, und nu von wenigen ist bekannt, dal3 sie

antagonistisch wirken (wie AZT + DAT).

2.5 Therapeutische Ansatze

Die Kenntnis der genauen Biologie des Virus ermoglicht die gezielte Entwicklung
therapeutischer Strategien zur Hemmung der Virusvermehrung, wodurch auch die bereits
genannten Therapeutika entdedkt wurden. Sechs charakteristische Schritte kennzeichnen
die relativ komplexe HIV-Vermehrung und damit die Chance zu einer effektiven
Virusbekampfung. Jeder dieser sedhs Schritte bietet bestimmte Ansatzmoglichkeiten,

wobei teilweise erst Anfangserfolge existieren.

1. Andocken: Nadch dem Schltussl-Schlof3Prinzip legt sich der HI-Virus mit seinen
Glykoproteinen an de Rezeptoren der CD4-Zellen. Das Andocken kann duch de
Blockade der Corezeptoren verhindert werden. Aus der Entdedkung der Corezeptoren
ergeben sich Implikationen fur die Entwicklung neuer Therapeutika. Bekanntlich sind
modifizierte Chemokine in der Lage, HIV kompetitiv von einem spezifischen
Corezeptor zu verdrangen. Allerdings 18/% die wadsende Zahl von reu entdedkten
Corezeptoren vermuten, dal3 duch de Blockade von kestimmten Rezeptoren HIV auf

andere Corezeptoren ausweichen konrte. Verschiedenen Arbeitsgruppen®!tp3*

gelang
es, CXCR4 in vitro duch den natdrlichen Liganden SDF-1 und CCR5 mittels der
Liganden MIP-1a, MIP-13 und RANTES zu blockieren. Der modifizierte dhemokine
Rezeptor Antagonist AOP-RANTES wurde bereits erfolgreich in vitro fir die Blockade

von CCR5 verwendet.

3 G. Simmons, P. R. Clapham, L. Picard, R. E. Offord, M. M. Rosenkilde, T. W. Schwartz, R. Buser, T.
N. C. Wells, A. E. |. Proudfoogciencel 997, 276, 276-279.
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2. Eindringen: Nadh dem Eindringen in die Wirtszelle, aso in den T-Lymphazyten,
verliert das Virus sine Hille und seine Kernmembran. Fir diesen Vorgang (uncoating)

gibt es bisher noch keinen wirksamen therapeutischen Ansatz.

3. Reverse-Transkriptase-Inhibitoren: Das Umschreiben der virden RNA in DNA
geschieht mit Hilfe der bereits erwadhnten reversen Transkriptase. Viele der bisher
erfolgversprechenden  Substanzen setzen bei diesem Replikationsschritt an. Dies
geschieht dadurch, dal? in de neu entstehende DNA, die ais Nucleosiden aufgebaut
wird, sogenannte Nucleosidanaloga engebaut werden, denen aber bestimmte
biochemische Eigenschaften fehlen (Abb. 2.9,Austausch der 3' OH-Gruppe gegen N3),

um die Synthese der DNA mit Hilfe der reversen Transkriptase fortzuftihren.

AZT
Azidothymidin
| HN

PR |

Thymidin HN

Abb. 2.9: Nucleosidischer Inhibitor der HIV-reversen Transkriptase (rechts)

Die haufigsten verwendeten Nucleosidanaloga sind wie oben schon erwahnt AZT, ddC,
ddt, d4T und 3rC.% AZT war das erste in den USA zugelasene Medikament. Entschei-
dend fuir seine Wirkung ist die Ahnlichkeit mit dem Nucleosid Thymidin (Abb. 2.9).

4. Protease-Inhibitoren: Unter Protease-Inhibitoren konren nur urreife, nicht infektitse
Virushillen prodwiert werden. Die bereits oben genannten Substanzen Saquinavir,
Ritonavir etc.3* sind zur Zeit verbreitet. Die Kristall struktur zeigt, da de HIV-1 Protease
als C,-symmetrisches Dimer vorliegt. Dieses bietet nicht nur der Industrie sondern auch

vielen universitaren Arbeitskreis&reinen guten Zugang zu Protease-Inhibitoren.

% http://www.medicine-worldwide.definfektionskrankheiten/aids.html.
% M. Alterman, M. Bjérsne, A. Mithiman, B. Classon, I. Kvarnstrém, H. Danielson, P-O. Markgren, U.
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CONH,

ZT

/

CONHtBu

Saquinavir

d

Abb. 2.10: Saquinavir, ein HIV-1 Protease Inhibitor. Im Handel seit 1996

5. Transkription und Translation: Dies sind weitere Verarbeitungsschritte der viralen
DNA in der Wirtszelle. Eventuell wirkt die Substanz Ribavarin auf diese Synthese-

schritte eirt*

6. Asembling und Budding: Darunter versteht man das Zusammenfiigen der einzelnen
Proteine zum kompletten Virus und ds nadfolgende Ausschleusen der Viruspartikel

aus der Wirtszelle. Es existiert noch kein effektiver therapeutischer Ansatz.

2.6 Zusammenfassung, Strategien der therapeutischen Impfung

Idede ativirade Substanzen missen neben ihrer grundsédtzlich hemmenden Wirkung auf
die HIV-Replikation de Virusvermehrung vollkommen urterdricken, damit jegliche
Resistenz vermieden wird. Weiter sollten sie die Blut-Hirn-Schranke tberwinden konren,
da HIV neben Lymphazyten auch Nervenzellen befdlt. Orale Verflugbarkeit, geringe
Toxizitdat und moglichst wenige Nebenwirkungen sollten dem Patienten die Therapie der
Krankheit so vertraglich wie moglich madien. Die beste Vorbeugung gegen AIDS wére
sicherlich ein Impfstoff, der den Erreger erst gar nicht im Organismus Ful3 fassen lief3e.
Kein Praparat erfullt bisher diese Forderungen und keiner der zur Préavention gedadten
Impfstoffe hat bislang die klinische Prifung der Phase lll erreicht. Die neueren

Entwicklungen von Kombinationstherapien stellen jedoch einen deutlichen Fortschritt dar.

Nillroth, T. Unge, A. Hallberg, B. SamuelssdnMed. Chen1998 41, 3782-3792.
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2.7 Ein alternativer therapeutischer Angriffspunkt als Ansatzpunkt dieser Arbeit

Die Regulatorproteine des HI-Virus, insbesondere das Tat-Protein, sind fir die enorme
Intensivierung der Genexpresson zustdndig. Ein mdglicher Ansatzpunk fir die
Entwicklung eines Therapeutikums liegt in der gezielten Unterdriickung der Interaktion des
Regulatorproteins Tat mit der TAR-RNA.

Die grundegende Idee ist, die Arginin-reiche Sequenz des Tat-Peptides, die zur
spezifischen Erkennurg der TAR-RNA notwendig ist, zu synthetisieren und dran eine
hydrolytisch aktive Einheit zu kopgeln. Ziel der synthetischen Ribonuclease sollte nadch der
selektiven Erkennurg, die Interaktion zwischen Peptid und RNA und de anschliel3ende
eff ektive Spaltung der RNA sein. Ferner dient die Arginin-reiche Sequenz des Tat-Proteins
als “shuttle“-Molekll, da es sch ausgezeichnet fur den Transport von Tat-Protein-
Konjugaten in den Zellkern eignet.®” Die Erkennurgssequenz ist variabel, so dal auch
andere Peptide, Antisense-Oligonucleotide oder Intercdatoren an de hydrolytische Einheit
gekoppelt werden und somit ein anderes Ziel anvisieren kénnen.

Wie bereits erwahnt, erweist sich de Arginin-reiche Sequenz as notwendig aber auch
ausreichend fur die Erkennurg und Wedsewirkung mit der TAR-Region. Fur die
Verwirklichurng einer befriedigenden Selektivitét, die a@ne Ribonuwlesse auszeichnen
sollte, ist nach Karn et al. eine Bindurgskonstante im Bereich von K = 10-100 M
erforderlich.3® Tat undauch kirzere Peptide, die die basische Sequenz (Tatss57) beinhalten,
gelangen duch nicht spezifische Endocytose est in das Cytoplasma der Zelle und dainn
mittels zelleigener Transportmolekile in  den Zellkern. Die bemerkenswerte
Membrangangigkeit der basischen Tat-Region in Abwesenheit der Cystein-reichen
(Tatz236) Und cer Carboxylat-terminalen Region (Tat7zge) 18% Sie ds einen ausdchts

reichen Kandidaten fiir den Transport von hydrolytischen Einheiten erschginen.

37 a) A. Frankel, C. Pab®CT Patent Appl1991, WO 9109958 (Appl. 454450, Filed 21 Dec. 1989);
b) I. G. Barsoum, S. E. Fawell, R. B. PepindREZT Patent Appl1994 WO 9404686 (Appl. US
07/934375, Filed 21 Aug. 1992).
3 M. J. Churcher, C. Lamont, F. Hamy, C. Dingwall, S. M. Green, A. D. Lowe, P. J. G. Butler, M. J. Gait,
J. KarnJ. Mol. Biol.1993 230, 90-110.
¥ D. A. Mann, A. D. FrankeEMBO J.1991, 10, 1733-1739.
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2.8 Hydrolytische Spaltung von RNA

Bevor nun das Design und de Synthese kinstlicher Ribonucleasen angegangen wird, ist es

von grof3er Wichtigkeit, sich die Hydrolyse der Phosphodiester in der Natur anzuschauen.

2.8.1 Enzymatische Hydrolyse von Nucleinséuren

Es existiert eine Vielzahl unterschiedlichster Enzyme, die Nucleinsduren hydrolysieren
kénren. Neben Restriktionsendonicleasen, de sequenzspezifisch nadh einer bestimmten
Basenkombination schneiden, arbeiten manche Nucleasen urebhéngig von der Sequenzin-
formation. RNase A (Verdauungsenzym im Sekret des Pankreas) ist eines der bestunter-
suchten Enzyme, die RNA zwar basenselektiv, aber sequenzunspezifisch hydrolysieren.
Abb. 2.11gibt den Wirkmecdhanismus der durch Ribonuclease A? katalysierten Hydrolyse

von RNA wieder.
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Abb. 2.11: Mechanismus der Hydrolyse von RNA durch die Ribonuclease A
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Im aktiven Zentrum befinden sich zwel Histidinreste und ein Lysinrest, die so angeordnet
sind, dal3 His-12 als Base die 2'- Hydroxygruppe der Ribose deprotonieren kann. Das nun
protonierte His-12 wirkt zusammen mit der Ammoniumfunktion der Seitenkette von Lys-
41 als elektrophler Katalysator. Durch elektrostatische Wedselwirkungen zwischen den
Sauerstoff atomen des Phosphodesters und den beiden Kationen wird de Elektronendichte
am Phosphatzentrum reduziert. Dies erhdht seine Elektrophli e und erleichtert den Angriff
des 2'- Sauerstoff- Anions. Der Austritt der 5-Hydroxygruppe wird duch Protonierung
mittels His-119 erleichtert. Anschlief3end wird das zunadst entstandene Cyclophasphat
durch nuwleophlen Angriff eines durch His-119 aktivierten Wassermolekils unter
selektivem Austritt der 2’-Hydroxygruppe geoffnet.

Beim zweiten Schritt der Reektion, der Hydrolyse des cyclischen Phosphat-
Zwischenprodults, werden vereinfadit betradhtet die Vorgange des ersten Schrittes in
umgekehrter Abfolge durchlaufen.

Ein Unterschied besteht darin, dal3 Wassr die agespatende 5- O-Komporente esetzt.
Das Histidin 12 dient jetzt als Protonendonor und das Histidin 119 als Protonenakzeptor.
Die Fahigkeit des Histidins, bei physiologischen pH-Werten als Saure oder als Base zu

fungieren, erklart sein Vorkommen in den aktiven Zentren vieler Enzyme.

Basenurspezifisch ist die Staphylokokkennuwclease.®® Sie kann duch Verwendurg eines

externen Nucleophils RNA und DNA-Molekiile an der 5'-Position spaften.

R HNS NH-Args7 R HN

ArgSS\ k 6§>/ k e NH-Arg 87

HoN NH, N O\ HoN H2NAI’Q35\ O’//él)\ . HzN
\\~\\\\\ /P/O\R \(NHz\x\\\\\>P //
@NHp-- O;\\\ \ (E)/‘ N\
"0 @ NHy--------0= \'o
‘AN
\ o° HO

/H_)zo /_):O
Glu43 Glu43

Abb. 2.12: Mechanismus der DNA-Hydrolyse durch die Staphylokokkennuclease

40F. A. Cotton, E. E. Hazen, M. J. Led®roc. Natl. Acad. Sci. USRO79 76, 2551-2555.
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Im aktiven Zentrum der Staphylokokkennuclease befindet sich ein Calcium-lon, das durch
zwei Asparaginsiurereste in Position gehalten wird. Zusammen mit den Guanidinium-
funktionen der Argininreste 35 und 87sorgt es fir eine Kompensation der negativen
Ladungen im Ubergangszustand. Ein in urmittelbarer Nahe befindiches Wassermol ekl
wird duch den Glutaminsaurerest 43 zunadhst deprotoniert und kann dann nucleophil
angreifen.

Kernpunk beider Katalysen (RNase A und Staphylokokkennuclease) ist die Kompensation
der negativen Ladung des Phosphodesters. Im Ubergangszustand wird diese Notwendig-
keit besonders auffélig. Der Additions-Eliminierungsprozeld gipfelt in einer trigonal-
bipyramidalen Ligandenanordnurg an das Phosphazentrum. Die eéntretende 2'-
Hydroxygruppe nimmt nach dem nucleophlen Angriff am Phosphaatom eine aiae
Position ein, wobei der Angriff in line (Abb. 2.13 zur 5-Fuchtgruppe efolgt. Das
Phospharan zerfdlt unter AusgoRurg der in apikaler Position stehenden Fluchtgruppe R-
5-0OH. Arginin 87 Uernimmt mit seiner Guanidiniumgruppe die Stabilisierung des

dianionischen Phosphorans durch ionische Wechselwirkung.

B B
O N\ O
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HO O HO 0
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i:ko Otl::go
f . CH,
O o) /
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in-line adjacent

Abb. 2.13: Bevorzugterin-line-Mechanismus bei der Umesterun‘b1

Im Prinzip kénren sowohl die 5- O-Gruppe (Spaltung des Phosphodester-Ruckgrates) als
auch de 3'-Hydroxygruppe (Isomerisierung) als Abgangsgruppe dienen, sobald sie durch

Pseudarotation um das P-Atom eine aiae Position eingenommen haben. Im Fall der

41 C. Walsh Enzymatic Reaction Mechanisivg. H. Freeman and Compariy@79 205.
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Umesterung von RNA ist die Pseudaotation der Liganden jedoch eingeschrénkt, da die

Konformation des Phosphodiesters im doppelstrangigen Substrat fixiert ist.

I somerisierung

Base
RO,
o _
O— po @) “O0— Y
RO Boce | No
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O OH — Pseudor otation
- O OH
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; X o-p-o
RO @)
; > o §
o—py© _ 5
(l)\ OH O—Pm
Spaltung:

\
5' OR muB apica sein \ / K
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Abb. 2.14: Einschlagen des Spaltungsweges Uber Pseudorotation und Isomerisierung

Die Phosphodesterspaltung kann also nu dann erfolgreich verlaufen, wenn das 2'- O-Atom
der 5’-O-Gruppe wahrend der Reaktion gegeniber angeordnatlise{Mechanismus).

Konzentriert man sich auf die Hydrolyse von RNA, so ist eine solche Anordnurg nur im
Einzelstrang moglich. Die Konformation der Zuckerreste im Doppelstrang ist dafir nicht
gedgnet, sofern es sch un 3-5-verknupite Nucleotide handelt. Dal3 2-5'-verknipfte
Ribontcleotide im Doppelstrang hydrolyselabil sind, konren Usher und McHale*? zeigen.
So werden Nucleotide, die sich in einer bulge- oder loop-Region kefinden aufgrund ihrer

Konformation schneller hydrolysiert, als doppelstrangig angeordnete Nucleinsauren.

“2D. A. Usher, A. H. Mc HaleProc. Natl. Acad. Sci. US2O76 73, 1149-1153.
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2.8.2 Kinstliche Nucleasen

Die medhanistischen Gemeinsamkeiten der Ribonuwcleasen beschranken sich nicht nur auf
die oben genannten Beispiele. Vielmehr pasitionieren und aktivieren ale Nucleasen ihre
Phosphodestersubstrate durch basische Aminosauren wie z.B. Lysin (RNase) oder Arginin
(Staphylokokkennuclease), zweiwertige Metall -lonen (meistens Mg?*, Ca?* oder Zn**) oder
eine Kombination aus beiden Mdglichkeiten (alkalische Phosphatase). Als externe
Nucleophle dienen ot Wassrmolekile, aber auch Aminosiureseitenketten von Serin
(alkalische Phosphatase) oder Tyrosin (Topoisomerasen).

Seitdem die Rontgenstrukturen der RNase A*® und der Staphylokokkennuclease® bekannt
waren, entstanden duch verschiedene Studien gefestigte Vorstellungen, wie synthetische
Ribonwcleasen beschaffen sein sollten. Wichtig ist die Auswahl und Préorganisation
funktioneller Gruppen. So denen z.B. die Guanidiniumgruppen zur Kompensation cer
negativen Ladung an den nichtverbriickenden Sauerstoffliganden des Phosphodesters im
Ubergangszustand und erleichtern duch elektrophile Katalyse die Reektion. Unter
Berlicksichtigung der Anordnurg der drei Aminosauren His-12, His-119 undLys-31 im
katalytischen Zentrum der RNase A, konrten Stein et al.** eine kiinstliche Ribonuwlease

konstruieren. Sie hydrolysierten erfolgreich einzelstrangige Regionen von tRNA.

In Anlehnurg an das aktive Zentrum der Staphylokokken-Nuclesse konrte im
Arbeitskreis®® unter Verwendurg synthetischer steroidaler Guanidinium-Imidazol-
Konjugate eafolgreich eine neuartige hydrolytische Einheit zur Spatung von RNA
entwickelt werden (Abb. 2.15).

43B. Borah, C. W. Chen, W. Egan, M. Miller, A. Wlodawer, J. S. CoB@themistry1985 24, 2058-
2067.
*C. H. Tung, Z. Wie, M. Leibowitz, M. S. SteiRroc. Natl. Acad. Sci. USP992 89, 7114-7118.
“5a) T. Oost, A. Filippazzi, M. Kalesseiebigs Ann./ Recueil997, 1005-1011.
b) T. Oost, M. Kalessé&etrahedronl997, 53, 8421-8438.
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Abb. 2.15: Darstellung der nach dem Konzept eines Mimetikums (links), analog der Sta-

phylokokkennuclease, synthetisierten hydrolytisch aktiven steroidalen Verbindung (rechts)

Die steroidale Bis(guanidinium)-imidazol-Verbindurg in Abb. 2.15 zeigte in den
Versuchen zur Spatung der RNA-Moddlverbindurg HPNPP sehr gute hydrolytische
Aktivitat und keschleunigt die Spaltung des Dinucleotids UpU in Wasser um das 2.6-fadche.
Vermutlich fuhrt hier die Beteiligung der Imidazolgruppe ds interne Base zur Steigerung
der Aktivitat.

Mit die wichtigste Strategie zur Entwicklung kinstlicher Enzyme ist der Einbau von
funktionellen Gruppen in das g/nthetische Gerlst, die auch im aktiven Zentrum des
natUrlichen Enzyms vorkommen undesentiell fir dessen katalytische Aktivitét sind. Von
den natiirlichen Katalysemechanismen gelenkt, strebten verschiedene Arbeitsgruppen®>°
durch Einfuhrung von Bis(aminoimidazol)- und Bisguanidinium-Verbindurgen de
Beschleunigung der Umesterung von Phosphodestern an. Die Verwendurg von
Guanidiniumgruppen fuhrt vermutlich duch Lewissiure-artige Koordination am
Phosphodester zu einer Aktivierung, gleichzeitig tragen sie durch Ladungsneutrali sation

zur Stabilisation des entstandenen dianionischen pentakoordinierten Phosphorans bei.

6 a) F. P. Schmidtcheffetrahedron Lett1989 30, 4493-4496;
b) K. Ariga, E. V. AnslynJ. Org. Chem1992 57, 417-419;
¢) R. P. Dixon, S. J. Geib, A. D. Hamiltah,Am. Chem. Sot992 114, 365-366;
d) J. Smith, K. Ariga, E. V. Anslyrd. Am. Chem. Sott993 115, 362-364;
e) D. M. Kneeland, K. Ariga, V. M. Lynch, C.-Y. Huang, E. V. AnslynAm. Chem. Sot993 115
10042-10055;
f) P. Schiessl, F. P. SchmidtchdnOrg. Chem1994 59, 509-511;
g) V. Jubian, A. Veronese, R. P. Dixon, A. D. Hamiltdngew. Cheml995 107, 11, 1343-1345;
h) M.-S. Muche, M. W. GébeAngew. Cheml996 108 18, 2263-2265.
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2.8.3 Metallhaltige kinstliche Nucleasen

Metalli onen werden als Cofaktoren von rahezu zwei Dritteln aler Enzyme bendtigt. Dabei
enthaten de sogenannten Metalloenzyme Metdlionen, de im stéchiometrischen
Verhdltnis sehr fest an das Enzymprotein gebunden sind. Die Entfernung dieser lonen fuhrt
zum Verlust der katalytischen Aktivitat.

Metalli onen schalten sich in den Katalyseprozef ein, indem sie 1. an Substrate binden, um
diese in de entsprechende Konformation zu kringen und 2. duch reversible Anderung
ihres Oxidationszustandes an Redoxrestionen teilnehmen oder Ladungsverteilungen
stabilisieren und so de Reé&ktionsfahigkeiten bestimmter Atome durch Polarisierung
erhohen.

Vor allem aber konren Metalli onen frei oder mit Liganden komplexiert die Hydrolyse von
Phospharsdureestern beschleunigen und talten so ein grofles Katalysepatential bereit. Erst-
mals wurde dieses 1938 vonBamann’’ beobadtet, wobei erst 1971 de gezielte Untersu-
chung der Spaltungen durch Metallionen begann. Zu den aktivsten Spezies gehdten zn
cu' %, ¢d"*° und Lanthanidkomplex&.Umfangreiche Versuche zur Spaltung der RNA-
Modellsubstanz HPNPP (2-Hydroxy-progyéra-nitrophenylphosphatj (Abb. 2.17),

sowie des Dinucleotids Uridylyl-(3', 5)uridin wurden vonMorrow et al.>® und Breslow et
al.48’54

mit verschiedenen Metallionen durchgefiihrt. Die von Morrow et al. beschriebenen

Cyclenderivate 56 (Abb. 2.1§ unterscheiden sich lediglich in den Metalionen (La, Eu,

4" E. Bamann, M. Meisenheimeagerichte d. D. Chem. Gesellscha@38 71, 1711-1720.
“87n": R. Breslow, D.-L. Huang, E. AnslyRroc. Natl. Acad. Sci. US89 86, 1746-1750;
J. R. Morrow, V. M. Sheltomorg. Chem1991, 30, 4295-4299;
E. Kimura, Y. Kodama, T. Koike, M. Shird, Am. Chem. So&995 117, 8304-8311;
F. H. Chapman, Jr., R. Breslo@, Am. Chem. So&995 117, 5462-5469;
T. Koike, S. Kajitani, I. Nakamura, E. Kimura, M. Shid,Am. Chem. So&995 117, 1210-1219;
T. Koike, M. Inoue, E. Kimura, M. Shird, Am. Chem. Sot996 118 3091-3099.
“9cu": K. A. Deal, J. N. Burstyrinorg. Chem1996 35, 2792-2798.
0 Co" :M. Komiyama, Y. Matsumota]. Chem. Soc. Chem. Commui89Q 1050-1051;
J. H. Kim, J. ChinJd. Am. Chem. So&992 114, 9792-9795;
K. Wahnon, A.-M. Lebuis, J. Chil\ngew. Cheml995 107, 2594-2597;
L. R. Hettich, H.-J. Schneidet, Am. Chem. Sot997 119 5638-5647;
M. Komiyama, Y. Matsumoto, H. Takahashi, T. Shiiba, H. Tsuzuki, H. Yajima, M. Yashiro, J.
Sumaoka,]. Chem. Soc. Perkin Trans.1898 691-695.
*n": J. Rammo, R. Hettich, H.-J. Schneider, Angew. CHeI83 105, 1773-1776;
S. Amin, J R. Morrow, C. H. Lake, M. R. Church#ingew. Chenl994 106, 824-826;
K. Tsubouchi, T. C. Bruice]. Am. Chem. So&995 117, 7399-7411;
J. Hall, D. Husken, R. HaneNucl. Acids Resl996 24, 3522-3526.
J. Sumaoka, A. Kajimura, M. Ohno, M. Komiyan@hem. Lett1997 507-508;
2D, M. Brown, D. A. UsherJ. Chem. Sod 965 6558-6564.
%3 J. R. Morrow, L. A. Buttrey, K. A. Berbackjorg. Chem1992 31, 16-20.
**R. Breslow, D.-L. HuangRroc. Natl. Acad. Sci. USE991, 88, 4080-4083.
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Dy). Lanthanidionen bendtigen als Liganden zur Bildung kinetisch undthermodynamisch

stabiler Komplexe jedoch hdher substituierte Cyclenderivate.

HoN

Abb. 2.16: Morrows synthetische Ribonuclease mit Lanthanidion

Wahrend alle Metalionen ohre Liganden in der Lage sind, Phosphodester zu
hydrolysieren, zeigt der Cyclenkomplex 56 nur mit La®* hydrolytische Aktivitat. Mit
Abnahme des lonenradius nimmt auch zugleich de Fahigkeit ab, neben dem adhtzéhnigen
Liganden auch nach das RNA-Substrat zu hinden. La®* ist aufgrund seiner Grofe ided
gedgnet, auch den Phosphodester zu komplexieren und assen Hydrolyse zu katalysieren.
Schon her madt sich de unterschiedli che Fahigkeit der verschiedenen Metalli onen, RNA-
Substrate zu hydrolysieren, stark bemerkbar.

Neben dem oben auftretendem Eff ekt wird de Umesterung offenbar von dversen Faktoren
beanflul®. Metalli onen kdnren a's Lewis-Saure sowohl durch Neutralisation der negativen
Ladung eines geladenen Phosphatsauerstoff atoms als auch duch Koordination an das 5'-
Sauerstoffatom die Spaltung des Phosphasdureesters beschleunigen. Zusétzlich besitzen
Metallionen de Eigenschaft, den pK-Wert koordinierten Wassers zu senken und rach
einer Erzeugung einer Metall-Hydroxid Spezies OH as Base zur Deprotonierung des
Nucleophils oder zum direkten Angriff auf das Phosphat bereitzustellen. Der pK-Wert des
koordinierten Was=ers hangt dabei in starkem Mal3e von der Struktur des komplexierten

Liganden ab?

% E. Kimura, T.KoikeComments Inorg. Cherti991, 11, 295-301.
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NO,

Abb. 2.17 Mechanismus® der Phosphodiesterspaltung durch Metallionen in wassiger
L6sung. Das am Kation koordinierte Hydroxid deprotoniert die Hydroxygruppe des HPNPP, das
entstehende Alkohdat greift dann nwleophil das durch Koordination an das Metallkation

polarisierte Phosphat an und bewirkt den Abgang des Nitrophenolats.

Einige Enzyme, wie die 3'-5'-Exonuwclease des Klenow-Fragments der DNA-Polymerase
1°® die RNase H der reversen Transkriptase®” aus HIV, die Phosphdipase C*® violette
saure Phosphatase® und de dkalische Phosphatase® werden duch zwei oder mehr
Metalli onen aktiviert. An desen Vorbildern arientieren sich zweikernige Metall komplexe.
Chin et al. konrte mit dem Zusammenwirken vonzwei Kupfer-°* oder Cobalt-lonen®® eine
enorme Hydrolysegeschwindigkeitssteigerung zeigen.

Kimura'® orientierte sich am Vorbild, der alkalischen Phosphatase und versuchte durch die
Verbindurgen (S)-1-(2-Hydroxy-2-phenylethyl)-1,4,7,106tetraszacyclodocecan 58 und (1-
(2-Hydroxyethyl)-1,4,7,10tetraazacyclodocecan 57 die Rolle des Serin-102 undzZn(ll) in
der alkalischen Phosphatase zu erklaren (Abb. 2.18).

6. S. Bees, T. A. SteitEMBO J 1991, 10, 25.

7). F. Davies, Z. Hostomska, Z. Hostomsky, S. R. Jordan, D. A. MatBeiescel 991, 252, 88.

8 E. Hough, L. K. Hansen, B. Birknes, K. Jynge, S. Hansen, A. Hordirk, C. Little, E. J. Dodson, Z.
Derenwendd\ature1989 338 357.

9 T. Klabunde, N. Strater, P. Tucker, H. Witzel, B. Kreébsiencel 995 268, 1489.

®9E. E. Kim, H. W. Wyckoff,J. Mol. Biol 1991, 218 449.

®1 M. Young, J. ChinJ. Am. Chem. Sot995 117, 10577-10578.
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Alkalische Phosphatase 57 58

Abb. 2.18 Reproduktion der alkalischen Phosphatase durch Kimuras Cyclenderivate (57)
und (58)

2.8.4 TAR-spezifische synthetische Ribonucleasen und Binder

Mit Enzymen |at sich RNA am effizientesten hydrolysieren. Durch Modifikation mit
Antisense-Oligonucleotiden wird de Hydrolyse sequenzspezifisch. Dieses Konzept ist in
seiner Anwendurg aber auf in-vitro-Experimente beschrankt, da die Chance solche
Konjugate unbeschadet an ihren Zielort zu transportieren und duch eine Zellmembran zu
schleusen, sehr gering ist.

Viren verfiugen héufig Uber RNA-Regionen mit wohldefinierten Sekundér- und
Tertiarstrukturen, de Prozess des viraden Lebenszyclus regulieren. Wie schon in Kapitel
2.1-2.3 erwéhnt wurde, ist die TAR-Region des HIV Typ-1, de die Transkription steuert,
besonders interessant.

Kurz und Gobel®? nuzten die Fahigkeit eines L-Argininamidmethylesters mit katalytisch
aktiver Kopfgruppe (11-Aminouncecansaurelinker), as Ligand fur TAR-RNA zu

fungieren, zur Konstruktion einer TAR-bindenden kiinstlichen Ribonuclease (Abb. 2.19).

52 K. Kurz, M. W. GobelHelv. Chim. Actal996 79, 1967-1979.
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TAR RNA

Abb. 2.19 Kinstliche Ribonuclease von Kurz und Goébel (links) und zwei verschiedene
Binder mit der TAR-RNA

Der Space wurde so gewdhlt, da3 de Bisguanidinium-Kopfgruppe Zugang zu den
einzelstrangigen Regionen des RNA-Substrats erhélt, wobei die Verbindurg nach dem
Vorbild der Staphyllokokkenniclease synthetisiert wurde. Cabrol-Bass et al.®®
synthetisierten drei verschiedene Ethidiumderivate, die sich duch de Interaktion cer
Arginin-Seitenkette mit der TAR-RNA und dr Intercdation des Ethidiums hervorragend
zur Unterdruckung der Tat-TAR-Wechselwirkung eignen (Abb. 2.19 rechts unten).

Auf Grund dr ausgepragten dreidimensionalen Struktur und der Anwesenheit von
Aminogruppen, de unter physiologischen Bedingungen protoniert vorliegen, gelten

Aminoglykoside als vielversprechende Molekile zur selektiven Wechselwirkung mit RNA.

% R. Terreux, D. Cabrol-Bass, V. Peytou, R. Condom, R. Gue@hem. Inf. Comput. Sdi999 39, 413-
419.
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In desem Zusammenhang untersuchten Czarnik et al.®* die Inhibierung der Tat-TAR-
Wedhsalwirkung durch das Aminoglykosid Neomycin (Abb. 2.19. Dieses unterdriickt die
Bindurg von kuzen Tat-Fragmenten as nichtkompetetiver Inhibitor. Die Autoren
vermuten eine Konformationsénderung durch de Bindurg in der bulge-Region und
dadurch resultierend eine Beeanflussung der Tat-TAR-Wedselwirkung. Bei  den
Aminoglykosiden, sowie den Ethidiumderivaten handelt sich nu um Binder, die lediglich
an der RNA binden, un eine Interaktion vonProtein undRNA zu vermeiden, sie aer nicht

spalten.

3. Aufgabenstellung

Basierend auf den zuvor beschriebenen Sadverhalten soll eine kinstliche
Ribonwclease atworfen, synthetisiert und getestet werden. Aufgrund der vielen
Maoglichkeiten zur Darstellung synthetischer Ribonucleasen erfolgt eine Zweiteilung des
Themas.

Beide Ansdtze beruhen auf der Verwendurg des 1,4,7,10Tetraazacyclodocecans (Cyclen)
als aktives Zentrum der kunstlichen Ribonwleasen. Es zeichnet sich duch seine gute
Komplexbildung mit Metallen, insbesondere Zn(Il) [logK(ZnL) = 15.3*® und Co(lll),*°
welches as kinetisch inert gilt, aus. Der Metal-Cyclenkomplex soll im folgenden de

hydrolytische Untereinheit der Ribonuclease imitieren.

Der erste Teil beschéftigt sich mit synthetischen Riboniwcleasen, de keine ausgepragte
Erkennurgseinheit besitzen und aher nur relativ unspezifisch wirken koénren. In
Anlehnurg an de Cyclenderivate Kimuras (Abb. 2.18, der durch de Einfihrung einer
Hydroxyfunktion ein eff ektives Nucleophl fir die Hydrolyse der Phasphodester-spaltung
generiert, sollen a-Aminasduren wie Tyrosin und Serin mit interner Hydroxyfunktion an
das Cyclengertst gekoppelt werden. Durch verschiedene Space soll die Seitenkette
Beweglichkeit erhaten. Kimura konrnte anhand vonKristall-strukturen beweisen, dal3 de
durch das Zink aktivierte Alkoxy-Gruppe fur die dfektive Hydrolyse zustandig ist und

nicht die aktivierte Zink-Wasser-Spezies (Kapitel 5).

3. Wang, P. W. Huber, M. Cui, A. W. Czarnik, H.-Y. MBipchemistry1998 37, 5549-5557.
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Im Rahmen deser Arbeit soll die Effizienz des Hydroxy-Nucleophils as effektive

synthetische Ribonuclease anhand verschiedener Cyclenderivate getestet werden.

Abb. 3.1: Konzept der synthetischen Ribonucleasen nach dem Modell Kimuras (58)

Inwiefern sich die Hydroxyfunktionen der Aminasauren pasitiv auf die Beschleunigung der
Hydrolyse von RNA auswirken, wird an der Model-RNA 2-Hydroxypropyl-para-
nitrophenylphosphat (HPNPP) in wasgsigem Puffer getestet (Kapitel 5), bevor die
Spaltungsexperimente mit der eigentlichen TAR-RNA durchgefuhrt werden (Kapitel 6).
Der Re&tionsverlauf kann anhand der Bildung des gelben para-Nitrophendlats leicht
phaometrisch (Ana= 400 mm) verfolgt werden (Kapitel 5.2). Die Bildung des cyclischen
Phosphates laRt si¢lP-NMR-spektroskopisch nachweisgn.

2. Der zweite Teil sieht die Synthese und Untersuchung einer synthetischen Ribonuclease
mit Erkennurgssequenz vor. Neben dem hydrolytischen Teil, dem Cyclen, soll die
basische Region des Tat-Peptides (Tatsgs7) eingebaut werden. Diese wird duch
Festphasenpeptidsynthese ehaten und Uler das um eine Esdgsaureanheit erweiterte
Cyclenderiva#5 eingefihrt.

% Kimura bedient sich dem RNA-Modell BNfBis(4-nitrophenyl) Phosphat).



34 3. Aufgabenstellung

S\ A
Z
B

NI

}O T

Co

:/‘\1

o

I\x

-

<\

3

45 ! ,I/IT 0% > NH, NH
!r NH2 HN 2 NH, HNZ S NH,
1
Erkennungseinheit

Abb. 3.2: Darstellung der synthetischen Ribonuclease mit Erkennungseinheit

Die VerknUpfung der beiden Einheiten sollte im folgenden auch Spaltungsexperimente mit
verschiedenen Metalli onen erlauben. Die Erkennurgseinheit, das Arginin-reiche Nonamer
sollte spezifisch an de Ziel-RNA binden und de hydrolytische Einheit, den Metall -Cyclen-
Komplex, in de Nahe der Phosphodesterbindurgen bringen. Als Konsequenz dieses
Vorgangs Dllte an RNA-Strangbruch erfolgen, der mittels gelelektropharetischer
Experimente nadchgewiesen werden konrte (Kapitel 6). Ferner soll die Bindurgsaffinitét
der synthetischen Ribonwlease zur TAR-RNA mit einem filter-binding Assay Uberprift

und mit der basischen Einheit des Tat-Peptides verglichen werden.
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4. Theoretischer Tell

4.1 Teil I, Synthese der Cyclenderivate, Zugang zur hydrolytischen Einheit
4.1.1 Darstellung des 1,4,7,10-Tetraazacyclododecans (Cycfén)

Als Startmaterial diente das 1,4,7,10Tetraazacyclodocecan, des sch as hydrolytische
Einheit in Verbindurg mit verschiedenen Metallkationen langst bewdahrt hat (Kapitel
2.8.3. Im folgenden werden de verschiedenen Substitutionsmuster am Cyclen vargestellt,
wobei in dieser Arbeit nur Monosubstitutionen am Cyclen eine Rolle spielen.

Ausgehend van Cyclensulfat konrte durch Ausfdlen des Sulfates und anschlief3ender

Umkristallisation das Cyclehmit 70 % Ausbeute erhalten werden.

HN NH

HN NH

4.1.2 Dreifache Schitzung mit der Cbz-Gruppe (Benzyloxycarbonyl)

Fur die Darstellung der monosubstituierten Cyclenderivate ist die Dreifachschiitzung des
Cyclens notwendig. Die Cbz-Gruppe egnet sich hervorragend fur die Darstellung einiger
Cyclenderivate, da sie weder sduren- noch basenlabil ist. Ihre Entfernung erfolgte unter
Standardbedingungen durch Hydrierung mit Pall adium auf Kohle oder Bromwasserstoff in
Essgsdure, wobei erstere Methode aufgrund der leichten Handhabung und eff ektiveren
Reinigung der Produkte bevorzugt wufde.

Die Darstellung des Cyclenderivates 2 wurde analog der Literaturvorschrift®® durchge-
fahrt. Durch Re&ktionszeitverlangerung konrte die Ausbeute auf 65 % angehoben werden.
Als Nebenprodukte entstanden de vierfach und zweifach geschitzten Cyclene, die

saulenchromatographisch voneinander getrennt werden konnten.

% |m folgendem wird die Verbindung 1,4,7,10-Tetraazacyclododecan nur noch als Cyclen bezeichnet.

®7p_ J. KocienskiProtecting GroupsThieme Verlag, Stuttgart, New York994 192-199.

. S. Prasad, F. J. Okuniewics, E. J. Delaney, D. D. Dischi@em. Soc. Perkin Trans1991, 3329-
3332.
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/ \ Chz. / \ Cbhz
HN  NH CICO,CH,CgHs N N7
[ EtsN, CH,Cl,
HN  NH
2d,0°C N NH
__/ 65 % cbz’ \__/
1 2

Abb. 4.1 Darstellung des dreifach Cbz-geschiitzen-Cyclenderivates (2) ausgehend vom
Cyclen (1)

4.1.3 Dreifache Schitzung mit der N-tert-Butyloxycarbonyl (Boc) Gruppe

Vorarbeiten zur Kupdung des Cyclenderivates 2 mit dem Neunmer-Peptid zeigten, dal3
sich die Cbz-Gruppe nicht hydrogendlytisch entfernen lieR®® Aufgrund der Boc- und Mtr-
geschitzten Aminosauren des Peptides zeigte sich de Dreifachschitzung des Cyclens mit
der Boc-Schutzgruppe ds vid effektiver, da dle Schutzgruppen im letzten Schritt durch
die Verwendung von TFA entfernt werden konnten (Abb. 4.26).

Die Darstellung der Verbindurg 3 wurde entsprechend der Literaturvorschrift™ von
Kimura durchgefuhrt und ergab das Produkt in 72 %-iger Ausbeute.

/ \ Boc / \ Boc
HN  NH Boc,0, N N~
EtsN, CHCl3
—_— >
HN  NH 24 h, RT N NH
__/ 2% Boc” \__/
1 3

Abb. 4.2 Darstellung des dreifach Boc-geschitzten-Cyclenderivates (3) ausgehend vom
Cyclen (1)

Wie bel der Cbz-geschiitzten Verbindurg entstanden neben der Dreifadh-Schiitzung auch
die unerwiinschten zweifach und verfach geschiitzten Cyclenderivate, die sdulenchromato-

graphisch abgetrennt werden konnten.

% A. Loos,Dissertation1996 Institut fiir Organische Chemie, Universitat Hannover.
"OE. Kimura, S. Aoki, T. Koike, M. Shird,. Am. Chem. Sot997, 119, 3068-3076.
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Nadchdem nun der Zugang zu selektiv Cbz- bzw. Boc-geschitzten Cyclen-Einheiten
gesichert ist, soll im folgenden das Design und de Ausarbeitung einer Synthesestrategie fur

synthetische Ribonucleasen auf Cyclenbasis diskutiert werden.

4.2 Serin und Tyrosin als erfolgversprechende Bausteine fur die Synthesen kinst-

licher Ribonucleasen ohne Erkennungseinheit

Die Vorgehensweise fir das Design und de Synthese der synthetischen Ribonucleasen
ohre Erkennurgseinheit erfolgt @hnlich der Cyclenderivate Kimuras, bei denen de
Hydroxygruppe die Funktion des Serins in der alkali schen Phosphatase Gibernimmt. Durch
Einfuhrung einer Hydroxyfunktion an die Cycleneinheit soll ein eff ektives Nucleophil fir
die Hydrolyse der Phosphodester generiert werden. Aufgrund der bekannten Serin-
proteasen (Trypsin, Chymotrypsin), der bereits erwahnten alkali schen Phosphatase und den
zahlreichen Nucleasen sowie Tyrosinkinasen scheint die Anwendurg der a-Aminosduren
Serin und Tyrosin fir die Synthese kiunstlicher Ribonwleasen mit interner
Hydroxyfunktion nahezu geeignet zu sein.

Desweiteren hieten dese Aminosauren eine zusétzliche Koordinationsmdgli chkeit fir die

komplexierten Metalle bei der Durchfiihrung der Hydrolyse mit der Modell-RNA HPNPP.

4.2.1 Synthesestrategie monosubstituierter Cyclenverbindungen

Ausgehend von aém dreifach Cbz-geschitzten Cyclenderivat 2 sollen Uber verschiedene
Substitutionsmuster monasubstituierte Cyclenverbindurgen mit verknupfter Tyrosin- oder
Serineinheit generiert werden. Die Aminosduren werden duch verschiedene Space wie
das -Alanin 5 oder die Seitenkette 39 in urnterschiedlicher Entfernung vom Cyclen, der
hydrolytischen Einheit, Gber Peptidbindurgen gekoppelt. Durch Variation der Seitenkette
soll nicht nur die nucleophil wirkende Hydroxyfunktion Flexibilit & erlangen, sondern auch
die Guanidiniumgruppe, die durch ihren Einbau fir stabilisierende Effekte bei der
Phosphodiesterspaltung sorgen soll.

Zunadst wird de Retrosynthese der geplanten Cyclenderivate geschildert. In Kapitel 5
wird der Test dreler ausgesuchter Verbindurgen auf ihre hydrolytische Aktivitdt mit der
RNA-Modell substanz HPNPP beschrieben. Kapitel 6 schlieffdlich stellt den Test aler

monosubstituierten Cyclenverbindungen mit der tatsachlichen TAR-RNA dar.
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4.2.2 Retrosynthetische Betrachtung und Einblick in die Synthese der geplanten

Tyrosincyclenderivate

Die Retrosynthese dler betrachteten Verbindurgen (Abb. 4.4 sieht einen abschli ef3enden
Entschitzungs<hritt vor. Hierzu wére a@ne Hydrierung mit Pd/C-Katalyse denkbar.
Anschliefend konrie mittels basischem lonenaustauscher und Reversed Phase-
Chromatographie gereinigt werden. Vor der Hydrierung ist eine Guanidierung mit 3.5
Dimethylpyrazol-1-formamidinium-nitrat geplant. Die Guanidiniumgruppe kann nu am
freien Amin etabliert werden, daher muf3 zuvor die Boc-Gruppe entfernt werden.

Das Seitenkettengertist kann duch den Einbau der geplanten Aminaosduren urterschiedlich
aufgebaut werden. So ist die direkte Verkniipfung des Serins oder Tyrosins an de
Ausgangsverbindurg, das dreifach Cbz-geschiitzte-Cyclenderivat 2, oder auch Gbker einen
Space, moglich. Aminosduren sind as Space besonders gedgnet, da sie Uber
Peptidbindurgen verknipft werden undsomit sehr einfache Variationen der Seitenketten-
lange ealauben. Das retrosynthetische Schema zeigt die Reaktionsequenz anhand

vereinfachter Verbindungen.

™\ Cbz, ,—\ ,Cbz Cbz, /—\ Cbz
HN  NH N N

N N
) =0 J =0 )
HN N N N N N
\_/ X’:\)\/OH CbZ/ \_/ &VL\\/ OBz CbZ/ ___/ yfv(

H,N.__NH H,N.__NH NH,

e e

NH, NH, U

Cbz, ,/~—\ ,Chz Cbz, ,/—\ ,Cbz
N N N

L) = )
Cbz\_/»y\(

coz’ \_/ H
NHBoc

OBz

OBz

Abb. 4.3 Retrosynthetische Betrachtung der Grundstrukturen der Cyclenderivate;

Er6ffnung einer kleinen Bibliothek fur einen kombinatorischen Ansatz
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Die Seitenkette soll, hier dargestellt durch de Platzhalter, variabel gestaltet werden. Der
Einbau der Aminosauren oder der Space an das Cyclengerist erfolgt Gber Peptid-
kupplungen.

Wie bereits gesagt, sollen de Cyclenderivate verschieden lange Seitenketten vorweisen
koénren, so dal3 cer fur die gewlnschte molekul arbiologische Wirkung optimale Abstand
zwischen Cyclen (hydrolytische Einheit) und Guanidiniumgruppe (Koordinationseinheit)
ermittelt werden kann. Durch das Fehlen einer Erkennurgseinheit wird der Ort der
Koordination schwer zu ermitteln sein. Es 183t sich jedoch vermuten, dal3 gut bewegliche
Guanidiniumgruppen mit langerer Kette, dahnlich dem Arginin, in der bulge-Region kinden.
Durch de grole Anzahl der zur Verfligung stehenden Phosphodester ist jedoch auch an
anderen gut zuganglichen Stellen eine Koordination mogli ch. Genauso wenig vorhersagbar
ist die hydrolytische Wirkung. Durch Variation der Verbindurgen soll eine optimae
synthetische Ribonuclease emittelt werden, de aufgrund cer fehlenden Erkennurgseinheit
nicht gezielt wirken kann, aber durchaus in der Lage ist, die TAR-RNA hydrolytisch zu
spalten.

Aufgrund der leichteren Durchflihrung wurden zunachst die Tyrosinderivate dargestellt.
Die Zielmolekile sind in Abb. 4.4wiedergegeben. Die Synthese der Serinderivate wird
spater beschrieben ( Kap. 4.3).
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HoN+ _ NH, /~\
HN  NH NH,
— N Y
HN - NH o HN N NH,
[ J o o \_/
HN N\)L NH ©
__/ NH™ >""NH
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28
HO
HO
NH,
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HN  NH N 2N
T / HN  NH NH
[HN j NH, [ j ~<_/
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HN N
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HO G
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Abb. 4.4: Uberblick tiber die geplanten Tyrosinderivate

Die verschiedenen Verbindurgen besitzen gentigend Flexibilit & in der Seitenkette, so dal3
eine gute Koordination an die RNA gewabhrleistet sein sollte.

Bevor auf die Synthesen der Tyrosinderivate e@ngegangen wird, erfolgt eine kurze
Beschrelbung der Schitzung der funktionellen Gruppen der Aminosauren, de fur eine
selektive Peptidkupplung unumganglich ist.
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4.2.3 Darstellung der N-tert.-butoxycarbonyl (Boc) geschitzten Aminosauren (L-

Tyrosin; D,L-Serin; B-Alanin; Glycin)

Zunadhst wurden de Aminogruppen der Aminosauren Tyrosin, Serin, 3-Alanin undGlycin

nach der Literaturvorschrift’* mit Boc-Anhydrid umgesetzt. Die geschiitzten Aminoséuren
konnten in 55 %-iger bis 97 %-iger Ausbeute erhalten werden.

NaOH, H,0
Boc,O,

R
tert.-BuOH
12 h, 92 %

NaOH, H,0
Boc,0,

O NH,
Tyr
_

0
.
HO NH; tert.-BUOH

B-Ala 12 h, 80 %
o NH, NaOH, H,0
H Boc,0,
HO OH
Ser

tert.-BuOH
12 h, 97 %

NaOH, H,0
Boc,0,

tert.-BuOH

12 h, 55 %
Gly

NHBoc

S

\
>_\—NHBOC

NHBoc

H

O

:\ \
HO NHBoc
7

Abb. 4.5 Darstellung des N-tert.-butoxycarbonyl-L-Tyrosin (4), des N-tert.-butoxycar bonyl-

B-Alanins (5), des N-tert.-butoxycarbonyl-D,L-Serins (6) und des N-tert.-butoxycarbonyl-

glycins (7)

In der Literatur wird meist die Benzylschitzung vor der Boc-Schittzung vorgenommen.

Hier jedoch konnte die umgekehrte Reihenfolge ohne Nachteile eingehalten werden.

0. Keller, W. E. Keller, G. van Look, G. Wersi@rg. Syn199Q 160-183.
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4.2.4 Benzylschitzung des N-tert.-butoxycarbonyl-L-tyrosins (4) und des
N-tert.-butoxycarbonyl-D,L-serins (6)

Die Schitzung der Verbindurgen 4 und 6 erfolgten analog der Bodanszky-V orschrift.”
Durch Deprotonierung der Alkohdfunktion und anschlielende Alkylierung mit

Benzylchlorid wurden die gewtinschten Produkte erhalten.

O NHBoc NaH, DMF o NHBoc

BnCl
HO OH ———>

5h, 79% HO OBn

O NHBoc NaH, DMF O NHBoc

H BnCl H
_—
HO OH 5 h, 40 % HO OBn

Abb. 4.6: Darstellung des O-benzyl-N-tert.-butoxycarbonyl-L-tyrosins (8) und des
O-benzyl-N-tert.-butoxycarbonyl-D,L-serins (9)

Die geschitzten Aminosauren 8 und 9 kdnren mit freien Aminen eine Peptidbindurg

eingehen. Im folgenden werden verschiedene Methoden zur Kupplung vorgestelit.

4.2.5 Die Kupplungsreaktionen mit dem dreifach Cbz-geschitzten-Cyclenderivat (2)

Einfadche Peptidbindurgen werden urter Verwendurg von N, N’- Dicyclohexylcarbodimid
mit einem Hilfsnucleophil wie DMAP, 1-Hydroxybenzotriazol oder N-Hydroxysucanimid
geknupft. Aktivierte Aminosauren racemisieren leicht, was einem Verlust der biologischen
Aktivitét gleichkommen kann. Der Zusatz von I1-Hydroxybenzotriazol oder N-
Hydroxysuccnimid sorgt sogar fir eine racenisierungsfreie Verkniipfung’®, wobei die
Racemisierung unter 1 % gesenkt wird.

Bei der Kupdung der geschitzten Aminosduren mit dem dreifach Cbz-geschiizten-
Cyclenderivat 2 hat sich dese Methode ds nicht sehr erfolgreich erwiesen. Die Ausbeuten

2M. Bodanszky, A. Bodanszk¥he Practice of Peptide Synthe94 Springer-Verlag, 47.
3 W. Kénig, R. GeigerChem. Ber197Q 103 788-798.
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waren schledht und de Reé&ktionszeiten lagen bei 20 Tagen. Erst die Verwendurg des
Pentafluorphend-Aktivesters in  Gegenwart von 1-Hydroxy-benzotriazol oder N-

Hydroxysuccinimid ergab sehr gute Ausbeuten in der Kupplungsreaktion.

4.2.6 Darstellung der Aktivester als Intermediat in Kupplungsreaktionen

Die Saure wurde nach der Veresterung mit Pentafluorphend as aktivierte Spezies
eingesetzt.”* Die Re&ktion erfolgte in Gegenwart von N, N’-Dicyclohexylcabodimid als

Kupplungsreagenz und lieferte gute Ausbeuten.

@) NHBoc DCC, DCM @) NHBoc

PFP
HO o] Ml——

8 0 °C-RT, PFPO OBn
24 h, 96 % 10

DCC, DCM
NHB ’
O oc PEP ) NHBoc

N

HO OBn 0 °C-RT, PEPO OBn
9 24 h, 87 % 1

Abb. 4.7: Darstellung des Tyrosinaktivesters (10) und des Serinaktivesters (11)

4.2.7 Syntheseweg zu den Cyclenderivaten (15) und (16)

Die Aktivester 10 und 11 wurden ohre weitere Aktivierung mit dem freien Amin
umgesetzt. Fur die Kupdung mit dem Cyclenderivat hatte sich jedoch de Zugabe von 1-
Hydroxybenzotriazol oder N-Hydroxysucanimid bewdhrt. Die Ausbeuten konrten so
enorm gesteigert und de Redtionszeiten herabgesetzt werden. DMAP lieferte in alen
Fallen eine schlechte Ausbeute.

" a) P. R. Ashton, S. E. Boyd, C. L. Brown, N. Jayaraman, S. A. Nepogodiev, J. F. S®udeartEur. J,
1996 2, 1115-1127.

b) L. Kisfaludy, J. E. Roberts, R. H. Johnson, G. L. Mayers, J. Kovatsg. Chem197Q 35, 3563-
3565.
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Cbz_ /  \ _Cbhz o) NHBoc
N N
[ j PFPO 41 OBn
N NH DCM, HOBT
coz’ \_/ 2d, 90 %
2

H,SO,, Dioxan [ N] NHBoc

N OBn
/
2.6 h, 100% Cbz’ \/
° 1
Cbz., / \ _Cbz
N N
[N N] NH;
OBn
ALY
O 13 Cbz_ /~ \ _Chbz

N N NH,
DIEA, [ ] //@ NOs
‘ DME, NH

_ °N N NH;
— - Cbz" \__/
I{ NH,  24h,64%
SN \ﬁ NO3 O

N
NH»

BnO
Abb. 4.8: Darstellung des Cyclenderivates (14)

Vergleicht man de Redktionszeiten var und rach der Aktivierung durch das
Pentafluorphend, so resultiert eine deutliche Geschwindigkeitsgeigerung von 20 Tagen
auf 2 Tage. Die Ausbeuten stiegen im Fall des Tyrosins von 18 % auf 88 %.

Nadh eff ektiver Kupdung, die nach 2 Stufen (Synthese des Aktivesters mit eingeschlossen)
88 % Ausbeute des Cyclenderivates 12 lieferte, erfolgte die quantitative Entschitzung der
tert.-Butyloxycarbornylgruppe zum freien Amin 13. Die Methode wurde &nlich der von
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R.A. Houghten fiir Peptidfestphasensynthese beschriebenen Entschiitzung durchgefiihrt.”
Die aschliefende Guanidierung’® mit 3.5-Dimethylpyrazol-1-formamidinium-nitrat’’
fuhrte unter den in Abb. 4.8 genannten Bedingungen zu befriedigenden Ausbeuten.
Die vollsténdige Entschitzung des Cyclenderivates 14 bereitete einige Schwierigkeiten.
Erst eine MALDI-TOF Massenbestimmung konrte nach zwei Tagen Hydrierung kléren,
wie weit die Verbindurg entschiitzt wurde, da die DC-Kontrolle asfgrund cer Polaritét der
Verbindurg versagte. Die bisherigen Methoden der Reinigung Uber basischen
lonenaustauscher und duch Reversed Phase-Chromatographie zeigten keinen Erfolg bei
der Reinigung der Verbindurg 15. Durch sdulenchromatographische Reinigung mit

MeOH/NH; wurde das Produkt schlie3lich rein erhalten.

/ \ _Chbz / \
NH, HN  NH NH
NO; A
[N j NH/Z< i [HN NJ NH +NH
2
Cbz” \_/ __/
J H,, Pd/C, MeOH 4
14 .
2d,91% 15
BnO HO

Abb. 4.9: Darstellung des Cyclenderivates (15)

Die gleichen Schwierigkeiten ergaben sich auch fur Verbindurg 16, so dal3 her die
Reinigung Uber die Saulenchromatographie mit MeOH/NH3 as Laufmittel durchgeftihrt
wurde (Abb. 4.1Q. Die Verbindurg wurde vor der Hydrierung nicht guanidiert und wurde
deshalb als Vergleichsaubstanz zur guanidierten Form herangezogen. Die Aufarbeitung und

Reinigung erfolgte analog der Verbindutiy

R. A. Houghten, A. Beckman, J. M. Ostrektt, J. Peptide Protein Re$986 27, 653-658.
® K. Feichtinger, C. Zapf, H. L. Sings, M. GoodmanQrg. Chem1998 63, 3804-3805.
"M. S. Bernatowicz, Y. Wu, G. R. MatseuedaQrg. Chem1992 57, 2497-2502.
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Chz_ /  \ _Cbhz /\
N N] HN  NH
[ NH, [ J NH
NN HN N ?
cbz’ \__/ __/
H,, Pd/C, MeOH
o} -y o}
13 2d, 91 % "
BnO HO

Abb. 4.10: Darstellung des Cyclenderivates (16)

4.2.8 Darstellung des Tyrosinderivats (20) mit einer um eing-Alanin-Einheit

kettenverlangerten Guanidiniumgruppe

Inwiefern sich bei der Hydrolyse die Nahe der Guanidiniumgruppe auf die Cycleneinheit
auswirkt, kann erst durch de anschlieffenden Tests gezeigt werden. Diese Verbindurgen
geben der Guanidiniumgruppe durch die Einfihrung einer Seitenkette mehr Beweglichkeit.
Ausgehend von a@m Cyclenderivat 13 wurde das Boc-geschitzte 5 -Alanin duch
einfache Peptidkupdung eingeftihrt. Das prim. Amin 13 schien sterisch weniger gehindert
zu sein als das Cyclenderivat 2, da hier bereits die Verwendurg von DMAP und DCC zu
einer erfolgreichen Kuppdung fuhrte (74 % Ausbeute). Durch Optimierungsmethoden wie
z.B. der Verwendurg von HOBT oder eines Pentafluorphendaktivesters, konrten de
Ausbeuten gesteigert werden. Auf eine Optimierung der Gesamtausbeute wurde hier

allerdings aus Zeitgrinden verzichtet.
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Cbz, / \ _Cbz
N N
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[ j NH, HO -
N N OBn 5
cbhz’ \__/ DCC, DMAP
O 0°C-RT,
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Y
Cbhz / \ _Cbz
H,SO,, Dioxan N N NHBoc
2-6 h [ ]
100 % N N NH Q
coz \__/ V. 0
Cbhz / \ _Cbz @
N N NH,
[ j 17
N N NH
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Cbz’ \__/ o) BrO
18 O
NH,
BnO Cbz. /= \ _cbz HN—X+NO;
N NH
DMF, N’ \( NO3 chz’ \__/ o)
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2 o)
- 19
24 h, 53 %
BnO

Abb. 4.11: Darstellung des Tyrosinderivates (19) Uber eine weitere Peptidkupplung

Die Syntheseschritte sind analog denen der anderen Cyclenderivate (vgl. Abb. 4.8. Der
schnelle und gute Zugang zu der Verbindurg 19 lieferte genug Produk, so dal3 duch de

einmalige Synthese auf eine weitere Optimierung verzichtet wurde.
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Die schlethte Ausbeute bel der Guanidierung war auf die nicht vollsténdige Reaktion
zurickzufiihren. Das Redktionsende war Uber die Dunrschichtkontrolle aufgrund der
Polaritét und des hohen basischen Anteils der Reagenzien schwer zu kortrolli eren. Bei
kleineren Ansédtzen kam es aufgrund schledhter Loslichkeit zu Verdlinnuryseff ekten mit
dem Resultat, dal3 sich de Reaktionszeit verlangerte (vgl. mit folgenden Guanidierungen,
Kapitel 4).

Die geringe Ausbeute der letzten Stufe war auf grofe Verluste bel der aufwendigen

saulenchromatographischen Reinigung zurtckzufuhren.

NH, NH
_ 2
Cbz\ / \ _Chz PN+ N03 +

j NH NH
NH~<_/ H2, Pd/C, MeOH J
HN

\_/
2d,28% \—/
20 O

Abb. 4.12: Darstellung des Cyclenderivates (20)

Die gleichen Schwierigkeiten wie bei der voll standigen Entschiitzung des Cyclenderivates
14 zeigten sich auch hier. Somit erfolgte gleich nach der Reinigung Uber den basischen
lonenaustauscher und dr Reversed Phase-Chromatographie die sdulenchromatogra-
phische Reinigung mit MeOH/NH3;, damit das Produk schliefdlich rein generiert werden

konnte.

Als nadstes wurde die Synthese des Tyrosinderivates 24 angestrebt, bei der die
Ausgangsverbindurg 41 schon mit einer Seitenkette ausgestattet war. Die Synthese der
Verbindurg 41 wird erst spéter beschrieben. Gemald Kapitel 4.4.2 wird sie nach der
Guanidierung as Analogon fir die Aminosaure Arginin eingesetzt, wobei sie um eine

Methylengruppe verkurzt ist. In diesem Kapitel dient sie lediglich als Spacer.
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Wenn de Hydroxyfunktion des Tyrosins irgendeine hydrolysesteigernde Wirkung zeigt,
wirde sie vorausschtlich desen Effekt durch de Kettenverlangerung verlieren. Dieser
Einflud &’ sich am schnellsten mit der RNA-Modellsubstanz HPNPP nadweisen
(Kapitel 5). Zunadst erfolgt die Synthese der Verbindurg 24 nadch dem schon vagestellten

Schema.

4.2.9 Darstellung des Tyrosinderivats (24) mit kettenverlangerter Tyrosineinheit

Die Kupdung des freien Amins 41 (Darstellung siehe Kapitel 4.4.2 mit der Tyrosineinheit
8 konrte unter den einfachen Bedingungen (DCC, DMAP) durchgefihrt werden. Das
Amin war gut zuganglich und kenctigte deshalb fir eine Kupdung mit guten Ausbeuten
keine weitere Aktivierung. Die dennach duchgefihrte Variante unter Verwendurg des
Aktivesters 10 und HOBT zeigte wiederum sehr gute Ausbeuten innerhalb weniger

Stunden, was erheblich zur Optimierung der Reaktion flhrte.
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/ \ CbZ NH2

O  NHBoc
[ j PFPOWQ— OBn

10

41 DCM, HOBT
1h,94%

bz. /  \ _Chz v

C
N N
— o) o)
H,SO0,, [ ] 21

, N N\)L NHBoc
Dioxan cbz’ \_/ NH™>""NH
2.6h,
100 %

BnO

e

N N\)L A~ NH,
chz \__/ NH NH

Chz_ N/ \ _Cbz

22

BnO

Abb. 4.13: Darstellung des Cyclenderivates (22)

Die ubliche Entschitzung der Boc-Gruppe mit konzentrierter H,SO, lieferte quantitative
Ausbeuten undauch de Guanidierung verlief unter den gewohrten Bedingungen mit 90 %
Ausbeute (Abb. 4.14).
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Cbhz / N\ _Cbz
N N
[ j o) o)
N N\)L NH, DIEA,
ch’ \__/ NH™ >""NH DMF
22 24 h, 90 %
HoN _+  NH»
BnO Twos

M

H,, Pd/C, MeOH BnO
2d, 56 %

HO

Abb. 4.14: Darstellung des Cyclenderivates (24)

Wie bei den vorherigen Verbindurgen verlief die Hydrierung in mittelm&diger Ausbeute,
was viele Ursachen haben kann. Die Dunnschichtkontroll e versagte aufgrund der Polaritat
hier total, so dal3 mach dem basischen lonenaustauscher und der Reversed Phase-
Chromatographie noch de sdaulenchromatographische Aufreinigung (MeOH/NH3)
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durchgefuihrt wurde. Durch die diversen Reinigungsschritte konnte die Ausbeute in der

letzten Stufe nicht Gber 56 % gesteigert werden.

4.2.10 Darstellung des Tyrosinderivates (28) mit kettenverlangerter Guanidinium-
gruppe

Zur Vervollstéandigung der geplanten Auswahl von Tyrosinderivaten gemald Abb. 4.4
wurde schliel3lich die Synthese des CyclenderivZBesgegangen.

Ausgehend van Tyrosinderivat 22, dem freien Amin, wurde unter einfachsten
Kuppungsmethoden (DCC, DMAP) eine Peptidkupdung mit dem Boc-geschiitzten 3-
Alanin 5 mit sehr guten Ausbeuten durchgefiihrt. Die Darstellung des Tyrosinde&gates

in Abb. 4.16 erfolgte innerhalb eines Tages mit 99 % Ausbeute.

Cbhz, / \ _Cbz

N N

[ ] o) o) DCM, DCC
N N\)L NH DMAP
/ /\/\ 2
cbz’ \__/ NH NH 0°C-RT, 1d
0,
- ) 99 %
BrO HOH NHBoc
5
Cbz_ N/ \N _Chz BocHN

BnO

Abb. 4.15: Peptidkupplung zum Tyrosinvorlaufer (25)

Wie zuvor, wurde Verbindurg 27 in zwei Schritten tber eine quantitative Entschitzung

und einer anschlieBenden Guanidierung mi¥bA&usbeute aus Verbindu@p generiert.
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H,SO,, Dioxan
25 2h,
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e

O
I
N \(f no; CPZ
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Cbhz, / \ _Cbz HN
N N
O
N

N \)L NH
cbz’ \__/ NH  >""NH
27

Chz._ N/ \N Chz H2N

BnO

Abb. 4.16: Darstellung deCyclenderivates (27)

Reaktionszeit und Ausbeute der Guanidierung deuten auf hohe Verdinnungseffekte hin.
Bel kleinen Ansdtzen wurde aufgrund der geringen Lésungsmittelmenge der DM F-Anteil
erhoht. Diese Verdlinnury schlégt sich auf die Reéktionszeit nieder, da die Re&ktion auf
eine bestimmte Konzentration des Guanidierungsreagenz  3.5-Dimethylpyrazol-1-
formamidiniumnitrat angewiesen ist. Unter der tblichen Entschitzungsmethode wurde

schlie3lich die gewlinschte Verbindu2gerhalten.
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Cbz" \— NH NH Hy, Pd/C, MeOH
27
RT, 2d, 53 %
BnO Y
HaN_ _ NH;
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Abb. 4.17: Darstellung des Cyclenderivates (28)

Welche der funf verschiedenen Tyrosinderivate 15, 16, 20, 24 und 28 des nunmehr
kompletten Sets die dfektivste synthetische Riboniclease ist, wird im Theoretischen Tell
anhand knetischer Studien hinsichtlich der hydrolytischen Aktivitdt an der RNA-
Moddlverbindurg HPNPP gezeigt. Ebenso werden de Spaltungsfahigkeiten der
Verbindurgen drekt an der TAR-RNA im Elektrophaese-Kapitel 6 Gberprift.
Abschliel3end folgt eine Diskussion Uber die Wirkung dieser synthetisierten Verbindungen.
Zunachst soll aber noch einmal auf die Synthese von Serin- und Glycinderivaten

eingegangen werden.
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4.3 Synthese der Serin- und Glycinderivate

Die anfangs erlauterte Idee Serin- und Tyrosin-Cyclenderivate zu synthetisieren, wurde
bisher nur fir den Fall des Tyrosins verwirklicht. Erste Vorversuche mit der Aminosaure
Serin scheiterten jedesma beim Schritt der totalen Entschitzung. Nicht nur die Synthese
der angestrebten Serinderivate sollte auf der Grundage der mit den Tyrosinderivaten
gesammelten prdparativen Erfahrungen nach einmal angegangen werden. Auch eine
Ausweitung auf analoge Glycinderivate schien jetzt wiinschenswert.

Die Einfuhrung der Glycinderivate afordert hier eine kurze Vorwegnahme énes
Spaltergebnisses aus dem Kapitel 6. Die Tyrosinderivate 15 und 16 mit der kirzesten
Seitenkette zeigten eine pyrimidinspezifische Spalteigenschaft an verschiedenen RNA's,
die insbesondere das Nucleotid Uradl betrifft. Es gellt sich ratirlich de Frage, warum
gerade diese beiden Verbindurgen so selektiv schneiden undwovon de Spaltung abhéngig
ist. Durch de Einfihrung des Glycins an das Cyclengertist wird eine Verbindurg generiert,
die wie das Cyclenderivat 15 den gleichen Abstand der Guanidiniumgruppe vom
Cyclengerust besitzt, jedoch keine Hydroxyfunktion aufweisen kann. Ein Ausbleiben der
Spatung im Fale der Glycinverbindurg spricht fur eine dfiziente Wirkung der
Hydroxyfunktion. Auch das Serinderivat, das bis auf die Anwesenheit des aromatischen
Ringes identisch mit Verbindurg 15 ist, kann entscheidend zur Aufklarung der eff ektiven
Spalteigenschaften der Verbindurgen 15 und 16 beitragen. Das Ausbleiben der Spaltung
wirde die Bestétigung fur die Effizienz des Phendsystems liefern. Eine aiftretende
Spaltung wirde wiederum auf die Wichtigkeit der Hydroxyfunktion schlief3en. Im

folgenden wird kurz auf die Synthese der beiden Verbindungen eingegangen.

4.3.1 Darstellung der Serinverbindung (31) und Glycinverbindung (34)

Die Darstellung der Derivate 31 und 34 erfolgte analog der Synthese des Tyrosinderivates
14. Im Falle des Glycins konrten de Ausbeuten nicht optimiert werden, so dald sich her

eine deutliche Schwankung zu den Serin- und Tyrosinderivaten bemerkbar gemacht hat.
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Abb. 4.18: Darstellung der Serin- und Glycinderivate (31) und (34)
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4.3.2 Darstellung des Glycinendproduktes (35)

Die den Tyrosinderivaten analoge Aufarbeitung der letzten Stufe, die totale Entschiitzung,
verlief nicht ohne Schwierigkeiten. Eine MALDI-TOF Bestimmung der Mass zeigte in
beiden Falen neben dem Zielmolekil immer Zerfall sprodukt an. Im Fall des Serinderivates
konne nur die Mase des Cylens detektiert werden, so da3 de agentlich starke
Peptidbindurg hydrolysiert worden sein muf3. Im Fall des Glycinderivates konrte zwar die
Verbindurg 35 als Hauptprodukt isoli ert werden, jedoch lagen neben desem Spaltprodulkte
vor. Eine eneute Aufreinigung Uber den basischen lonenaustauscher und einen Milli pore-
Filter lieferte nach der MALDI-TOF-Untersuchurg die Erklarung fir den Zerfal der
Produkte. Das Glycinderivat lag nach der zweiten Reinigung voll sténdig hydrolysiert vor,
so dal3 auch hier wieder nur Cyclen nachgewiesen wurde. Somit wurde die Vermutung
bestétigt, dal3 de Peptidbindurgen duch den zu alkalischen lonenaustauscher leicht

hydrolysiert werden.

Cbz, /  \ _Chbhz / N\
N HN NH

N
[ NH2 W, PdiC, MeOH [ NH2
N -l Nos T —— e

o N\_/ >/ NH, y Hl\{_/N >// NH,

7/
o bas. |onenaustauscher 2 o

Abb. 4.19: Darstellung des Glycinderivates (35)

Auch bei der nadhfolgend geschil derten totalen Entschitzung des Serinderivates 37 warf

die Verwendung des basischen lonenaustauschers Probleme auf.

4.3.3 Darstellung des Serinderivates (37)

Die gleiche Syntheseroute wie die zum Tyrosinderivat 24 wurde mit der Aminaoséure Serin
durchgefuhrt. Die Ausbeuten lagen bei gleichen Bedingungen etwas unter denen der
Tyrosinderivate (Kupdung 91 %, Boc-Abspaltung 100 % und anschli ef3ende Guanidierung
85 %).
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Abb. 4.20: Darstellung desSerinderivates (37)

Als hwierig erwies sch wieder die vollstdndige Entschittzung, da kein reines Produkt
erhalten werden konrte. Das MALDI-TOF bestétigte wieder den Zerfall der Verbindurgin
das Edukt 41. Neben den Zerfalsproduken lag auch nach de Cbz-entschitzte, aber
benzylierte Verbindurg vor. Ein weiterer Versuch, de Verbindurg hydrogenalytisch
umzusetzen, scheiterte aneut. Die dargestellten Serin- und Glycinverbindurgen zeigten
nach dem Gebrauch des basischen lonenaustauschers wie der Durchfihrung der
alkalischen saulenchromatographischen Reinigung mit MeOH/NH;3; eindeutig einen
hydrolytischen Zerfall der Produkte an. Warum jedoch urter den gewdahlten Bedingungen
die Tyrosinderivate stabil ere Peptidbindurgen a's die Serin- und Glycinderivate vorweisen
konrten, Heibt ungekl&rt. Durch de noch offenstehende Beweisfihrung der Uraal-
Spezifitdt der Verbindurgen 15 und16 an verschiedenen RNA's, wurden de Synthesen der
Serin- und Glycinderivate estmal eingestellt und somit auch der Versuch der
anschlieenden Reinigung durch RPHPLC.
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4.4 Darstellung der Verbindung (43) als direkter Vorlaufer fir das Neunmer-Peptid-
Cyclen-Konjugat |

In Kapitel 4.2.9 wurde bereits die Verwendurg der Verbindurg 41 im Rahmen von
Peptidkupdungen beschrieben. Diese Verbindurg dient auch als direkter Vorlaufer fur die
nun keebsichtigte Darstellung der Cyclenverbindurg 43 mit Arginin-ahnlicher Seitenkette.
Der Vollstandigkeit haber se an deser Stelle der bereits im Arbeitskreis etablierte
Syntheseweg z41 mit aufgefihrt®

Chz_ / \ _Cbhz O
N N Br\)L /\/\
j NH NHBoc
N NH *
LiOH, MeCN
cbz’ \__/
) reflux
5d, 94 %
N N NH H,SO,, N NP NHBoc

EM;E%%E 15

Chz’ \_/
NH-
NH,
NO3
L ot A 1
\N DlEA, CbZHN

/ DMF

24 h, 100 % H

Abb 4.21 Darstellung des Cyclenderivates (42) ausgehend von dem dreifach-geschiitztem
Cyclen (2)

Zuerst erfolgte die Einfihrung der Seitenkette 39 durch einfache Substitution an das Cbz-
geschitzte Cyclen 2 mit 94 %-iger Ausbeute. Die folgende quantitative Entschitzung mit
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konz. Schwefelsaure lieferte das freie Amin 41, das mit 3.5-Dimethylpyrazol-1-
formamidiniumnitrat in 100 % Ausbeute zur Guanidiniumgruppe reagierte. Nadh der
Guanidierung wurden de Cbz-Gruppen duch Hydrierung in 94 % Ausbeute entfernt. Das
entschitzte Cyclenderivat 43 wurde durch einen basischen lonenaustauscher und duch

Reversed Phase-Chromatographie gereinigt.

— i —
NO3 .
~Cbz N HN)LNHZ
HN  NH
H2, P/C, MeOH

0
HN N

24h, 94 % \)L

’ N NH
43

Abb. 4.22: Darstellung Cyclenderivates (43)

Die Syntheseroute lieferte mit einer Gesamtausbeute von 88 % Uber vier Stufen einen
einffachen Zugang zu der Verbindurg 43, Wichtig fur die Hydrolyse und
Spaltungsexperimente ist die Reinheit der Verbindurg. Desweiteren ist sie sehr
hygroskopisch und sollte deshalb entweder in de HCI-Salzform umgesetzt werden ocer

vor jedem weiteren Einsatz an der Vakuumpumpe getrocknet werden.

Die nummehr vorliegende Verbindurg 43 soll als 1:1 Zn(ll)-Cyclen-Komplex auf ihre
Hydrolysefahigkeit getestet werden (Kapitel 5). Die hydrolytische Wirkung von 43 bzw.
die Auswirkungen der Guanidiniumgruppe werden anschli ef3end mit der nicht guanidierten

VerbindungAL *® verglichen und diskutiert.
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4.5 Teil 1l, synthetische Ribonucleasen mit spezieller Erkennungseinheit;

Darstellung des Cyclen-Peptid-Konjugats (I) und seiner Derivate

4.5.1 Festphasenpeptidsynthese und Kupplung mit dem Cyclenvorlaufer (45)

Wie @ngangs shon erwahnt wurde, benctigt die synthetische Ribonuwclesse ene
Erkennurgseinheit (Tat-Peptid), wenn sie spezifisch an einem Ort (TAR-RNA)
hydrolytisch aktiv werden soll.

Die hohe Vermehrungsrate des HI-Virus beruht auf dem guten Zusammenspiel von Tat und
TAR. Das Ziel ist daher, diesen Effekt effizient zu unterbinden.

Als Erkennurgseinheit dient die Arginin-reiche Sequenz des Tat-Proteins, die fur die
effektive Tat-TAR-Bindung zustandig ist.

MtrHN MtrH NH MtrHN NH MtrHN NH
NHBoc

S Né

Ly A

NHBoc )\
N

NHM tr HN NHMtr

Abb. 4.23 Das geschiitzte neunmer Peptid [NHArg(Mtr)-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Arg(Mtr)-
Arg(Mtr)-Gln-Arg(Mtr)-Arg(Mtr)-Arg(Mtr)] an der Festphase. Die fur die dfektive
Bindung zur TAR-RNA beteiligten Arginine sind dick gezeichnet

Neben der Erkennurgseinheit soll die hydrolytische Cyclen-Einheit fir die dfektive
Spaltung an der TAR-RNA sorgen. Es war daher geplant, in einer Festphasenpeptid-
synthese das neunmer-Peptid an das Cyclen zu koppeln. Hierzu mufde zunadst eine

Saurefunktion etabliert werden.
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4.5.2 Vorstufe fur die Peptidkupplung

Die fur die Peptidkupdung an das Cyclenderivat 3 bendtigte Saurefunktion wurde durch
eine anfadhe Substitution mit Bromesggsauremethylester eingefthrt. Anschlief3end fand

mit sehr guten Ausbeuten die Verseifung des Esters statt.

Boc_ / \ _Boc Boc_ / \ _Boc
™ N BrCH,CO,CHs N NT

() O s

N NH 24h, 91 % N N\/M
Boc” \__/ Boc” \__/ OCHj
3 44

Boc_  / \ _Boc LiOH
NN MeOH/H,0
[ ] O 24 h, 94 %
N N\/\k
Boc” \__/ OH

Abb. 4.24: Darstellung des Cyclenderivates (45) mit etablierter S&urefunktion

4.5.3 Festphasenpeptidsynthese und Kupplung der hydrolytischen Einheit

Die Peptidfestphasensynthese wurde nadch der Standard Peptidfestphasensynthese (Fmoc)
durchgefuhrt.

Ausgehend van Wang-Resin, an das bereits die aste Aminasaure (Arginin) gekuppelt war,
wurde mit einer Ansatzgrof®e von 0.2 mmol begonren. Die Synthese wurde in einem
Scheidetrichter mit eingebauter Glasfritte durchgefihrt, wobei die flissgen Phasen
jedesma aus dem Reektionsgefad mit einer Wasserstrahlpumpe dgesaugt werden
konrten. Zu Beginn wurde die Fmoc-geschitzte a-Aminofunktion der terminalen
Aminosdure mit 50 % (v/v) Piperidin/DMF entschiitzt und mit der nachsten auch an der
Amincofunktion Fmoc-geschitzten Aminosaure gekuppelt. Diese Aminosaure wurde jedoch
als Aktivester (Pentafluorphenyl- bzw. 1-Hydroxybenzotriazol-Ester) in 2.5fachem
Uberschuf eingesetzt. Der 1-Hydroxybenzotriazol-Ester wurde bereits vor der Kuppdung
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unter Verwendurg des Kuppungsreagenzes N, N’-Diisopropylcarbodimid gebildet. Die
Vollstandigkeit jeder Kupplung wurde mit dem Kaiser (Ninhydrin)-Test tiberftiift.

Zwischendurch wurde das Resin immer wieder mit DMF und Methand gewaschen. Die
Cycleneinheit 45 wurde unter den gleichen Bedingungen als HOBT-Ester mit 2.5fachem
UberschuReingefiihrt. Die Abspaltung des Resins und cer Schutzgruppen erfolgte in einem
Schritt, wobel das Peptid Uker 6 Stunden in TFA, Thioanisol und 1.2Ethandithiol gertihrt

wurde.

(Fmoc)Arg(Mtr)-Resin

\ \ \ Festphasenpeptidwnth%e]

MrEN G NHBoc MTHN v MYHN v
Boc._ / \ _Boc
EN Nj Ji { Ji Ji Ji
N N NH ~ Resin
45 NH2
NHBm HN NHMtr NHM[T
DMF, DCM
DIC, HOBT Kupplung
TFA -
Thioanisol ‘ Entschiitzung !
1.2-Ethandithiol
/N
HN NH
HN j H

\_/ 7 NHArgLysLySArgArgGInArgArgArg
|

Abb. 4.25 Darstellung des Neunmer-Peptides (1) Uber Festphasenpeptidsynthese und

anschlieRender Kupplung mit dem Cyclenderivat (45)

"8 E. Kaiser, R. L. Colescott, C. D. Bossinger, P. |. Cdalal. Biochem197Q 34, 595
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Als Aufarbeitung wurde das Rohpeptid anschlief3end in Wasser gelost, Uber Reversed
Phase-Chromatographie gereinigt und schlie@lich gefriertrocknet. Durch MALDI-TOF
konnte gezeigt werden, dal3 bei der Synthese keine Fehlsequenzen entstanden waren. Der
Ablauf der Festphasenpeptidsynthese ist in Abb. 4.25 wiedergegeben.

Als Beweis fur die Spezifitdt der neun basischen Aminosauren als Erkennurgssequenz,
sowie die Abhangigkeit der Spaltung von der hydrolytischen Einheit, wurden neben dem
Neunmer-Peptid-Cyclen-Konjugat | das Sechsmer-Peptid-Cyclen-Konjugat 1l und jeweils

die cyclenfreien Peptide (neun- und sechsmer) synthetisiert.

Boc\ /— \ /Boc
N N

L U3

N N \
Bocw \__/ \/MOH HN  NH

. (o

.

@)
HN N\/\k
1. Festphasenpeptidsynthese / NHArgLysLysArgArgGInArgArgArg

2. Kupplung mit 45 Neunmer-Peptid-Cyclen-Konjugat |
: 7\
3. Entschiitzung ud NH
- 0
HN N\/M
_/ NHArgArgGInArgArgArg

Sechsmer-Peptid-Cyclen-Konjugat | |

ArgLysLysArgArgGInArgArgArg
Neunmer-Peptid |11

2. Entschiitzung
> ArgArgGInArgArgArg
Sechsmer-Peptid |V

Abb. 4.26 Darstellung des Sechsmer-Peptid-Cyclen-Konjugats (Il), des freien Neunmer-

Peptids (IIl), sowie des freien Sechsmer Peptids (IV) neben dem Neunmer Konjugat (1)

Alle Peptide wurden wie oben angegeben aufgereinigt und dann duch MALDI-TOF auf
ihre Reinheit Uberpruft.
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4.6 Darstellung des 1,4,7-Triazacyclononans

Mit Blick auf die heute vorliegenden Erkenntnise Uber Metalloenzyme liegt die
Vermutung nahe, dal3 den im Cyclen zentral komplexierten Metallkationen (vgl. z.B.
Kimuras Verbindurgen) eine eitscheidende Rolle bei der Spaltung der TAR-RNA
zukommt (vgl. Ergebnisse der Hydrolysen mit den RNA-Modellen im kinetischen Teil ).
Wie noch in Kapitel 6 gezeigt werden wird, ist dies jedoch nicht der Fal. Durch
Abwesenheit von Metallkationen erfolgt eine dfektive Spaltung an der TAR-RNA durch
das Peptid-Cyclen-Konjugat |. Viemehr kann nun spekuliert werden, da3 duch das
Vorhandensein einer Bis(anmonium)spezies’ im Cyclen bei pH 7 ein Bis-Kation
Medhanismus vorliegt, der die Spaltung der Phosphodester katalysiert. Zur Uberprifung
dieser Hypothese ist daher die Darstellung des 1,4, 7%Triazacyclonorans 50 sinnvdl. Diese
Einheit wird wie das Cyclen mit dem Bromessgsaureester umgesetzt, anschlief3end verseift
und an das Neunmer-Peptid gekuppelt. Im protonierten Fall besitzt das Nonan nu eine
paositive Ladung im Zentrum des Molekils, so da’ der fur die Cyclenderivate postulierte
katalytische Bis-Kationen-Medanismus nicht stattfinden kann. Die Spaltung wirde so
ausbleiben, womit eine Erklarung for den Medhanismus der katalytisch wirksamen

Bis(ammonium)spezies gefunden ware.

HN , NH

o
NH
S( NHArgLysLysArgArgGINArgArgArg

O

Abb. 4.27 Schliisslverbindung zur Uberpriifung der Hypothese énes Bis-Kationen-

Mechanismus bei Cyclenderivaten

K. C. Chang, E. Grunwald, L. R. RobinsdnAm. Chem. Sot977, 99, 3794-3796.
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4.6.1 Synthese des Tosyl-geschitzten Nonans (48) als Vorlaufer

Das Tosyl-geschiitzte Nonan 48 wurde (ber eine Richman-Atkins Cyclisierung®
dargestellt. Die Vorléaufer, das N, N, N”"-Tri(p-tosyl)diethylentriamin 46 und dsl,2-Di(p-
tosyl)ethan 47 wurden nach einer literaturbekannten Vorschrift® dargestellt und
anschliefend cyclisiert. Fur die Cyclisierung kann auch 1.2:Dibromethan oder 1.2-

Di(mesyl)ethaff anstatt des Vorlaufes? verwendet werden.

T0 oT / \
S NaH, DMF
47 TsN  NTs

+ _

NHTs NHTs 5h, 83 % & 4}
K/I?I\) -IFIS
Ts

48

46
H,SO, (konz.)

3d, 100 °C, 90 %

HN NH

& ) *3/2H,S0,,
NH

49

Abb. 4.28: Darstellung des 1,4,7-Triazacyclononan sulfats (49)

Zur vollstdndigen Entschitzung der Tosylgruppen muf¥e die Verbindurg bel mindestens
180 T mit konzentrierter H,SO, einige Minuten®® gekocht werden. Die Uberfiihrung aus
der Saz- in de reine Form erfolgte analog dem Cyclensulfat durch Kochen in KOH und

Isopropanol und anschlieRendem Abfiltrieren des Kaliumsulfates.

80T, J. Atkins, J.E. Richman, W. F. Oettf@rg. Synth1978 58, 86.
8. G. H. Searle, R. J. Geukyst. J. Cheml984 37, 959-970.

8 F_Chavez, A. D. Sherry, Org. Chem1989 54, 2990-2992.
8. Lazar,Syn. Comm1995 25, 3181-3185.
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/ \ 1. KOH, Isopropanol /—\
HN NH 100°C, 2 hp P HN NH
& *3/2H,50, 2. Toluol & )

R
NH 70-80 % NH
49

Boc(ON), Et3N
Ac,0O/H,0, RT> 60°C

84%
Boc / \ _Boc
N N
Br O &NH)
OCHS 51
K2>COj3, CH3CN
RT, 1d, 81%
0C._ N/ \N/BOC
< > LiOH, MeOH/HZO < >
N RT, 5h, 96%
52 k‘fo 53 k{
OCHgs OH

Abb. 4.29: Darstellung des Nonanderivates (53)

Nad dem Scheitern der zweifachen Boc-Schitzung des reinen Nonans mit Boc,O wurde

das 2-(tert.-butoxycarbonylocyimino)-2-phenylaceonitril (Boc-ON)®* erfolgreich einge-

setzt.

Durch enfache Substitution mit Bromessgsauremethylester und anschlief3ender

Verseifung des Esters wurde das Nonanderivat 53 generiert. Dieses diente, wie das in
Kapitel 4.5.1 lergestellte Cyclenderivat 45 as Vorlaufer zur Peptidkupdung. Die
Kupdung mit dem Neunmer-Peptid am Resin und de anschlief?ende Reinigung erfolgte

unter den gleichen Bedingungen wie beim Cyclen.

8 M. Itoh, D. Hagiwara, T. Kamiyd etrahedron Letterd975 49, 4393-4394.
Z. Kovacs, A. D. Sherryetrahedron Letteré995 36, 9269-9272.
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4.7 Darstellung des Dimers

Durch de hohe kinetische Stabilit & wurde immer mehr Aufmerksamkeit auf die Metall -
Azamakrocyclen gelenkt. Verschiedene Arbeitsgruppen® synthetisierten symmetrische und
unsymmetrische Cyclameinheiten, de durch einen Linker getrennt wurden. Einige dieser
Biscyclameinheiten stellten sich a's vielversprechende neue Anti-HIV Kandidaten heraus.
Die Dimere JM3100 (mit Phenylen-Bismethylen Linker)®® und JM2763 (mit Propyl-
Linker)®” zeigten schon hahpaente Anti-HIV Eigenschaften mit geringer Toxizitét, wobei
der Wirkmechanismus noch nicht geklart ist.

Diese Resultate legten eine schnelle, kurze Synthese aniger Dimere nahe, deren
hydrolytische Aktivitat mittels Elektrophorese an der TAR-RNA getestet werden sollte.
Erfolgreich war nur die Synthese des Dimers 55, dal? aus dem dreifach Boc-geschitzten

Cyclen3 und 1.3-Dibrompropan unter Ruckflul3 hergestellt wurde.

Boc,_ /~\  Boc Boc /_\ Boc  Boc /—\ Boc
N N Br._~_Br
L) — E ] E ]
/N NH Acetonitril / LiOH
Boc \_/3 3d, 80 °C, 17 % BOC \_/
H,SO,4 (Konz.)
1d, RT, 100%
HN NH HN NH
HN N N NH]
\ / \/\/ \ )

55

Abb. 4.30Q Darstellung des Dimers (55) Uber das Boc-geschiitzte Cyclen (3) und 1.3

Dibrompropan

8 a) I. Gardinier, A. Roignant, N. Oget, H. Bernard, J. J. Yaouane, H. Hamtielhedron Letterd996 37,
7711-7714,
b) G. Bridger, R. T. Skerlj, S. Padmanabhan, D. Thoido@®rg. Chem1996 61, 1519-1522;
c) J. Dessolin, G. Quelever, M. Camplo, J. L. Krdudrahedron Letter4998 39, 853-856.
% D. Guillaume, G. R. Marshal§ynthetic Communicatior99§ 28, 2903-2906.
87E. De Clercq, N. Yamamoto, R. Pauwels, M. Baba, D. Schols, H. Nakashima, J. Balzarini, Z. Debyser, B.
A. Murrer, D. Schwartz, D. Thorton, G. Bridger, S. Fricker, G. Henson, M. Abrams, D. Hicker,Natl.
Acad. Sci. U.S.A.992 89, 5286.
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Die Verbindurg wurde im zweiten und somit letzten Schritt mit konzentrierter
Schwefelsaure quantitativ entschiitzt. Die Reinigung erfolgte wieder Gber einen basischen
lonenaustauscher und durch Reversed Phase-Chromatographie.

Eine lange Re&ktionszeit fur die Kupdung der beiden Cycleneinheiten Uber den Space
schien sich eher negativ auf die Ausbeute aizuwirken, da gleichzeitig die Bildung eines
unpdareren Nebenproduktes mit der Zeit zunahm. Auf eine Optimierung der Synthese
wurde aus Zeitgrinden verzichtet, zumal die ehaltene Produkt-Menge ausreichend fir die
Elektrophaese-Versuche in Kapitel 6 war. Die Re&ktionssequenz ist in Abb. 4.30wieder-
gegeben.
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5. Kinetische Studien - Bestimmung von Protolyse- und Komplex-

stabilitatskonstanten durch potentiometrische Titration

Im Rahmen der durchgefiihrten paentiometrischen Titration (Saure/Base-Titration)
kénren neben den Protolysekonstanten (pKs) auch de Komplexstabilit dtskonstanten
(PKmL) bestimmt werden. Nur so konren Aussagen Uker die Stabilitét und cn
Wirkungsbereich (pH-Bereich) des Komplexes gemadt werden. Genauere Angaben zur

Durchfihrung der Hydrolysen werden im Experimentellen Teil (Kapitel 7) gemacht.

5.1 Bestimmung der Protolyse- und Komplexstabilitatskonstanten des Peptid-Cyclen-

Konjugat | Vorlaufers (43)

Bevor die hydrolytische Wirkung des Peptid-Cyclen-Konjugats | an der TAR-RNA des
HIV-1 getestet werden kann, muf3 das Cyclenderivat 43 als Modell substanz tiberzeugende
Ergebnisse liefern.

Im folgenden wird de Ermittlung der Protolysekonstanten und dr Komplexstabilit &ts-
konstante des Zink(ll)-Cyclen-Kompl exes beschrieben. Anschli e3end werden verschiedene

Zink-Cyclenderivate miteinander verglichen.

Abb. 5.1 Darstellung des Zink(ll)-Cyclen-Komlexes aus dem Cyclenderivat (43)

Durch eine Séure/Base-Titration im Bereich pH 2 his 11 wurden zunachst die pK-Werte
des Cyclenderivates 43, welches as entsprechendes Hydrochlorid eingesetzt wurde,
berechnet. Dazu wurde die Verbindurg 43 (0.002 M) zusammen mit Perchlorsaure (0.01
M) und Tetraghylammoniumperchlorat (0.09 M) gegen eine 0.1 N Tetraehylammonium-
hydroxidlosung titriert. Gemessen wurde bei einer lonenstdrke von 0.1 mit ener

kombinierten pH-Glaselektrode. Desweiteren wurde die angesetzte LOsung mit einer
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aguimolaren Menge an Zink(ll)-perchlorat versetzt und urer gleichen Bedingungen de
Komplexstabilit éskonstante bestimmt. Der Mef3bereich beschrénkte sich auf die
angegebenen Werte (pH 2-11), da die pH-Glaseektrode nur in desem abgestedkten
Bereich arbeiten konnte. Die Auswertung erfolgte durch das ComputerprogramnfBEST.
Eine typische Titrationskurve der Verbindurg 43 ist in Abbildung 5.2 dargestellt, wobei
die aste Kurve die Titration der reinen Verbindurg und de zweite Kurve die Titration cer
Verbindurg in Gegenwart von Zink(Il)-perchlorat wiedergibt. Der Bereich ab pH 4.7 ks
pH 7 in der zweiten Kurve kennzeichnet die Komplexbildung und de damit verbuncdene

Freisetzung von Hlonen.

124

104

ohreZn I mit Zn

o Py
-—*‘?

2,0 2,5 ' iO ' 55 ' éO ' 4,5 5,0
ml TEAOH (0.10314 M)

Abb. 5.2 Titration des Cyclenderivates (43) gegen eine 0.10314M Tetraethylammonium-

hydroxidlésung in Gegenwart von Zink(Il)-perchlorat und ohne

Aus der ersten Kurve wurden de pKsWerte der Verbindurg 43 bestimmt, die bei der
Berechnurg der Komplexstabilit étskonstante pKzn) aus der zweiten Kurve zugrunde

gelegt wurden.

8 A. E. Martell, R. J. Motekaitid)etermination and Use of Stability Constah®92 VCH Verlags-
gesellschaft mbH, Weinheim.
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5.1.1 Bestimmung der Konstanten tber das Computerprogramm Best

Der Bestimmung der pKsWerte liegen folgende Gleichgewichte zugrunde, denen de
verschiedenen Protolysekonstanten Ki-K, zugeordnet sind (ay” ist die Aktivitat der H'-

lonenkonzentration).
L+H" = HL K1 = [HL/[L]ay" (1)
HL + H" == H,L K, = [HoL]/[HL]aw" (2)
HoL + H = HslL K3 = [HsL]/[H 2L]aH+ 3)
Hal + HY == H,L K4 = [HsL]/[H 2L]ay" (4)
L+2zn' = znL K(ZnL) = [ZnL)/[L][Zn"]  (5)
ZnL == ZnH 4L + H' Ka=[ZnH.llay'/[ZnL]  (6)

Einen Uberblick iber die vom Computerprogramm BEST beredhneten Protolysekonstanten
verschiedener Cyclenderivate und Komplexstabilit &skonstanten verschafft die Tabelle in
Abb. 5.3.Die Cyclenverbindurgen urterscheiden sich lediglich in ihrer Seitenkette, wobel
das Cyclenderivat 43 im Gegensatz zur Verbindurg AL guanidiert vorliegt und ncht als
freies Amin. Neben desen sind das Cyclen ohre Seitenkette sowie én enfades
Cyclenderivat von Kimura®® aufgefiihrt. Durch einen Vergleich der erhaltenen pKsWerte
kann eine Aussage Uber die Effektivitét der Seitenkette getroffen werden. Die log K-Werte
fur die Cyclenverbindurg 43 entsprechen denen der anderen Verbindurgen. Zwar ist die
Komplexstabilit é&skonstante von Zn(ll)L (GIn. 6 logK [Zn(Il)L] = 13.7§ kleiner als die
far Cyclen, liegt aber in der gleichen Gréfenordnurg wie Kimuras Verbindurg und das

Cyclenderiva®iL .%°
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NH3
HN, NH_  HN  NH N NH o NP2 gy nm ANTONH
2 \ ,q_'z“_;_ o [ z,\{'_'zm;_“ o /z,{vzm_}
HN  NH  CHN d N N\/[L HN N
NH NH
Cyden Kimura's Verbindung Cyclenderivat AL Cyclenderivat 43
Cyclen Kimuras Verbindung Cyclendelva€Cyclenderivad3
log K 11.04+ 0.05 10.72+ 0.05 10.95+ 0.2 10.7& 0.5
log K, 9.86+ 0.03 9.28+ 0.03 9.77+ 0.2 9.26: 0.5
log K3 <2 <2 8.16+ 0.2 <2
log K4 <2 <2 <2 <2
log Ks <2
log KznL 15.3£ 0.1 13.8+0.1 13.7£ 0.1 13.78& 0.5
pKa (25 °C) 7.86 7.86+ 0.02 9.6+0.2 6.9+ 0.5

Abb. 5.3 Auflistung der Protolysekonstanten und Komplexstabilitatskonstanten

verschiedener Cyclenderivate mit dem Metallkation Zn(ll)

Die pK+Werte der Verbindurg 43 lagen in dem erwarteten Bereich. Wie bei dem Cyclen
und Kimuras Verbindurg sind zwei Protonen im Ring aufgrund elektrostatischer
Wechselwirkung sehr acide (pkind pK; < 2)%°

Die Stabilit askonstante der Verbindurg 43 ist kleiner a's die des Cyclens und somit durch
die Moncsubstitution etwas weniger stabil. Diesen Effekt zeigt ein grofer Tell
monosubstituierter Cyclenverbindurgen, was durch einige weitere, von Kimura®

synthetisierte monosubstituierte Verbindungen, bestétigt wird.

8 Diese pH-Abhangigkeit kann bei der zweifachen Schiitzung, sowie der Acylierung als auch der Alkylierung
ausgenutzt werden.
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Eine graphische Auswertung der berechneten Werte durch das Programm BEST erfolgt
durch de sogenannte Speziesvertellungskurve. Das Diagramm gibt bei gegebenem pH-
Wert die Anwesenheit der verschiedenen Spezies anteilig an.

Die Verbindurg 43 besitzt fur die Zink-Ligandspezies ein Maximum bel pH 7, womit sie

unter physiologischen Bedingungen besonders interessant ist.

100

S0

80

70

60

40

30 p

20
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Abb. 5.4 Speziesverteilungskurve fiir Verbindung (43) mit Zn®. M ist in diesem Fall Zn*"; L
ist der Cyclenligand und MH L stellt die Metall-Hydroxid-Spezies dar

Im Hinblick auf eine in vivo Anwendurg ist die Stabilitét der monacsubstituierten
Komplexe &iferst wichtig. Welter spielt der pH-Wert fir den Einsatz unter
physiologischen Bedingungen eine zentrale Rolle. Mit einer Stabilit &tskonstante von logK
= 13.78ist der Zinkkomplex thermodynamisch redit stabil und stellt mit dem Maximum
bei pH 7 einen gut einsetzbaren Komplex dar, wobei die relativ hohe Toleranz fur Zink(Il)

als Spurenelement erwahnt werden sollte (Tagesbedarf des Menschen: 0.4-0.6 hg/Tag).

9'W. Forth, D. Henschler, W. Rummel, K. StarB&Wiss.-Verl 1992 (korr.Nachdruck 1993), 597.
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5.2 Umesterung der RNA-Modellverbindung HPNPP - der photometrische Schnelltest

Vor der Verwendurg der eigentlichen TAR-RNA wurden erste Spaltungsexperimente an
RNA-Modellverbindurgen in wéassigem Puffer durchgefuhrt. Ein Model stellt das
HPNPP (2-Hydroxypropyl-para-nitrophenylphasphat) dar, der Phosphodester von para-
Nitrophend und 1.2Propandiol. Das HPNPPwurde nad einer Vorschrift von Brown und
Usher®® durch regioselektive Offnung von Propylenoxid mit Ammonium-para-nitro-
phenylphosphat hergestellt.

Die HPNPR-Spaltung kann anhand der Bildung des gelben para-Nitrophendats leicht
phaometrisch (Amax = 400 m) verfolgt werden (Abb. 5.5. Die Bildung des cyclischen
Phosphates 183t sich 3'P-NMR-spektroskopisch nachweisen.>® Dieses wird in einer

intramolekularen Umesterung mit der 2-Hydroxygruppe gebildet.

o OH ]
0=p=0 Q
‘-‘
Q Puffer / ( +
— + O _ O + H
o o
NO,
NO,
HPNPP Nitrophenolat cyclisches Phosphat
Amak = 400 nm)

Abb. 5.5 Umesterung der RNA-Modellverbindung HPNPP. Ein schneller Test zur
Uberpriifung der hydrolytischen Aktivitat der synthetisierten Metallkomplexe

5.2.1 Bestimmung der Geschwindigkeitskonstanten

Die Geschwindigkeitskonstanten der HPNPRSpaltung wurden Gker die Absorption des
entstehenden para-Nitrophendlates bei 400 nrm gegen eine Referenzprobe emittelt undin
Abhangigkeit von der Zeit gemesen. Die Referenzprobe ist in Bezug auf Puffer

(Konzentration und pH-Wert), HPNPP-Konzentration und lonenstarke mit der MeR3ldsung
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identisch, enthélt aber keinen Metalkomplex. Die Messungen wurden bei 55 °C
durchgefuhrt. Je nach pH-Wert wurden a's Puffer TRIS oder HEPES verwendet, die in den
Bereichen pH 7-8.5 gute Pufferkapazitdten vorweisen konren (pKsWerte: 7.55 HEPES,
8.3 Tris).

5.2.2 Mathematischer Hintergrund

Fir die Auswertung wurde én Geschwindigkeitsgesetz jeweils zweiter Ordnurg®™
bezlglich der Konzentration des HPNPP bzw. des Metall-Cyclenkomplexes (MC)
angenommen. Die Umesterung des HPNPP mit dem Zink-Cyclenkomplex, aso de
Bildung des gelben Nitrophendlates (NP)*? folgt ebenfall s einem Geschwindigkeitsgesetz
zweiter Ordnung (Gl. 1):

(ENPT) / (dt) =k [HPNPR [MC] 1)
k, = Geschwindigkeitskonstante zweiter Ordnung[#4]

Fur die Auswertung wurde nur die Anfangsphase der Reektion bkerlicksichtigt, da HPNPP
im Vergleich zum cyclischen Phosphat im groRen Uberschu valag und somit eine
Produktinhibierung ausgeschlossen werden konrte. Zudem anderte sich am Anfang der
Re&tion de Konzentration des HPNPP praktisch nicht. Da der Metall -Cyclenkomplex im
groRen UberschuR valiegt, andert sich seine Konzentration wahrend cer Reaktion richt,
weshalb der Differentialquatient in Gleichung 1 als Differenzenqudient geschrieben

werden kann (Gl. 2).
A[NPT) / (At) =kz [HPNPR =0 [MC] 2
Somit liefert die Konzentration des Metall cyclenkomplexes eine Konstante, die mit der

Geschwindigkeitskonstanten k, zu k;, der Geschwindigkeitskonstanten pseudo-erster

Ordnung (Einheit '), zusammengefalit werden kann (Gl. 3).

%1 G. WedlerLehrbuch der Physikalischen Cherriie Aufl., Verlag Chemie, Weinheirt987, 153ff.
2 Im neutralen pH-Bereich liegt ein Gleichgewicht yaara-Nitrophenol uncbara-Nitrophenolat vor[NP]
steht fur die Summe der Konzentrationen beider Spezies.
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1%k [MC] (3)

Die Konzentration des entstehenden para-Nitrophenolates kann Uker das Lambert-

Beersche Gesetz aus der Absorption A der Losung berechnet werden (Gl. 4).

NPT =A/ () (4)
A: Absorption
€ :  scheinbarer molarer dekadischer Absorptionskoeffizient [I'romi”]

| : durchstrahlte Schichtdicke [cm]

Die Verhdltnise von (gelbem) para-Nitrophenolat und (farblosem) para-Nitrophenal
variieren je nach pH-Wert. Fur die Berechnurg der Geschwindigkeitskonstante war jedoch
die Kenntnis der Gesamtkonzentration ndwendig. Ausgehend von desem Resultat wurde
ein scheinbarer Absorptionskoeffizient & bestimmt, der das Verhadltnis der
Konzentrationen von para-Nitrophenolat und para-Nitrophend berilicksichtigte. Dazu
wurde die Absorption einer Losung mit einer bekannten Gesamtkonzentration an para-
Nitrophenadl(at) bei verschiedenen pH-Werten urter den Mef3bedingungen (55 °C, 100
mM, HEPES, | = 0.5) gemessen, womit sich folgende sigmoidale pH-Abhéngigkeit fir &

mit den Konstanten a bis d ergit.

. a-b
£ = M+b (5)
l+e d

a=33241
b=17921
Cc=17.1427
d = 0.42662

Anhand der gemessenen Absorption konrie nun de Gesamtkonzentration an para-

Nitrophenol(at) berechnet werden.

% T. Oost,Dissertation Institut fiir Organische Chemie, Universitat Hanno%687
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Die Mel3urgen erfolgten Uber einen Zeitraum von ca 90 Minuten, wobel die Absorption
der Mef3- gegen de der Referenzlosung ermittelt wurde. Die lineae Regresson zur
Bestimmung der Anfangsgeschwindigkeit wurde nach der Methode der kleinsten
Fehlerquadrate durchgefuhrt.

Zunadchst wurde aus dem Geschwindigkeitsgesetz einer Regtion pseudo-erster Ordnurgy
(Gl. 6) erhalten.

(d[HPNPR) / (ct) = ks [HPNPR (6)
und nach Integration unter Beriicksichtigung der Anfangsbedingungen (Gl. 7)

In[HPNPR =- Kk t +In[HPNPR:=0 (7)
Das Auftragen vonln [HPNPH gegen de Zeit t lieferte @ne Gerade mit der Steigung - K.
Die HPNPPRKonzentration zu einem gegebenen Zeitpunkt t |&3t sich aus der para-
Nitrophenol-Konzentration berechnen (Glin. 8).

[HPNPR =[HPNPR=0-[NP] (8)

Die Konzentration depara-Nitrophenols erhalt man aus Gleichung 4.

5.2.3 Ergebnisse der Umesterung von HPNPP durch den Zn(Il)-Cyclen-Komplex

NH,
@
BN VAN HN)LNHZ

N

Die Hydrolyseagebniss (Abb. 5.9 des Cyclen-Komplexes boten zunadst keine enfache
Interpretationsmoglichkeit an. Die gute hydrolytische Aktivitdt bei pH 7 zeichnete die
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Verbindurg 43 aus, was se aus physiologischer Sicht interessant madt. Nicht eindeutig
sind aber die Bereiche um diesen pH-Wert herum.
Die angestellten pH-Werte in der Mef3- und Referenzlésung und de daraus resulti erenden

Geschwindigkeitskonstanten sind der Tabelle in Abb. 5.6 zu entnehmen.

pH ki [s™]

6.53 1.0°10°
6.7 5.0°10°
6.75 4.0°10°
6.86 3.0'10°
6.94 5.0'10°
7.04 8.0'10°
7.15 5.0'10°
7.4 3.0'10°
7.8 2.0°10°
8.2 0.8'10°

Abb 5.6; Tabelle Giber die Geschwindigkeitskonstanten der Hydrolyse bei verschiedenen pH-

Werten

Die HPNPPR-Spaltungen wurden fur jeden pH-Wert dreima durchgefuhrt, damit keine
Artefakte entstehen, womit gleichzeitig die Werte zwischen pH 6.5- 7.0 kestétigt und richt
als Ausreil3er gewertet wurden.

Wieso gerade Verbindurg 43 einen solchen Hydrolyseverlauf mit Maximum bei pH 7 und
fallender hydrolytischer Aktivitdt zu den pH-Werten 6.5 und 8.Zeigt, kann zum jetzigen
Zeitpunk noch nicht geklart werden. Genauso wenig konren de hydrolytischen
Schwankungen in dem pH-Bereich 6.7-6.94 gedeutet werden.

Zur Verdeutlichung der Hydrolyseergebnisse wurden de Werte aus der Tabellein Abb. 5.6

noch einmal in ein pH-Diagramm eingetragen (Abb. 5.7).
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Abb. 5.7 Darstellung des Hydrolyseverlaufs des Zn(ll )-Cyclen-K omplexes mit HPNPP bei
verschiedenen pH-Werten

5.3 Ergebnisse und Diskussion

Fur eine Klarung des Hydrolyseverlaufes werden zunachst die Ergebnisse der Umesterung
und cer Titration mit den Ergebnisen der Verbindurg AL, dem freien Amin, verglichen
und dskutiert. Danadh soll geklat werden, inwiefern de Einfuhrung ener
Guanidiniumgruppe sich pasitiv auf die hydrolytische Aktivitét auswirkt und wie dfektiv
Verbindung43 wirklich ist.

Das freie Amin zeigte kaum hydrolytische Aktivitét in dem Bereich pH 6-8. Erst ab pH 8.3
stieg die Geschwindigkeitskonstante stark an. Dieser Effekt &3t sich leicht erkl&ren, wenn
man de Speziesverteilungskurve dieser Verbindurg mit einbezient. Dem Kurvenverlauf
kann das Vorliegen einer charakteristischen Spezies zugeordnet werden. Konzentriert man
sich auf den Bereich um pH 8, so befindet man sich im Existenzbereich des Zink-Cyclen-
Komplexes, aber auch zu Beginn der Metall-Hydroxid-Spezies, die mit steigendem pH-
Wert wadst. Diese Metall-Hydroxid-Spezies wirkt als Base. Sie stellt sogar eine
effektivere Base dar als das freie Amin der Seitenkette (Abb. 5.§. Im pH-Bereich der
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auftretenden ZnL-Spezies findet keine nennenswerte Beschleunigung der Hydrolyse statt.
Erst bei der Bildung der Metall-Hydroxid-Spezies (ab pH 8), wo duch Koordination des
Metall s an das Phosphatanion das Hydroxid in de Nahe der 2'- OH-Gruppe gebradit wird,
deprotoniert die interne Hydroxygruppe die Hydroxygruppe des HPNPP. Diese dtadiert
nucleophl das Phospharatom im Phosphat, wobei das Nitrophendat als gute Fluchtgruppe
den Molekulverband verlaft.

Der erwahnte intramolekulare Schritt der Deprotonierung erfolgt dann schneller als durch
die Deprotonierung einer externen Base oder basischen Gruppe, die sich nicht in

unmittelbarer Nahe des Phosphorsaurediesters befindet.

NO-, NO,
OH™dsBase -NH, adsBase

Abb. 5.8: (a) Intramolekulare OH-Gruppe als Base; (b) freies Amin als Base

Der beschriebene Mechanismus dedckt sich mit dem bereits von Satu Kuusela et al.** zur
Metalli onen-katalysierten Spaltung von RNA vorgeschlagenen. Unterhalb von pH 8 wird
zur Deprotonierung der Hydroxygruppe des HPNPP ein externes Nucleophl wie z.B.
Wassr oder Puffer notwendig. Dieses zeichnet sich duch de kleineren
Geschwindigkeitskonstanten aus.

Der aktivierende Einfluf? kei der Spaltung des HPNPP beruht auf der Kombination der
Lewis-Aciditat des Metalions mit der Intramolekularisierung durch eine Base. Das
Metallion aktiviert den Phosphasdurediester dadurch, dal3 de negative Ladung am
Phosphatsauerstoff atom neutralisiert wird. Durch de Koordination des Metallions an das

% S. Kuusela, M. Rantanen, H. LénnbefgChem. Soc. Perkin Transl295 2269-2273.
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Phosphat wird im Komplex gebundenes OH™ mitgefuhrt und ermégli cht al's intramolekulare
Base die Deprotonierung der 2’-OH-Funktion.
Fur den bereits oben erwahnten Zn(11)-Guanidinium-Komplex ergab sich jedoch eine genau

entgegengesetzte pH-Abhangigkeit.

Bisher sind in der Literatur keine kooperativen Effekte von Guanidiniumgruppen mit
Metallionen in Nuclease-Modellen beschrieben worden. Sie spielen eher eine zentrale
Rolle bel der Phosphodesterspaltung, indem sie die negative Ladung der Phosphodester
neutralisieren. Genau deser Eff ekt scheint sich bel der Umesterung mit HPNPP bemerkbar

zu machen.

HO CI)
J o=k

Abb 5.9: Zweifache Aktivierung durch die Guanidiniumgruppe und dem Zink-Komplex

Anhand der Spezies-Verteilungskurve (Abb. 5.9 ist zu erkennen, dal3 der Metall-Ligand-
Komplex sein Maximum bei pH 7 hat. Die Hydroxid-Spezies entfaltet sich langsam bel pH
6 undsteigt dann ab pH 8 sehr stark an. Es [&3t sich nun ermuten, dal3 eine interne
Neutralisation der Zink-Hydroxid-Spezies durch de Guanidiniumgruppe efolgt, was den
starken Abfall der hydrolytischen Aktivitat von pH 7 in den basischen Bereich aufsteigend,
erklart. Der Hydrolyseverlauf der Verbindurg 43 kann nu eingeschétzt werden. Fir eine
exakte Erklarung wéren weitere Versuche notwendg, die zugunsten der wichtigen
Spaltungsrestionen an der TAR-RNA zurtickgestellt wurden. Die beobadhtete Bil dung der
aktiven Spezies und dis Geschwindigkeitsmaximums bel pH 7 reichen as Grund, un nun

die Spaltungen an der TAR-RNA zu untersuchen.



5. Theoretischer Teil : Kinetische Studien 83

5.4 Spaltung des Dinucleotids UpU mit dem Zn(ll)-Komplex (43) und Analyse der
Spaltungsprodukte durch HPLC

Vor dem Einsatz der tatsddhlichen TAR-RNA wurde die Verbindurg 43 zunadst noch mit
einem anderen Modell-RNA-Derivat getestet. Um die hydrolytische Aktivitét an nicht-
aktivierten Phospharsaurediestern zu urtersuchen, wurde das Hydrolyseexperiment mit

einer kurzen RNA-Einheit wie UpU as leicht zu analysierendem RNA-Fragment

durchgefuhrt.
OH (\fo OH (\(O OH A
NN N
|||| ' 2 O s - O s - O
o OH X S
o Y\ e o\P<o HO OH
HN N | 0”7 Y0 u2:3p Uridin
W ...... o_ ,0 Zn(I1)-K omplex
..... Zn(l1)-Komplex
o) ;_Z OH (\(O OH (\fo
C NN
o) o)
HO (lD (I)' OH
0—P=0 0—P=0
OH OH
u2p u3p

Abb. 5.10: Die Spaltung von UpU mit dem Zink-Cyclen-Komplex in seine Spaltfragmente

Die qualitative und quantitative Analyse der Spaltungsproduke efolgte durch RP 18
HPLC mit Detektion bei 260 rm (Absorptionsmaximum der Nucleotide). Die zu
erwartenden Produlkte sind dbs cyclische U2':3'p, U2'p, U3'p und Uridin. Elektronische
Integration der Peakflachen erlaubten eine quantitative Auswettufig.

Dazu wurden de Fladhen der einzelnen Pe&s (UpU, U2':3'p, U2 p, U3'p, Uridin) addiert
und chraus der Antell x(UpU) berechnet. Bei bekannter Anfangskonzentration von[UpU] o
ergab sich fur UpU zur Zeit

[UpU] =[UpU]o " x(UpU)
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Die lineae Regresson zur Bestimmung der Geschwindigkeitskonstanten pseudo-erster
Ordnurg wurde nadh der Methode der kleinsten Fehlerquadrate durchgefiihrt. Der
Zinkkomplex zeigte bei der Hydrolyse von UpU eine &nliche pH-Abhangigkeit wie bel
der Spaltung des HPNPP. Im Vergleich zu den Hydrolysewerten der Verbindurg AL hat

sich die Guanidiniumverbindung als die effektivere herausgestellit.

Zn(I)-Kompéx Zn(I)-KomplexAL
UpU pH 7.0 ki =0.75E-7%
pH 7.14 ki =2.1E-7%
pH 7.3 ki=10.3E-7%
pH 8.3 k,=7.8E-7% ky,=5.0E-7%

Abb. 5.11 Tabelle Uber die Geschwindigkeitskonstanten der Komplexe (43) und (AL)

berechnet aus der Spaltung von UpU in seine Fragmente

Die Einfuhrung der Guanidiniumgruppe hat sich im Hinblick auf die Hydrolyseegebnise
als shr effizient erwiesen. Bei der Spaltung von HPNPPlieferte die Verbindurg gute, aber
nur halbwegs © gute Geschwindigkeitskonstanten wie das frele Amin. Dafur zeigte
Verbindurg 43 ein Aktivitaétsmaximum um pH 7, was unter physiologischer Sicht eine
gunstige Basis fur die Verbindurg ist. Auch de Spatung von UpU lieferte mit einem
Geschwindigkeitsmaximum bei pH 7.14 gute Voraussetzungen.

Diese vielverspredhenden Vorversuche mit dem Zink-Cyclen-Komplex mit Arginin-
dhnlicher Seitenkette bieten gute Ansatzpunke fir den Aufbau einer synthetischen
Ribonuclease. So scheint die Kombination vonCyclen undArginin fur die Darstellung des
Arginin-reichen Neunmer-Peptids im Einsatz gegen den HI-Virus geradezu ided zu sein
(Abb. 5.12).
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Abb. 5.12: Vergleich der Guanidiniumverbindung mit dem Neunmer-Peptid

5.5 Spaltung von HPNPP durch verschiedene Zink-Cyclen-Komlexe

Inwiefern de Einfuhrung einer Guanidiniumgruppe sich auf die hydrolytische Aktivitét
auswirkt, wurde im vorhergehenden Kapitel 5.1 dskutiert. Was pasgert aber, wenn man
neben einer Guanidiniumgruppe dem im Cyclen koadiniertem Zink nach eine Hydroxid-
funktion zur Verfliigung stellt? Die Verbindurgen von Kimura wurden bereits diskutiert.
Die Protolyse- und Komplexkonstanten deser Verbindurgen urterschieden sich kaum, so
dad auf eine weitere Bestimmung der in desem Kapitel vorgestellten Verbindurgen
verzichtet wurde. Interessant ist aber, wie sich der Einbau einer Hydroxidfunktion auf die
Spaltung mit HPNPP auswirkt.

Durch de Einfuhrung der Aminosdure Tyrosin wurde die Hydroxidfunktion schon
mitgefiihrt, so dal sich de Darstellung vereinfachte. Uber die efolgreiche Darstellung der
verschiedenen Cyclenderivate wurde bereits berichtet. Sie werden im folgenden dem
phaometrischen Schnelltest mit HPNPP unterzogen und mit den hisher dargestellten

Verbindungen verglichen.
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5.5.1 Spaltung von HPNPP durch die Zn(Il)-Cyclenkomplexe 15, 20 und 24 in Wasser

NHJ<+ HN  NH NH,

NH “Zif /Z<
2 [ SN NH—&
HN N NH,

; J
\_/ / 15
O
— NH

Abb. 5.13 Darstellung der drei verschiedenen Zn(ll)-Cyclenkomplexe, die dem

Zn(l I)

\__/

photometrischen Schnelltest mit HPNPP unterzogen wurden

Die praktische Durchfuhrung erfolgte wie bisher beschrieben. Alle pH-Werte wurden mit
HEPES eingestellt.

Komplex20 Kompleks Kompled
pH 6.6 k=9.0010° pH 65 k=15.010° pH 6.6 = 6.0°10°
7.0 k=18.010° 7.01 &= 14.010° 7.03 .k 6.010°
74  k=9.010° 7.74 1=%0 10°

Abb. 5.14 Tabelle Uber die Geschwindigkeitskonstanten der Verbindungen 15, 20und 24 bei

verschiedenen pH-Werten
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Abb 5.15 Geschwindigkeitsverlauf bei der Spaltung von HPNPP durch die Verbindungen
15, 20 und 24 als Zn(ll)-Komplex

Alle Verbindurgen zeigten einen urterschiedlichen Hydrolyseverlauf, so dal3 her der
Einflul® der Seitenkette stark zur Geltung kam. Es ist schwer zu beurteilen, welcher Eff ekt
fur die differenzierenden Geschwindigkeitskonstanten verantwortlich ist, da aich nicht
bekannt ist, wie die Koordination zw. Stabili sation des Zinks verléuft. Dem Zink bieten
sich zur Koordination sowohl verschiedene Carboryl-Sauerstoffatome, als auch de freie
Hydroxygruppe, die aifgrund des Aromaten in ihrer Bewegli chkeit leicht eingeschrankt ist.
Desweiteren existiert durch die Einfuhrung der Hydroxygruppe en weiteres Nucleophil,
welches zum Angriff auf den Phosphodiester fahig ist.

Aufféllig war Verbindurg 20, da sie wie die Guanidiniumverbindurg 43 ein eindeutiges
Maximum bei pH 7 vorweisen konrte. |hre maximale Hydrolysegeschwindigkeit ist mehr
als doppElt so groB3wie die von Verbindurg 43. Der Abstand der Guanidiniumgruppe zum
Cyclengerust ist bei beiden Verbindurgen identisch, was unter Umstanden eine Erklarung

fur den &hnlichen Hydrolyseverlauf ist.
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Abb. 5.16: Vergleich der Kettenlange der Verbindungen 20 und 43

Auch hier war es nicht mdglich, eine Erklarung fur den etwas ungewdhnlichen
Hydrolyseverlauf zu finden. Die Einfuhrung der Tyrosineinheit hat sich jedoch in Bezug
auf die Geschwindigkeit der Hydrolyse bewahrt.

Auffallig ist weiterhin der Einflu® der Kettenlange. Je weiter die Guanidiniumgruppe vom
Cyclengerust entfernt ist, um so schwédher ist die hydrolytische Aktivitét der Verbindurg.
Verbindurg 24 zeigte diesen Effekt, wobei ab pH 7 de Geschwindigkeit leicht zunimmit,
was vielleicht auf die nun auftretende Hydroxidspezies zurlickzuftihren ist. Ihre Hydrolyse-
geschwindigkeit erreichte trotz Einfuhrung der Tyrosineinheit nicht ganz das Maximum der
Verbindurg 43. Aufgrund deser negativen Auswirkung der Lange der Seitenkette und aus
Zeitgrinden wurde auch auf die Durchfihrung der Hydrolyse mit der Verbindurg 28
verzichtet.

Verbindurg 15 mit der kirzesten Seitenkette zeigte gute Geschwindigkeitskonstanten mit
fast konstantem Verlauf tGber den pH-Bereich 6.5-7.

Vergleicht man de Ergebnisse mit der Verbindurg AL, de sehr gute
Geschwindigkeitskonstanten im alkalischen Bereich lieferte, so ist festzuhalten, dal3 de
Einflhrung der Guanidiniumgruppe enen stabili sierenden Effekt bei der Hydrolyse mit
HPNPP bewirkt, aber keineswegs eine Verbesserung der Geschwindigkeitskonstanten. Die
zusétzliche Einfuhrung einer Hydroxyfunktion fuhrt, solange sich dese in ummittelbarer
Nahe des Cyclens befindet, wiederum zu einer Steigerung der Geschwindigkeits-

konstanten. Mdglich ware eine nucleophile Wirkung, was jedoch nicht nachweisbar ist.
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Eine sich bel Betrachtung der unterschiedlich ausfallenden Hydrolysen immer mehr
aufdréngende Hypothese ist die Bildung eines Dimers. Die hier nicht nadzuweisende
Bildung konrnte stark in das Hydrolysegeschehen eingreifen, was die ungewdhnlichen
Hydrolyseverlaufe erklaren wirde.

Aufgrund der guten, jedoch nicht ganz abgerundeten Hydrolyseergebnisse mit der Modell -
RNA HPNPPkonrte der grof¥e Schritt vom Modell weg zur echten RNA gewagt werden.
Die weitere Klarung der beschriebenen verschiedenen Hydrolyseverlaufe mufte aufgrund
der Wichtigkeit der direkten Spaltung an der TAR-RNA zunachst zurtickgestellt werden.
Bisang wurden de stabilen Metall-Cyclen-Komplexe nur an Modell-RNA’s getestet.
Dieser erstmaige Versuch, de TAR-RNA mit einem Metall-Cyclen-Komplex als
hydrolytische Einheit zu spalten, ist nach dem bisher Gesagten vielversprechend.
Im folgenden Kapitel 6 wird erst die Methode der Elektrophaese eléutert, bevor die
Versuche mit der TAR-RNA und n verschiedenen Cyclen-Komplexen beschrieben

werden.
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6. Die Gelelektrophorese

I. EinfGhrung

Die Elektrophaese ist ein biochemisches Trennverfahren, bel dem die Wanderung von
geladenen Molekulen in einem elektrischen Feld zu deren Trennung ausgenutzt wird.
Die Methode basiert darauf, dal3 Nucleinsauren bei einem neutralen pH-Wert aufgrund cer
Phosphatgruppen im Phosphodesterriickgrat polyanionisch sind. Deshalb wandern de
Molekile im elektrischen Feld auf die positive Elektrode zu. Die Beschaffenheit der
Gelmatrix ist sehr wichtig, da sie die Nucleinsduremolekile entsprechend ihrer Grole
auftrennt. Im Rahmen dieser Arbeit wurden Polyaaylamidgele verwendet, die viel kleinere
Poren als Agarosegele besitzen und somit zu einer bessren Auftrennurg flihren. Die
Porengrole des Gels kann duch Variation des Vernetzungsgrades 0 eingestellt werden,
dal3 sich eine optimale Auftrennurg der Nucleinsduremolekile egibt. Da jedoch keine
Fragmente schneller durch die Poren des Polyaaylamids gelangen, werden de Fragmente
nadh ihrem Molekulargewicht aufgetrennt, d.h. de niedermolekularen Nucleinsiure-

fragmente sind nach Abschlul? der Elektrophorese der Anode am nachsten.

6.1 Denaturierende Polyacrylamidgele

Bel den im Rahmen deser Arbeit verwendeten Gelen handelt es sch um 20 %-ige
denaturierende Polyaaylamidgele. Sie bestehen aus 20 % Polyaaylamid sowie 7M
Harnstoff, einem Denaturierungsmittel, das die Effekte der RNA-Sekundérstruktur
verringert. In Anwesenheit des Harnstoffes wird beim Polymerisieren des Gels die
Basenpaaung der Nucleinsduren urterdriickt, undes kommt zu einer klaren Aufspaltung.
Die Trenneigenschaft von Polyaaylamidgelen héngt von der Acrylamidkorzentration ab.
So besitzt ein 20 %-iges Gel eine optimale Trennurg fur 1-50 Basenpaae, d. h. de
Trennscharfe ist hier so grof3, @3 sogar Fragmente voneinander unterschieden werden
konren, deinihrer Lange nur um ein Nucleotid dfferenzieren. Diese Trennschérfe ist eine
gute Basis fir die 31 Basenpaare der TAR-RNA (Abb. 6.1).

Neben dem Acrylamid ist noch das N, N’-Methylenbisaaylamid enthalten, welches fur die
Quervernetzung des Gels zustandig ist. Eswird im Verhdltnis 19:1 as UnterschuR\ariante
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mit dem Acrylamid engesetzt. Mit 10 %-igem Ammoniumpersulfat (APS as
Radikalstarter und TMEDA (N,N,N N"-Tetramethylethylendiamin) als Stabili sator wird

die Kettenreaktion gestartet.

6.1.1 Die RNA

Die leicht veranderte HIV-1-TAR-RNA wurde von der Firma Genset bezogen, wobei die
ungepaate Adenineinheit (A17) ausgespart und anstait des Basenpaaes A15:U46 bs
Basenpaa G15:C46 eingefuhrt wurde. Am 5'-Ende dient Biotin als Markierung fir die

spatere Analyse der Spaltungsfragmente.

U/G\ U’G\

/ G / G
< G G G
Cu._ A Cu A
/ /G’A / /G,A
G/// !/ G// /
/7 c /—c
/A/’ / ,A/, /
U/G/// /U U’G//, /U
/ C / C
o o
\ \
U\'?‘HILH U\,?\“‘LIJ
(i;“‘(i: (i;HICI:
,?\IIILI) $|I|L|J
(I:|||? CI:|||(I3
/C'“CI; (I;m(I_:,
\(i;m(lj (i;,,,CI:
Ay GinC
5 3 Biotin® 5 3
TAR RNA 31mer RNA

Abb. 6.1 Die HIV-1-TAR-RNA und die 31mer TAR-RNA, die fir die Spaltungsexperimente

verwendet wird

Jede RNA wurde vor der Verwendurg 5 min. bei 80 °C erwdrmt und duch langsames

Abkihlen auf RT wieder renaturiert.
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Il Detektion
6.1.2 Das Northern Elektroblot-Verfahrer’

Nadch der elektrophaetischen Auftrennurg beziglich MolekllgroRe werden de
Nucleinsduren aus der Gelmatrix auf eine geagnete Tragerschicht aus Nylon Ulertragen
und dat immobilisiert. Das Urspringlich im Gel erhatene Trennmuster der Moleklle
bleibt nach der Ubertragung erhalten, so dal? man eine exakte Replik des urspriinglichen
Gels erhdlt. Im Rahmen deser Arbeit wurde @ne Nytran-Plus-Membran verwendet. Diese
pasitiv geladene Nylonmembran besitzt eine besonders hohe Bindurgskapazitdt. Wahrend
des Blottens befindet sich de Membran in einem Blot-Sandwich, d.h. jewells vier
Schichten mit Puffer (lonenreservoir) getranktes Blottingpapier (GB 003%° umhiilen das
Gel und de daraufliegende Membran. Bei angelegtem Strom wandert die RNA aus dem
Gel in de Membran. Zum Fixieren wird de Membran anschliefiend 30min. bei 80 °C im

Ofen erwarmt.

6.1.3 Nicht-radioaktive Markierung; enzymatisch aktivierte Chemolumineszenz

Bevor die markierte RNA auf der Membran detektiert wird, muf3 sie mit Wash- und
Blockingpuffer’” gewaschen werden. AnschlieBend findet die Erkennurg der Biotin-
markierten RNA durch de spezifischen Bindurgsproteine Streptavidin/Alkalische
Phosphatase statt. Das Tetramere Protein Streptavidin besitzt in jeder Untereinheit eine
Bindurgsdelle fur Biotin. Da die Zugabe wahrend der Waschvorgange efolgt, kann
Streptavidin das Biotin an der RNA sofort binden. An das Streptavidin ist die dkalische
Phosphatase gekoppelt. Damit diese ihre Wirkung entfalten kann, muf3 de Membran mit
einem basischen Puffer (Assaypuffer) behandelt werden (Abb. 6.3. Das Prinzip der nicht-
radioaktiven Erkennurg ist nun eine ewzymatische Katalyseretion. Die dkalische
Phosphatase dephosphayliert das Chemolumineszenzsubstrat CDP-Star[], ein 1.2

Dioxetan, welches zuvor auf die Membran gegeben wurde.

% Das Northern Blotting eignet sich speziell fiir RNA.

% GB 003 gibt die Starke des Blottingpapieres an.

" Die Waschvorgénge werden nach einer Vorschrift der Firma Ambion durchgefiihrt, siehe Experimenteller-
Teil.
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Das Substrat geht in ein metastabiles Phendatanion-Intermediat tber, das beim Zerfall
Licht der Wellenlange 466 rm emittiert (Abb. 6.3. Die Halbwertszeit des Phendlatanions

betragt 1 min. bis mehrere Stunden.

OCH,

Cl OPO32' Cl

Alkalische Phosphatase

0—0
OCH,

cl Cl

Licht
Abb. 6.2: Darstellung des Licht-Emissions-Mechanismus von CDP-Star®
Die Detektion erfolgt Uber einen Kodak-Film. Ein grol¥er Vorteil dieser nicht-radioaktiven

Nadweismethode ist das Umgehen der gesundheitsschadlichen Arbeit mit radioaktiven
Substanzen.

% Applied Biosystems und TropBatalogl997, Luminescence Products.
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6.1.4 Filter-binding Assays (Dot-Blot) zur Bestimmung der Komplexkonstante

Dot-Blot-Gerdte agnen sich hervorragend fur Mehrfadifiltrationen. Die Rundoch-
Probenplatte ist fir 96 Dots ausgertstet. Das Gerédt besteht aus zwel Platten, de durch
einen Filter bzw. eine Membran getrennt sind. Auf dieser werden dann de verschiedenen
Proben aufgefangen und konen gleich ausgewertet werden. Im Rahmen deser Arbeit
wurde die Durchfihrung des Dot-Blot zur Bestimmung der Peptid-Cyclen-
Komplexkonstante éwas verdndert. Zwischen de Platten wurden in gleicher Reihenfolge
eine Nitrozellulose-Membran, eine Nytran-Plus-Membran und Blotting-Papier as Filter
gelegt. Die Nitrozellulose-Membran sollte ds erstes den Komplex aus RNA und Peptid
abfangen, wahrend de Rest-RNA diese pasderen konrte und auf der positiven Nytran-
Membran héngen bieb. Durch Variation der Peptidkorzentration sollten die Dots nach der
Auswertung unterschiedliche Intensitdten varweisen konren. Die Nytran-Membran wurde
wie Ublich behandelt, wahrend der Komplex von der Nitrozellulose-Membran erst auf eine
Nytran-Membran umgeblottet wurde. Diese Methoce hat sich als effektiver erwiesen als
die direkte Auswertung der Nitrozell ulose-Membran. Aus der Durchleuchtung der Dots auf
den entwickelten Filmen und d daraus resultierenden Bestimmung der Intensitdt konnte

die Komplexkonstante ermittelt werden (Kapitel 6.3.7).

6.2 Material und Methoden

Alle im Rahmen dieser Arbeit angewandten Methoden wurden, wenn richt anderweitig
vermerkt, nach Standardverfahren aus "Moleallar Cloning’®® durchgefiihrt. Eine
Auflistung der Zusammensetzung der Puffer erfolgt im Experimentellen Teil.

Desweiteren wurden ale Experimente in autoklavierten Eppendaf-Regktionsgeféalien
durchgefuihrt. Durch Behandung des Wassrs (Milli pore-Qualitdt) und der gesamten
Ausrustung mit Diethylpyrocarbonat (DEPC) sowie anschlief3endes Autoklavieren wurde

eine Kontamination mit RNasen ausgeschlossen.

9. Sambrook, E. F. Fritsch, T. Maniati$plecular Cloning1989 Cold Spring Harbor Laboratory, Cold
Spring Harbor, N. Y.
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. Ergebnis-Tell

6.3 Selektive Spaltung der HIV-1-TAR-RNA durch ein Peptid-Cyclen-Konjugat.

Wie in der Einleitung schon erwahnt, ist die Bindurg des Tat-Proteins an de TAR-RNA
des HIV-1 ein zentraler Prozef kel der Transkription, da sie den aktiven Komplex aus
Polymerase Il, dem DNA-Templat und der entstehenden mRNA stabili siert. Interessant ist,
dai bereits die Anwesenheit der Arginin-reichen Region des Tat-Proteins das Ausknaospen
des Virus in vivo indwiert. Diese basische Region des Tat-Proteins hat &hnliche
Bindurgseigenschaften an de TAR-RNA wie das Wil dtyp-Tat-Protein, so dal3 de neun
Aminosduren als Erkennurgseinheit am Peptid-Cyclen-Konjugat | fir die TAR-RNA
ausreichen. Neben der Synthese des Neunmer-Peptides wurde auch de Kupdung mit der
hydrolytischen Cyclen-Einheit in Kapitel 4 gezeigt. Das Peptid-Cyclen-Konjugat | wurde
nachfolgend al's Wirtsmolekil fur Metall komplexe engesetzt. Auch das Hexamer-Cyclen-
Konjugat 1l und de jewels freien Peptide (Nonamer 1l und Hexamer 1V) ohre
Cycleneinheit, die in Kapitel 4 synthetisiert wurden, fanden hier als Kontroll substanzen
ihren Einsatz. Fir die Darstellung des Metal-Komplexes wurde die Cyclen-Einheit mit
dem jeweiligen Metall aguimolar (1:1) eingesetzt. Die Metalle Eu" und Zn" haben sich
schon in zahlreichen Cyclenkomplexen bewéhrt und sollten hier ihre hydrolytischen
Fahigkeiten an der Biotin-markierten 31-mer TAR-RNA (1) (Abb. 6.) unter Beweis
stellen. Bei den Metall -Komplex-Regtionen wurden die Peptid-Cyclen-Komplexe mit den
entsprechenden Metall salzen 15Minuten bei Raumtemperatur inkukiert. Nachdem sich der
Metalkomplex gebildet hat, konrte die RNA dazugegeben werden. Neben desen
Red&tionen wurden auch de anderen Peptide (ohre Metall) auf das 20 %-ige denaturie-
rende Gel aufgetragen, mit der nicht-radioaktiven Methode Uber CDP-Star detektiert und
auf einem Kodak-Film entwickelt.

Uberraschenderweise schneidet das Nonamer-Cyclen-Konjugat in  Abwesenheit von
Metallionen sehr selektiv und effizient zwischen den Nucleotiden Usz; und Gz, (Abb.
6.3.'° Die Schnittstelle |&%t sich duch das Mitlaufen der Ribonwlease T, leicht
zuordnen. T, schneidet nach jedem G, so dal? de drel G's aus der loop-Region eine gute

Orientierungsmaoglichkeit darstellen. Die Spaltungen durch den Metallkomplex sowie auch

10K, Michaelis, M. KalesseAngew. Chen999 111, 15, 2382-2385.



96 6. Theoretischer Teil : Gelelektrophorese

die der Kontroll experimente mit den freien Peptiden IIl undlV und dem Sechsmer-Peptid-
Cyclen-Konjugat Il blieben aus. Eine Verlangerung der Re&ktionszeit des Neunmer-
Konjugats | resultierte in einer Zunahme der Hydrolyse&ktivitét, wie an den Bahnen 2, 7

und 8 zu beobachten war.

— . “ﬂ \
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Abb. 6.3 Polyacrylamid-Gelelektr ophorese, Sequenzabhéngige Hydrolyse der 31mer-
RNA (1) (am 5’-Ende mit Biotin markiert) durch Peptide bei Raumtemperatur.
Peptid Konzentration: 167.2uM. Bahn 1, dkalische Hydrolyse; Bahn 2, (I) fur 3 h;
Bahn 3, Referenz-RNA; Bahn 4, (1) und EDTA (0.5mM) fir 1 h; Bahn 5, Hydrolyse
durch RNase T (G-speafisch); Bahn 6, (11l ) fur 1 h; Bahn 7, (I) fur 2 h; Bahn 8, (1)
fur 1 h; Bahn 9, (I) fur etwa 3min; Bahn 10, (1V) for 1 h; Bahn 11, (1) far 1 h; Bahn
12,(1) and Eu" (167.2uM) fiir 1 h; Bahn 13, (Il ) 167.2uM and Eu" (167.2uM) fiir 1
h: Bahn 14, (l1l) 167.2 pM and EU" (167.2 uM) firr 1 h.
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Als Beweis, dal3 keine anderen Metalli onen fur die hydrolytische Spaltung verantwortlich
sind, wurde das Peptid in Gegenwart von EDTA zur RNA gegeben. Trotz der Zugabe von
EDTA wurde die RNA gespalten, was die Effizienz des metallfreien Peptid-Cyclen-
Komplex auf Bahn 4 bestéatigt.

Der Versuch, de Redtionen duch Zugabe von Fischsperma-DNA im Formamid-Puffer zu
stoppen, zeigte keine Anderung der Spaltung. Die Verwendurg der Fischsperma-DNA
diente zur Ablésung der RNA vom Peptid. Alle Ergebnisse konrnten mehrmals reproduzi ert
werden. Anhand der akalischen Hydrolyse und der Ribonuclease Ty liefd sich der Schnitt
zwischen Uz, und G3; leicht zuordnen. Wie ewartet, fand de Spaltung in der loop-Region
statt. Es ist bemerkenswert, wie selektiv und effektiv die Hydrolyse ist, aber viel
erstaunlicher ist, dal3 das Cyclen-Peptid-Konjugat | aleine, ohre Hilfe enes Metalls, zu
einer solchen Hydrolyse beféhigt ist. Dieses Ergebnis muf3 va dem Hintergrund by

Kenntnisse Uber Metallozyme tberraschen (Kapitel 2.7.3).

: \
RNase T1

Spaltungen

SANMY

= &t
,IA\mLIJ

IC\HIG

IC\HIG

(I_;IIICI:

GiC

Biotin 5 3

TAR RNA

Abb. 6.4 Selektive Spaltung der 31mer TAR-RNA (1) durch das Peptid-Cyclen-K onjugat

(), schwarzer Pfeil

Die Tatsache, da? dbs Peptid-Cyclen-Konjugat | so effektiv und vo alem selektiv
schneidet, wirft folgende Fragen auf. Welcher Medanismus li egt diesem System zugrunce,
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und warum versagt der Metall-Komplex? Zur Beantwortung dieser Fragen waren weitere
Versuche notwendig, wobel hier darauf hingewiesen werden muf3, dil3 de Ergebnisse nur
zu einer spekulativen Interpretation fuhren koénren. Die hier gegebenen Bedingungen

erlauben keinen absoluten Beweis.

6.3.1 pH-abhangige Spaltung des Peptid-Cyclen-Konjugats (I)

Die bisher diskutierten VVersuche wurden im neutralem pH-Bereich duchgefuhrt. In desem
Fall liegt das Cyclen'® zweifach protoniert vor. Dieser Sachverhalt bekréftigte die
Annahme eaner Betelligung von Ammoniumionen oder auch einer Bis(ammonium)-

Spezies.

ad -

® o>

326 -

31U R -

Abb. 6.5 Polyacrylamid-Gelelektrophorese, pH-abhangige Hydrolyse der 31mer-
RNA (1). Peptid Konzentration: 167.2uM. Bahn 1, (1) fur 1 h bel pH 7.4, Bahn 2, (1)
fir 1 h bei pH 8; Bahn 3, (1) fur 1 h bel pH 6; Bahn 4, (1) und EDTA (0.5mM) fur 1
h; Bahn 5, Hydrolyse durch RNase T, Bahn 6, (Il) fur 1h; Bahn 7, (1ll) fur 1h.

101K, C. Chang, E. Grunwald, L. R. RobinsdnAm. Chem. Sot977, 99, 3794, Cyclen: pK< 1, pk, < 2,
pKs = 9.6, pK; = 10.53.
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Wenn tatsadlich de Ammoniumspezies der Cycleneinheit die Spatung der
Phosphodester katalysieren, dann mif¥e auch ein pH-abhéngiger Spaltungsmedanismus
vorliegen. Um diesen Effekt zu testen, wurde das Peptid-Cyclen-Konjugat | bel ver-
schiedenen pH-Werten (pH 6, 7 und 8) mit der TAR-RNA zusammengegeben (Abb.
Die Re&tionen wurden nmach zwel Stunden bel Raumtemperatur unter normalen
Bedingungen mit Formamid-Puffer gestoppt und mittels Elektrophaese aisgewertet. Alle
drei Re&tionen zeigten de Spaltung zwischen Us; und Gsp, jedoch mit unterschiedlicher
Intensitdt. Die dfektivste Spaltung erfolgte bel pH 6 (Bahn 3, auch pH 7.4 (Bahn 1)
lieferte befriedigende Ergebnise. Bei pH 8 war nur wenig Spaltungsintensitét zu
beobaditen. Diese Ergebnise wiesen eindeutig auf eine pH-Abhdngigkeit des

Spaltmechanismus hin.

6.3.2 Spaltungsversuche mit unterschiedlichen Metallkonzentrationen von Zn(Clkp
und EU(NQ)3

Wie bereits erwéhnt, zeigte der 1:1 Metall-Cyclenkomplex keine Spaltung der TAR-RNA.
Dies entsprach nicht ganz den Erwartungen, da in Kapitel 2.7.3 ausgefuhrt wurde, dal3
Metalli onen'®? schon allein fiir eine Spaltung der RNA sorgen (siehe Bahn 12in Abb. 6.5
und Bahn 11 in Abb. 6.9. Zur Uberprifung dieser Aussage wurden verschiedene
Konzentrationen der Metalle zn" und Eu" (1.35 mM, 135uM, 13.5uM, 1.35uM, 135
nM) mit dem Peptid-Cyclen-Konjugatan der TAR-RNA getestet.

Die Anwesenheit von 13.5uM Eu(NOgs); inhibierte die RNA-Hydrolyse von 0.135uM
RNA mit 167uM |. Die Anwesenheit von Zn(ClQg4), unterdriickte die Spaltung der RNA
ebenfalls, jedoch erst in einer Konzentration von 1.35mM. Interessanterweise schienen de
Konzentrationen, bei der die beiden Metalionen mit der Spatung interferieren,
unterschiedlich zu sein. Dieses Ergebnis kbnrte das Resultat voneinander abweichender
Konstanten fir die Bindurg mit dem RNA-Peptid-Komplex oder verschiedener
Bindurgsgellen sein. Es ist bemerkenswert, da3 Eu" die Spaltung der RNA bei einer
Konzentration von umefahr 1/10 der Konzentration vonl verhindert. Obwohl der exakte
Medhanismus der Spaltungsinhibition derzeit noch nicht bekannt ist, ist es trotzdem sehr
beachtlich, dal3 Metallionen die hydrolytische Wirkung vvomterdriicken.

102 3. Hall, D. Husken, R. HaneXucleic Acids Researd996 24, 3522-3526.

6.5).
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Abb. 6.6 Polyacrylamid-Gelelektrophorese, konzentrationsabhangige Unter-
drickung der Hydrolyse der 31mer-RNA (1) (am 5-Ende mit Biotin markiert) durch
einen Zink(I)-Peptid-Komplex bei Raumtemperatur.

Peptid Konzentration: 167.2uM. Bahn 1, dkalische Hydrolyse; Bahn 2, (1) fur 1 h;
Bahn 3, (1) + Zn (1.35mM) fur 1 h; Bahn 4, (1) + Zn (135uM) fur 1 h; Bahn 5, (1) +
Zn (13.5uM) far 1 h; Bahn 6, (1) + Zn (1.35uM) fur 1 h; Bahn 7, (1) + Zn (135nM)
fur 1 h; Bahn 8, Hydrolyse durch RNase T, (G-spezfisch); Bahn 9, Referenz-RNA;

Bahn 10, (1) + Zn (0.9 mM) fur 1 h; Bahn 11, (I) + Zn (90 nM) fir 1 h; Bahn 12,Zn
(2.35 mM) far 1 h(l).



6. Theoretischer Teil : Gelelektrophorese 101

w W
®© >0 00R 500>0

Abb. 6.7 Polyacrylamid-Gelelektrophorese, konzentrationsabhangige Unter-
drickung der Hydrolyse der 31mer-RNA (1) (am 5-Ende mit Biotin markiert) durch
einen Europium (111)-Peptid-Komplex bei Raumtemperatur

Peptid Konzentration: 167.2uM. Bahn 1, dkalische Hydrolyse; Bahn 2, (I) fur 1 h;
Bahn 3, (I) + Eu (1.35mM) fur 1 h; Bahn 4, (1) + Eu (135uM) fur 1 h; Bahn 5, (1) +
Eu (13.5uM) fur 1 h; Bahn 6, (1) + Eu (1.35uM) fur 1 h; Bahn 7, (I) + Eu (135nM)
fur 1 h; Bahn 8, Hydrolyse durch RNase T, (G-spezfisch); Bahn 9, Referenz-RNA;
Bahn 10, (I) + Eu (0.9 mM) fur 1 h; Bahn 11, (1) + Eu (90nM) fur 1 h; Bahn 12, Eu
(2.35 mM) fur 15 min.
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6.3.3 Cyclen als Bis(ammonium)-Spezies

Die Tatsache, dal3 in Experimenten mit Peptiden ohre Cycleneinheit keine Hydrolyse
beobadhtet wurde und i3 de Hydrolyse bei hoherem pH-Wert abnahm, bekréftigte die
Annahme ener Beteiligung von Ammoniumionen, eventuell einer Bis(ammonium)-
Spezies, an der Hydrolyse. Obwohl bereits gezeigt wurde, dald besische Amine dfizient
RNA hydrolysieren kdnren, wurde bislang angenommen, dal3 Nuclease-M odell systeme mit
Metalli onen effektiver wirken as lche mit basischen Gruppen. Arbeiten von Komiyama
et al.»% haben gezeigt, daR Bis(amine) RNA durch einen Saure/Base-Mechanismus alten
konren, indem die Nucleophlie a der 2°0OH-Gruppe ehoht und gleichzeitig die

Fluchtgruppenqualitat durch Wechselwirkung mit einer Ammoniumgruppe verstarkt wird.
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Abb. 6.8: Darstellung des Saure/Base-Mechanismus der Bis(amine) nach Komiyama

Andererseits konrten Kurz und Gobel®® zeigen, da? ein RNA-Spatungsbruch ohre
Mitwirken einer internen Base durchgefiihrt werden kann. Da die Cycleneinheit bei
neutralem pH-Wert als Bis(fanmonium)-Einheit vorliegt, wird fur die Spaltung ein Bis-
Kation-Mechanismus vorgeschlagen.

Warum schneidet nun das Peptid-Cyclen-Konjugat | so effizient und selektiv zwischen Us;
und Gz,? Die loop-Region hetet aufgrund seiner endstandigen, einzelstrangigen Struktur

193 M. Komiyama, T. Inokawa, K. Yoshinad, Chem. Soc. Chem. Commii95 77.
M. Komiyama, K. Yoshinari]. Org. Chem1997, 62, 2155.
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einen guten Zugang. Aul¥erdem liegt die Vermutung nahe, dal3 das Cyclen mit dem Uridin
gut wechselwirken kann (Abb. 6.9).

HN +NEH
[ o)
5 = N O
C|) OH JsN N
Oo— | —0 H |'4\ / O— Peptid
o)

Abb. 6.9: Assoziation des Peptid-Cyclen-Konjugats (1) mit Uridin

Kimura'® hat fir den Zink(ll)-Cyclen-Komplex (Abb. 6.10 eine intrinsische Erkennurg
fur Uradl gefunden. Dieser kann bei pH 7.6 kereits an Uradl in seiner am Imidstickstoff
deprotonierten Form koordiniert werden undinhibiert so die Hybridisierung von Poly(U)
mit Poly(A).
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Abb. 6.10: Darstellung der Erkennung von Uracil durch den Cyclen-Zink-Komplex

Der Metal-Cyclen-Komplex hat keine Affinitét zu den Modell-RNA-Systemen Poly(A),
Poly(G) und Poly(C). Die Struktur des Uraals <heint fur die Koordination mit dem

194 M. Shionoya, M. Sugiyama, E. Kimurd, Chem. Soc. Chem. Commu@i94 1747-1748.
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Cyclen verantwortlich zu sein. Nach dieser Erkenntnis mifde éer das Peptid-Cyclen-
Konjugat | gerade ds Metall-Komplex an der TAR-RNA koordinieren undschneiden. Was
aber vermutlich zu einer viel bessren Wedselwirkung fuhrt, ist das Auftreten der
angenommenen Bis(ammonium)-Spezies, zumal sie bel pH 6 ihre beste Wirkung entfaltet.
Durch das Fehlen des Metall-Kations und der nicht eintretenden Deprotonierung des
Amins am Uradl bel pH 6, geht das zweifachprotonierte Cyclen vermutlich eine
Koordination mit den Sauerstoffatomen des Uradls &dhnlich der Abb. 6.9 ein. Die
angenommene Bis(ammonium)-Spezies kann dann de selektive Spaltung am
Phosphodiester bewirken.

Eine derartige Korrelation scheint auch ohre die Erkennurgseinheit des " shuttle-peptids’
eine vergroferte Asziation von Substrat und Reagenz zu erzeugen, so dal3 eine
bemerkenswert hohe Spaltungsbeschleunigung erzielt werden kann. Diese Erkenntnis wird
in Kapitel 6.4 Uker die synthetischen Ribonwcleasen mit Cyclen-, ohre Erkennurgseinheit
aufgegriffen undin ihrer Aussage bestétigt. Ganz anders verhdlt sich das Hexamer-Cyclen-
Konjugat 11, welches zu keiner Spaltung gefuhrt hat, wobel das Sechsmer-Peptid duch de
Verkirzung um drei Amincsduren de Naherung der Cycleneinheit an das Uridin

vermutlich gar nicht erst verwirklichen kann, da es intdége Region verankert ist.

Nadch den oben dskutierten Erkennurgseigenschaften des Cyclen-Konjugats ist eine
Verwendurg zur Analyse der Tertiarstruktur von RNA vorstellbar. Die Identifizierung der
tertidren Struktur von Nucleinsduren stellt auch heute noch eine anspruchsvolle Aufgabe
dar. Uridin-Basen, de kein Basenpaa bilden, wie dwa in loop oder bulge-Strukturen,
wéren in der Lage, ein Asziat mit dem Cyclen-Konjugat einzugehen und an desen
Stellen bevorzugt eine Spatung der RNA zu erzeugen. Die Hydrolyse in bulge-Regionen
héngt zudem von den stereoel ektronischen Rahmenbedingungen ab. Wie bereits eingangs
erwahnt, ist der in line-Medanismus fir eine dfiziente Spaltung unkedingt notwendig. Die
Fahigkeit zur Spaltung in bulge-Regionen hangt daher von der Mdglichkeit zur Bildurg

eines 180°-Winkels zwischen Nucleophil und Fluchtgruppe ab.



6. Theoretischer Teil : Gelelektrophorese 10E

6.3.4 Austausch von kh gegen Az in der TAR-RNA (2)

Um zu testen, wie dfizient die Struktur des Uridins fur eine Spaltung ist, wurde von der
Firma Genset eine RNA mit ausgetauschter Base (Us; gegen Azp) bezogen. Ware
tatsachli ch eine so gute Koordination zwischen Cyclen undUridin vorhanden, so wiirde der
Austausch von Adenin gegen Uradl dem Cyclen jegliche Koordinationsmoglichkeit

nehmen. Die Folge ware ein Ausbleiben der Spaltung.

32
31 5-G_
C’A <
. /G
,C/ //G - A
27 /G/”C/

26 A
-G, , 38
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(Ij\u(|3
G
(I_;IIICI:
Biotin 5 3

TAR RNA

Abb. 6.11: Durch Austausch von Y, gegen A; veranderte TAR-RNA (2)

Unter den GHichen Bedingungen wurde das Peptid-Cyclen-Konjugat |, das Peptid IIl und
reines Cyclen mit der veranderten TAR-RNA (2) zusammengegeben. Als Vergleich
wurden de gleichen Versuche mit der urspriinglichen TAR-RNA (1) angesetzt. Zwei
Stunden Red&ktionszeit haben sich fir die Spaltungen als shr effizient herausgestellt und
wurden im folgenden auch beibehalten. Alle Versuchsansédtze sowie jeweils T; und
Referenz-RNA wurden auf ein 20 %-iges Polyaaylamidgel aufgetragen und r

Elektrophorese und anschlieBender Detektion tber einen Kodak-Film ausgewertet.
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Abb. 6.12 Polyacrylamid-Gelelektrophorese, Spaltversuche an der 31mer-RNA (am
5'-Ende mit Biotin markiert) mit veranderter Base an U3; gegen Asz; und der Orginal-
TAR-RNA durch Peptid (1), Peptid (Il ) und Cyclen bei Raumtemperatur. RNA-
Konzentrationen: 0.135 puM.

Peptid (1), (111 ) und Cyclen Konzentration: 167.2uM. Bahn 1-6 veranderte RNA (2),
Bahn 1, Referenz-RNA; Bahn 2, Hydrolyse durch RNase T, (G-spezfisch); Bahn 3,
Cyclen fur 2h; Bahn 4, (1l ) ftr 2h; Bahn 5, (1) far 2h, Bahn 6, dkalische Hydrolyse;
Bahn 7-12 aginal RNA; Bahn 7, Referenz-RNA; Bahn 8, Hydrolyse durch RNase T,
(G-speafisch); Bahn 9, Cyclen fur 2 h; Bahn 10, (Ill ) fur 2h; Bahn 11, (I) fur 2h;
Bahn 12, alkalische Hydrolyse.
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Wie awartet, trat durch den Austausch der Base keine Spaltung (Abb. 6.12,Bahn 5 ein.
Das Peptid-Cyclen-Konjugat konrte seine Wirkung nur in Verbindurg mit Uridin
entfalten. Eine exakte Aussage Uber den Eff ekt des Uridins kann aber noch nicht endgiltig
erfolgen. Die Beschaffenheit der Tertidrstruktur der RNA konrte auch der Ausldser fur die
Spaltung sein. So konrte es sch bei der Spaltstelle auich um eine Soll -Bruchstell e handeln.
Zweifellos heint die loop-Region den besten Zugang zur RNA zu hieten. Wie gut gerade
der Zugang zu den Basen Uz, und Gs;ist, kann hier noch nicht gesagt werden. Eine grole
Verénderung wird der Austausch einer Pyrimidinbase gegen eine Purinbase in der

Tertiarstruktur jedoch nicht bewirken.

6.3.5 Umstrukturierung der loop-Region

Eine andere Mdoglichkeit, den Effekt des Cyclens zu testen wére, dem System gleich
mehrere Uridin-Basen zur Koordination zu hbieten. Eine aif diese Fragestellung
zugeschnittene RNA soll letztlich einen Hinweis auf den Koordinationseffekt liefern.
Durch den Austausch von Cszo und Gz, gegen jeweils ein U in der loop-Region, kanmt es
zu einer Schleifenverkleinerung um zwel Basenpaae, da das neue Uzp mit dem Agzs eine
Basenpaaung eingehen kann (Abb. 6.13. Die RNA (3) scheint nun auch in einer leicht

veranderten Tertiarstruktur vorzuliegen.
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Abb. 6.13 Aus<hnitt der loop-Regionen der drei verschiedenen RNA'’s. Allen gemeinsam ist

die Biotin-Markierung in 5’-Position
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Abb. 6.14 Polyacrylamid-Gelelektrophorese, Spaltversuche an der 31mer-RNA (am
5-Ende mit Biotin markiert) mit veranderten Basen an C3o und Gs; (3) gegen jeweil s
ein U, sowie der beiden anderen RNA'’s (1, 2) durch Peptid (1).
RNA-Konzentrationen: 0.135 uM.

Peptid (I) Konzentration: 167.2uM. Bahn 1-4 RNA (2), Bahn 1, dkalische Hydrolyse;
Bahn 2, (1) fur 2 h; Bahn 3, Referenz-RNA; Bahn 4, Hydrolyse durch RNase T; (G-
speazfisch); Bahn 5-6 RNA (1), Bahn 5, (1) fur 2 h, Bahn 6, Referenz-RNA; Bahn 7-10
RNA (3), Bahn 7, dkalische Hydrolyse; Bahn 8, (1) fur 2h; Bahn 9, Referenz-RNA;
Bahn 10, Hydrolyse durch RNase T (G-spezifisch);
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Unter den UHdichen Bedingungen wurde das Peptid-Cyclen-Konjugat | mit der verénderten
TAR-RNA (3) eingesetzt und elektrophaetisch urtersucht. Als Vergleich wurden de
beiden anderen RNA’s (1, 2 mit dem Peptid | und jeweills T; und Referenz-RNA
aufgetragen.

Die agentlich hier zu erwartende RNA-Spaltung blieb jedoch aus (Bahn 8. Die enzige
Spaltung zeigte das Peptid-Cyclen-Konjugat | mit der TAR-RNA (1). Durch de
Einfuhrung der neuen Uridin-Basen stellten sich dem Cyclen zwei einzelstrangige Uridine,
die auch einen freien Zugang aufgrund cer loop-Sruktur zulassen. Uber die tatsadliche
Tertiarstruktur der neuen RNA, die sich aufgrund der neuen Basenpaaung verandert haben
muf3, konne jedoch keine Aussage gemadt werden. Die Uridinbasen konrten sich auch so
angeordnet haben, dal3 ein Zugang fur das Cyclen urmoglich ist. Durch seine freien
Guanidinium-Gruppen ist das Peptid fest an der RNA verankert und ist nicht vollends
flexibel.

Die Verwendurg der neuen RNA hat zu keiner Klarung der Uridinspezifitdt beigetragen,
vielmehr wirft sie noch mehr Fragen auf, die durch de enfachen Methoden der
Elektrophaese nicht geklart werden konren. Dald de Spatung des Peptid-Cyclen-
Konjugats | von der Tertidrstruktur abhéngt, lief3e sich duch andere Cyclenderivate
beweisen, de an urterschiedlichen Stellen der RNA koordinieren kdnren undsomit nicht
fest verankert sind. Wirde es gelingen, ein Cyclenderivat zu finden, welches sch einen
einffachen Zugang zur loop-Region werschaffen kann und dot weitgehend am Uridin
koordiniert und spaltet, so ware die Uridin-Spezifitdt und de Abhdngigkeit des Peptides
von cer Tertiarstruktur gekléart. Esmuf3 dann reben der RNA (1) auch die Uridin-Basen der
RNA (3) erkennen kdnren. Die Seitenkette mit der Guanidiniumgruppe darf nicht zu lang
sein, damit das Cyclenderivat die Chance hat, sich dem Uridin der loop-Region zu ndhern,
ohre vorher eine Koordination mit den Phospharsdurediestern urterhalb der loop-Region
der RNA enzugehen. In Kapitel 6.4 (Uker die synthetischen Ribonwclessen wird
vornehmlich auf diese Uberlegung eingegangen.

Zuvor sollte noch gekléart werden, wo das Cyclen-Peptid-Konjugat sitzt und wie fest seine
Bindurgskonstante ist. Durch Verdauungsexperimente mit Ribonuwcleasen, de definiert
hinter bestimmten Basen schneiden, gelingt es, Aussagen Uber die Position des Peptides zu

treffen.
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6.3.6 Verdauungs-Experimente, Footprints

Die enfadchsten Ansatzpunkte, die die Elektrophaese fur die Erkennurg der Koordination
einer Verbindurg mit der RNA bieten kann, sind Verdauungsexperimente. Hierbei wirken
verschiedene Ribonwleasen auf die RNA en. Anschliel3end werden de Spaltungen
untersucht. Dabei ist es wichtig, die Ribonucleasen gezielt zu wahlen.

Die bisher eingesetzte Ribonclease T, zeigt eine typische G-Spezifitét, d. h.sie schneidet
nach jedem G bevorzugt bel ungepaaten Nucleotiden. Genauso existieren dverse andere
Ribonwcleasen, de gezielt fur bestimmte Spatungen eingesetzt werden konren. Fir die
Verdauungsexperimente werden nun reben T, auch Vi, B und Phy M verwendet. V; zeigt
eine typische Spezifitét fir gepaate Basen-Regionen, wahrend B bevorzugt nach jedem U
und C schneidet und Phy M an den Basen U und A wirksam ist. Damit sollte der Bereich
an Nucleotiden fur die Erkennurg abgededt sein.Wenn nun @s Peptid | mit der RNA
einen Komplex eingeht und sich an bestimmte Regionen setzt, konren dat die
Ribonwleasen nicht mehr ihre Arbeit verrichten. Sie schneiden nu noch dat, wo ihnen
der Zugang gewahrt ist. Als Vergleich 1&% man immer die RNA alein mit der
Ribonwlease reajieren, damit auch de agentlich erreichbaren Schnittstellen ermittelt
werden konren. Durch das Ausbleiben einiger Spaltungen kann dann de Position des
Peptides an der RNA festgestellt werden.

In Abb. 6.15sind alle Schnittstellen der verschiedenen Ribonuwcleasen an der RNA (1)
eingezeichnet. Wie mit Blick auf diein Abb. 6.16 drgestellten Ergebnisse festzuhalten ist,
lasen sich in der Reditdt die Spezifitdten der Ribonwcleasen nicht immer richtig
ausnutzen. So hat Phy M trotz seiner U- und A-Basen-Spezifitét in der loop-Region rach
jedem G und in der bulge-Region reben den beiden U's auch nach dem C (Abb. 6.15
geschnitten. Das hatte jedoch keine negativen Folgen, zumal so der wichtigste Bereich
ganzlich abgededkt wurde. Schwieriger zu beurteilen war die Stamm-Region. V; schien
bevorzugt mit den einzelstréngigen Basen zu interagieren, wobei hier alerdings keine
Spezifitét zu erkennen war. In Anwesenheit des Peptides waren kaum Schnitte ekennbar,
was eher an der Wirkungslosigkeit von V; liegen dirfte ds an der totalen Abdedkung der
RNA durch das Peptid.
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Abb. 6.15 Darstellung der méoglichen Schnittstellen der Ribonucleasen T, (G-spezifisch), Vi
(spezialisiert auf gepaarte Basen), B (U- und C-spezifisch) und Phy M (U- und A-spezifisch)

Bel genauer Untersuchung der Footprint-Experimente zeigten T, und Phy M, dal3 der
Bereich der Basen G3, und Gs3 abgededkt ist. T; gelang trotz der Anwesenheit des Peptides
die Spaltung nach den G's (26, 29 in der oberen Stamm-Region, was darauf hinweist, dal3
das Peptid sich auf der gegentberliegenden gepaaten Basenregion kefinden mufde. B
bestétigte wiederum den frelen Zugang zu den Basen Us;, Cszo und Cyg, was bei
Betrachtung der Tertiarstruktur der RNA logisch erschien. Der bulge-Bereich konrte nur
von Phy M eindeutig identifiziert werden. Die Ribonwclease schnitt vor Uz, Coq und Uss.
Die Schnitte verschwanden jedoch, wenn de RNA zuvor mit dem Peptid besetzt wurde.
Aus den so zusammengetragenen Ergebnisen war es moglich, de Angriffspunke des
Peptides einigermal3en genau vorherzusagen. Aufgrund der mit den Ribonuwcleasen
erhaltenen Ergebnisse kann festgehalten werden, dal3 de bulge-, sowie die loop-Basen von
A35-Gs, und letztlich de éne obere Stamm-Seite von G3s-Czg durch de Bindurg des
Peptides an der TAR-RNA belegt wurden (Abb. 6.17).
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Abb. 6.16: Footprint-Experimente mit den Ribonucleasen 7, B, Phy und 4.
RNA-Konzentration: 0.113uM; Peptid-Konzentration 185.7uM: Bahn 1, dkalische
Hydrolyse; Bahn 2, () fir 2h; Bahn 3, T, (G-speafisch); Bahn 4, (1) + T;; Bahn 5, B
(U- und C-speizfisch); Bahn 6, (I) + B; Bahn 7, Phy (U- und A-spezfisch); Bahn 8, (1)
+ Phy; Bahn 9, 4 (gepaarte Basen), Bahn 10, (I) + ¥/ Referenz-RNA.
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Abb. 6.17 Darstellung der Tertidrstruktur der TAR-RNA. Der graue Bereich gibt die

mutmallichen Bindungsstellen des Peptides an

Der untere Stamm-Bereich konrte nicht untersucht werden, wobei er fur die Klarung der
Spaltung auch keine Rolle spielt. Durch de fast exakte Erkennurg des Aufenthaltsortes des
Peptides lield sich de Spatung des Peptid-Cyclen-Konjugates | leichter erkldren. Wie
beschrieben wurde, bindet die Guanidiniumgruppe des Arginin 52 in der bulge-Region.
Welche Arginin-Einheit des Konjugats hier fir die Bindurg in der bulge zustandig ist,
konnte durch diese Methoden nicht festgestellt werden. Das Peptid schien sich den
kirzesten Weg zum Uridin, duch Koordination an der oberen Stamm-Region und @&m
einen Teil der loop gesucht zu haben, so dal3 das Cyclen nach gentigend Spielraum fir die
Interaktion mit der Uridin-Einheit hat. Dies wirde auch erkléren, warum das Sedhsmer-
Peptid-Konjugat Il nicht zu einer Spaltung fuhrt. Erstensist nicht zwingend, da3 Glkerhaupt
ein Arginin in der bulge-Region kindet und zweitens ist durch die Kettenverkirzung kein

Zugang zu dem Uridin mehr gegeben.
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6.3.7 Filter-binding assays (Dot-Blot), Bestimmung der Komplexkonstante des Peptid-
Cyclen-Konjugats (1)

Mittels einer Dot-Blot-Apparatur wurde versucht, die Komplexkonstante des Peptid-
Cyclen-Konjugats | zu ermitteln. Dabei wurden jeweils 12 Versuche mit verschiedenen
Konzentration des Peptides | und Il bel konstanter RNA-Konzentration (36 nM)
angesetzt. Nach 30 Minuten Inkubeationszeit bel RT sollte sich der Komplex zwischen den
Peptiden und @& RNA gebildet haben, so dald de Proben aufgetragen wurden. Mit
abnehmender Peptidkoreentration nrashm auch de Bildung des Komplexes ab, was an der
Intensitdtsabnahme der Spots auf der Nitrozellulose-Membran, de hier als Filter diente, zu
beobachten war. Im Gegensatz dazu mulde eer die Intensitdt der RNA auf der
darunterliegenden Nylon-Membran zunehmen.

In den Abbildungen 6.18 und 6.1%ind de Filme der Dot-Blots wiedergegeben, wobei
Abbildung 6.18 d&n Komplex auf der Nitrozellulose-Membran und Abbildung 6.19 de
durch das Peptid nicht gebundene RNA auf der Nylon-Membran enthédlt. Die obere Reihe
zeigt die 12 Versuche mit dem Peptid-Cyclen-Konjugat | bel konstanter RNA- und
abnehmender Peptid-Konzentration. Die untere Reithe enthélt zum Vergleich bei gleichen
Konzentrationen das Peplidl ohne Cycleneinheit.

Neben der densitometrischen Quantifizierung der Resultate kann de Auswertung auch
visuell erfolgen. Abbildung 6.18 amonstriert durch de Schwérzung der Dots 1-6 de
Anwesenheit des Komplexes, wahrend Dot 7 duch de Intensitétsabnahme deutlich an
Komplexstabilitét verliert. Fir eine exakte Auswertung reichte hier die visuelle
Betrachtung nicht mehr aus. Mit Hilfe der densitometrischen Quantifizierung wurde die

Intensitat der Dots bestimmt und in einer Graphik aufgetragen (Abb. 6.20).
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Abb. 6.18 Darstellung der Dot-Blots mit Ansicht auf die Nitrozdlulose-Membran.
Die Spots zeigen den Komplex von Peptid und RNA, der auf der Nitrozdlulose-
Membran aufgefangen wird. RNA-Konzentration: 36 nM;

Obere Relhe: Peptid-Cyclen-Konjugat (I) mit den Konzentrationen 1. 89.2uM; 2.
44.6 uM; 3. 22.3uM; 4. 8.9uM; 5. 4.46uM, 6. 2.23uM; 7. 892nM; 8. 446nM, 9.
89.15nM; 10. 8.92nM; 11. 892pM; 12. Referenz RNA. Untere Reihe: Peptid (Il ) mit
den Konzentrationen 1. 89.2uM; 2. 44.6uM; 3. 22.3uM; 4. 8.9uM; 5. 4.46uM, 6.

2.23uM; 7. 892nM; 8. 446nM; 9. 89.15nM; 10. 8.92nM; 11. 892pM; 12. Referenz
RNA.

000000
e 000000

Abb. 6.19 Darstellung der gleichen Dot-Blots mit Ansicht auf die Nylon-Membran.
Die Spots geben die RNA, die keinen Komplex mit dem Peptid eingegangen ist und
auf der Nylon Membran aufgefangen wird, wieder. RNA-Konzentration: 36 nM;

Obere Reihe: Peptid-Cyclen-Konjugat (I) mit abnehmender Konzentration des
Komplexes und Zunahme der RNA-Konzentration. Untere Reithe: Peptid (11l ) mit

gleichen Konzentrationen (siehe Abb. 6.18).
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Abb. 6.20 Die Graphik gibt die Intensitdten des Komplexes der Dots 1-8 auf der
Nitrozellulose-Membran wieder. Die schwarze Linie zeigt den Kurvenverlauf des Peptid-

Cyclen-Konjugats | und die graue den des Peptides Il

Zwischen den Dots 6 und 7 konte auch nach der densitometrischen Quantifizierung noch
gentigend Komplex nadgewiesen werden. Beide Peptide zeigten dhnliche Resultate, so
dal3 das Cyclen keine zusatzliche Stabilisierung bewirkt.

Die Komplexkonstante wurde nach der Ermittlung der Konzentrationen, de fur die
Bildung des Komplexes zustéandig waren, nach dem Massenwirkungsgesetz bestimmt. Fir
die Komplexkonstante wurde somit ein Wert von K = 1.3 uM berechnet.

Die Bindurgskonstanten des Tat-TAR-Komplexes liegen bei 6-12 nM (Weeks, Calnan und
Frankel),?*?” wobei der Komplex sich auf 59 Basen und 86Amincséuren bezieht und
deswegen eine hohere Bindurgsaffinitdt besitzt. Als weiterer Vergleich dent die
Bindurgskonstante des Argininamids (K = 3 uM, Tao und Frankel).?” Beide Komplex-
konstanten zeigen, dal3 de Werte fur den Neunmer-Peptid-Komplex im akzeptablen

Bereich liegen und somit einen stabilen Komplex ausmachen.
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6.4 Spaltung der HIV-1-TAR-RNA durch synthetische Ribonucleasen

Die gemal3 Kapitel 4 synthetisierten kirstlichen Ribonwleasen wurden nach den RNA-
Modelltests in Kapitel 5 auch drekt an der TAR-RNA getestet. Wie tblich erfolgte die
elektrophaetische Durchfihrung mit einem 20 %-igen Polyaaylamidgel und
anschlief}ender Detektion mit CDP-Star. Auch hier wurden de Verbindurgen zwei
Stunden mit der TAR-RNA (1) bei RT inkubiert.
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Abb. 6.21 Polyacrylamid-Gelelektrophorese, Spaltversuche an der 31mer-RNA (1)
durch die synthetischen Ribonucleasen 15, 20, 24, 28, 43ind das Dimer mit der
Konzentration 1.67 mM. RNA-Konzentrationen: 0.135 pM.

Bahn 1, dkalische Hydrolyse; Bahn 2, Peptid-Konjugat (1) ftr 2h; Bahn 3, Dimer flr
2h; Bahn 4, (15) fur 2h; Bahn 5, (24) fur 2h; Bahn 6, (28) fur 2h; Bahn 7, (36) fur 2h;
Bahn 8, (43) fur 2h; Bahn 9, T; Bahn 10, Referenz-RNA
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Die Verbindurgen wurden als erstes ohre Metall getestet, damit auch hier im Fall einer
Spaltung die dfektive Wirkung des Cyclens herausgestellt wurde. Tatsadlich spaltete die
Verbindurg 15 neben dem Peptid | mit gleicher Effizienz die TAR-RNA und auch an
gleicher Stelle. Alle aderen Verbindurgen zeigten jedoch keine hydrolytischen
Eigenschaften an der RNA. Wieso schneidet gerade diese Verbindurg? Zum Uberblick

wurden in Abb. 6.22 alle Verbindungenfgelistet.

Abstand: 2 Abstand: 2 Dimer
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Abb. 6.22: Uberblick (iber die synthetischen Ribonucleasen und deren Abstand von Cyclen

zur koordinierenden Gruppe (Guanidinium- oder Aminogruppe) in Atomen
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Aufféllig ist, dal3 nu Verbindurg 15 mit der kirzesten Seitenkette die hydrolytischen
Eigenschaften besal3, wahrend de Verbindurgen 20 oder 43 mit nur vier Atomen mehr in
der Seitenkette keine Wirkung mehr zeigten. Selbst das dem potenten Anti-HIV-Wirkstoff
JM2763% ahnliche Dimer zeigte keinerlei Spalteigenschaften.

In Kapitel 4 wurde bereits erwahnt, dald aufgrund deser Spalt-Ergebnisse der Verbindurg
15 die Darstellung weiterer Cyclenderivate mit dhnlicher Struktur undgleicher Kettengrofe
notwendig ist. Es wurde deshalb versucht, das Serin- und Glycin-Analogon der Verbindurg
15 darzustellen. Die Schwierigkeiten der Darstellung sind bekannt, weshalb nu die
Verbindurg 16, die nicht guanidierte Verbindurg (ansonsten identisch mit 15) getestet
wurde. Weiter wurde versucht, das Glycinderivat 35 das nach der MALDI-TOF
Untersuchung nicht ganz rein vorlag, zu testen. Beide Verbindurgen weisen den gleichen
Abstand von Cyclen und koodinativer Gruppe vor, nur besitzt das Glycinderivat keine
Hydroxyfunktion.

Gleichzeitig sollten de Verbindurgen nachmal als Metallkomplex getestet werden. Wie
bereits berichtet wurde, hat sich Cobalt (lll) as shr gutes, gerade mit Cyclen
komplexierendes, Metallkation erwiesen,'® weshalb es hier zum Einsatz kommt Der
Nag[Co" (CO5)3]**" Cobalt(lll)-Komplex wurde durch Reduktion des Cobalt(11)-Chlorids
mit Wasserstoff peroxid und0.9v1 Natriumhydrogencarboret-L 6sung hergestellt. Der griine
Cobalt-Carboret-Komplex war in  Wassxr schwer l6dich, weshab  der
Nag[Co" (N4)(H20);] Komplex in situ hergestellt werden mufe. Der Cobalt-Carboret-
Komplex wurde mit dem Cyclenderivat aquimolar eingesetzt und in Gegenwart von
Wassr ca 20 Minuten auf 55°C erhitzt. Der zuvor griine Carborat-Komplex féarbte sich
rosa bis violett, ads das Cobadt vom Cyclen komplexiert wurde. Dieser
Nag[Co" (N4)(H20),] Komplex ist wassrléslich und lann rach dem Abzentrifugieren der

Carbonate sofort eingesetzt werden.

195G, J. Bridger, R. T. Skerlj, S. Padmanabhan, D. ThodoB®rg. Chem1996 61, 1519-1522.
18R Hettich, H.-J. Schneidel, Am. Chem. Sot997, 119, 5638-5647.
M. Komiyama, Y. Matsumoto, H. Takahashi, T. Shiiba, H. Tsuzuki, H. Yajima, M. Yashiro, J. Sumaoka,
J. Chem. Soc. Perkin Trans1998 691-695.
J. H. Kim, J. ChinJ. Am. Chem. So&992 114, 9792-9795.
197H. F. Bauer, W. C. Drinkard, Am. Chem. So&96Q 82, 5031-5032.
0. Schrake, mindliche Mitteilung, Institut fir Organische Chemie, Uni Hannover.



12C 6. Theoretischer Teil : Gelelektrophorese

w

N

®
fy

Abb 6.23 Polyacrylamid-Gelelektrophorese, Spaltversuche an der 31mer-RNA (1)
durch die Cyclenderivate 15, 16,und 35 mit und ohne Co(lll )-Komplex. Konzentra-
tion der Verbindungen 1.67 mM. RNA-Konzentrationen: 0.135 pM.

Bahn 1, dkalische Hydrolyse; Bahn 2, (15) fur 2h; Bahn 3, (15) + Co(lll ) fur 2h;
Bahn 4, (16) fur 2h; Bahn 5, (16) + Co(lll' ) ftr 2h, Bahn 6, (35) fur 2h, Bahn 7, T (G-
spezifisch); Bahn 8, Referenz-RNA
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Interessanterweise wurde durch den Cobalt-Komplex die Spaltung total unterdriickt. Dies
bestdtigen de Ergebnisse der Zink- und Europium-Peptid-Cyclen-Komplexe. Welcher
Effekt hinter dieser Inhibition stedt, konrte bisher noch nicht geklart werden.
Vermutungen tendieren zu einer Dimerisierung des Metall kation mit zwei Cyclenderivaten.
Hier kbnnte a@ne Rontgenstruktur Abhilfe leisten, de &er aufgrund der schwierigen
Kristallbildung im Rahmen dieser Arbeit nicht angefertigt werden konnte.

Ferner ist gemal3 Abb. 6.22auffdlli g, dal3 Verbindurg 16, das freie Amin, nach intensiver
spaltet as Verbindurg 15, obwohl die Struktur beider Verbindurgen identisch ist. Die
Aminofunktion scheint hier die Spaltung bessr zu katalysieren als eine Guanidinium-
gruppe.

Aussagen Uker die Effizienz der Spaltung durch de Verbindurgen 15 und 16 kénren hier
nicht gemadit werden, dagegen sollte die Uradl-Spezifitdt, die sich immer wieder
bemerkbar macht, leicht nachzuweisen sein.

Betrachtet man Abb 6.21genauer, so wird auf Bahn 4ein weiterer weniger intensiver Spot
sichtbar. Es handelt sich hier um die Base Uys aus der bulge-Region. Das U3 nicht so
leicht gespalten werden kann, wurde engangs <hon lerichtet. ES bildet mit dem
Basenpaa A,7undUszg eine Basentriple Interaktion. Auch dieses Resultat weist wieder auf
eine bestimmte U-Spezifitat fur ungepaarte Basen hin.

Als erstes werden de beiden hydrolytisch aktiven Verbindurgen 15 und 16 an den beiden
anderen RNA’s (2, 3 getestet. Wie bisher wurden die Verbindurgen auf ein 20 %-iges
Polyaaylamidgel aufgetragen und Uler die nichtradioaktive Methode mit CDP-Star
detektiert, sowie auf Fotofilm entwickelt.

Sehr bemerkenswert ist das Ergebnis dieser Versuche. Tatsachlich konrte ane Uridin-
Spezifitdt fur beide Ribonuwleasen nadhgewiesen werden. Wie bisher zeigten beide
Ribonucleasen einen intensiven Schnitt zwischen Uz, und Gz, bei der RNA (1), wobei die
Spaltung wie awartet in Gegenwart der RNA (2), die die vertauschte Base A gegen U
besitzt, ausbleibt. Anders verliefen de Spaltungsreaktionen mit der RNA (3), die durch
einen Basenaustausch drel aufeinander folgende Uraale besitzt. Die loop-Region ist
aufgrund einer zusétzlichen Basenpaaung um zwei Basen kleiner, was eine Verdnderung
der Tertiarstruktur der RNA mit sich flhrt.

Beide Verbindurgen schneiden de zwei ungepaaten Uradle in Folge. Die Schnitte sind

nicht ganz so effektiv und weisen Intensitétsunterschiede vor. Das dritte Uraal Usp zeigt
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einen leichten Schnitt, was aufrund der schwer hydrolysierbaren Basenpaaung nicht weiter
verwunderlich ist.

Aufgrund der dichten aufeinanderfolgenden Schnitte, was sch besonders bel T; und der
alkalischen Hydrolyse bemerkbar madite, konrte unter der bisherigen Durchfihrung der
Gelelektrophaese keine exakte Analyse des Gels gattfinden. Erst ein 15%-iges Gel zeigte

eine bessere Auftrennung der Basen (Abb. 6.24).
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Abb 6.24 Polyacrylamid-Gelelektrophorese, Spaltversuche an der 31mer-RNA (3)
durch die Cyclenderivate 15 und 16. Konzentration der Verbindungen 1.67 mM.
RNA-Konzentrationen: 0.135 uM.

Bahn 1, T; (G-speafisch); Bahn 2, (15) fur 2h; Bahn 3, Referenz-RNA; Bahn 4,
alkalische Hydrolyse;

Durch de Herabsetzung der Acrylamidkorezentration konrie das Laufverhalten der RNA-

Spaltsticke verandert werden, was eine gute Basis fur die RNA (3) war.
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Aufgrund der nicht auftretenden Spaltung mit den Verbindurgen 15 und 16 wurde auf eine
weitere Abbildung der Ergebnisee mit der RNA (2), in der die Position Usz; gegen As;
getauscht wurde, verzichtet. Wie ewartet zeigte keine der Verbindurgen eine
hydrolytische Eigenschaft in Bezug auf die Base Adenin, was wiederum die Uradl-

Spezifitat bestéarkte.

Als weiterer Beweis fur die Uradl-Spezifitdt wurde ene RNA gesucht, die in der loop
Region ein oder mehrere gut zugangliche Uradle vorzuweisen hat. Durch einen Artikel
von D. J. Patel et al. die die Bindurg des HIV-1 Rev-Peptides an der RRE-RNA (Rev
respors element) untersuchten,*®® wurde die Aufmerksamkeit auf die 35mer RRE-RNA
und eine &mnliche 27mer RNA (Abb. 6.25 gerichtet. Beide RNA Tertidrstrukturen zeigen

gut zugangliche Uracile in d&op-, als auch in ddbulgeRegion.

, UG, GUg
5 GGUGUCU  GA -,
3 CCACAGG — CU U
25 20 AG
27-mer RNA
5 G_A 10 ']

5 GGCUG CUC— GUACU U

' C
3 %CGAC@} AAGA%}GU CAgGG

35-mer RRE RNA

Abb. 6.25: Darstellung der 35mer RRE-RNA und einer &hnlichen 27mer RNA

198 K. Ye, A. Gorin, R. Frederick, W. Hu, A. Majumdar, W. Xu, G. McLendon, A. Ellington, D. J Patel,
Chemistry & Biologyl999 6, 657-669.
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Neben der Funktion des Tat-Proteins kontrolli ert auch das Rev-Protein de Regulation des
viralen Replikationscyclus. Die Wirkungsweise des Rev-Proteins ist dem Tat-Protein sehr
ahnlich. Das Protein verflgt ebenso Uber eine kurze Arginin-reiche Peptidsequenz (17
Aminosauren), die an der RRE-RNA bindet.

Da die in Abb. 6.25 gezeigten RNA’s nur fir den Nadweis der Uridinspezifitét
herangezogen werden sollen, wird im Rahmen deser Arbeit nicht néher auf die Rev-RRE
Interaktion eingegangen. Vielmehr interessert hier die Tertiarstruktur der 27mer und 35

mer RNA und somit der Zugang zu den ungepaarten Regitwmgnupdbulge).

Abb. 6.26zeigt die loop-Region, einen Tell der Tertidrstruktur der 27mer RRE-RNA,
sowie den guten Zugang zu den Pyrimidin-Basen U;3 und Uye. FUr die Verbindurgen 15

und 16 ist somit eine hohe Spaltmoglichkeit gewahrleistet.

Abb. 6.268 Darstellung der loop-Region der 27mer RRE-RNA. Bei der nach oben ragenden

Base handelt es sich um {5, wahrend U etwas nach hinten zeigt

Zuerst wurde die hydrolytische Aktivitdt der Verbindurg 15 an der kirzeren 27mer RRE-
RNA getestet. Verbindurg 16 wurde hier noch verwendet, zeigte sich jedoch nicht mehr
effektiv genug und wurde deshab in weiteren Versuchen vernadiléssgt. Aufgrund cer
unterschiedlichen Grofe beider Aptamere wurden die Versuche bel zwei unterschiedlichen
Acrylamidkorzentrationen (15 %- und 20%-igen Gel) durchgefihrt. Die Durchfihrung

erfolgte analog der zuvor beschriebenen Spaltungsreaktionen.
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Abb 6.27 Polyacrylamid-Gelelektrophorese, Spaltversuche an der 27mer-RRE-RNA
durch die Cyclenderivate 15 und 16. Konzentration der Verbindungen 1.67 mM.
RNA-Konzentrationen: 0.135 pM.

Bahn 1, dkalische Hydrolyse; Bahn 2, (15) fur 2h; Bahn 3, (16) fur 2h; Bahn 4, T, (G-
spezifisch); Bahn 5, Referenz-RNA.

Das Gel in Abb. 6.27zeigt eindeutig, dal3 Verbindurg 15 beide Uradle in der loop-Region
schneidet. Selbst U1g, das eigentlich gepaat vorliegen sollte (Bahn 2), wurde geschnitten.
Einen schwaden Schnitt kann auch de bulge-Region an Ug verzeichnen. Neben der
effizienten Spaltung der Verbindurg 15 scheint Verbindurg 16 offensichtlich keine
Spaltqualitdten mehr zu besitzen.

Auffallig sind reben den starken Spaltungen am Uradl die éwas shwéaderen, erstmalig
an Cytosin (Cy5 und Cyg) autretenden Spaltungen. Vermutlich beschrénkt sich de Spezifitét
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der Verbindurg 15 nicht nur auf das Nucleotid Uradl, sondern algemein auf die

Pyrimidin-Basen, wobei die Uracilspezifitat viel ausgeprégter zu sein scheint (Abb. 6.28).

I /
UG |, Gué

5 GGUGUCU  GA
3 CCACAGG — CU U&

m A

27-mer RNA

Abb. 6.28 Spaltstellen der Verbindung (15) an der 27mer RNA. Die Gr0f3e der Pfeile gibt die

Spalteffizienz wieder

Diese Vermutung kann im folgenden an der 35mer RRE-RNA Uberpruft werden. Fir ein
gutes Laufverhalten der RNA-Fragmente muf3 aufgrund des viel hoheren Basenanteil s der
RNA die Acrylamidkoreentration gesenkt werden. Das bereits bel der RNA (3) verwen-
dete 15 %-ige Gel ist hier gut geeignet.

Neben dem Uradl in der oberen bulge-Region kesitzt die 35mer RNA noch zwel weitere
Uracile in dedoop-Region. Desweiteren liegt noch ein Cytosin inldep vor.

Die Durchfiihrung des 15 %-igen Gels erfolgte analog dem 20 %-igem Gel. Verbindurg 16

wurde aufgrund der mangelnden hydrolytischen Aktivitat nicht mehr getestet.
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Abb 6.28 Polyacrylamid-Gelelektrophorese, Spaltversuche an der 35mer RRE-RNA
durch das Cyclenderivat (15). Konzentration der Verbindung 1.67 mM. RNA-
Konzentrationen: 0.135 yM (Bahn 2-4) bzw. 13.5 nM (Bahn 6-7).

Bahn 1, dkalische Hydrolyse; Bahn 2, (15) fur 2h; Bahn 3, T; (G-speafisch); Bahn 4,
Referenz-RNA; Bahn 5, dkalische Hydrolyse;, Bahn 6, (15) fur 2h; Bahn 7, T; (G-

spezifisch).

Verbindurg 15 schneidet in der oberen bulge-Region am U,z mit hoher Effizienz. Ferner
sind schwadhe Schnittein der loop-Region an C;7 undU;6 undam oberen Stamm an Ui, zu
erkennen. Die Effektivitdt der Spaltungen in der loop-Region ist aufgrund des grof¥eren
Basenanteil s der RNA schwer zu steuern (Variation der Gelkonzentration), so dal3 weder
T: noch Verbindurg 15 unter den hisher gegebenen Bedingungen ihre egentliche

hydrolytische Aktivitat an den fur sie spezifischen Basen wiedergeben kdonnen.
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Abb. 6.30 Spaltstellen der Verbindung (15) an der 35mer RNA. Die Grof3e der Pfeile gibt die

Spalteffizienz wieder

5 GGCUG

35-mer RRE RNA

Neben der starken Uradl spezifitdt konrnte auch bei der 35mer RNA wieder eine geringe
Tendenz zur Pyrimidinspezifitat aufgrund der Spaltung arigStgestellt werden.

Anhand funf verschiedener RNA's wurde nun de Pyrimidinspezifitét der Verbindurg 15
bewiesen, wobei sich de Spezifitdt hauptsadlich auf das Nucleotid Uradl bezieht. Diese
Wirkung konrte auch bei der Verbindurg 16 in den ersten Tests mit der RNA (1) und (2)
mit hoher Effizienz belegt werden. Beide Verbindurgen und kesonders Verbindurg 15
deuten auf eine neuartige Ribonuwclease hin, de vonihrer Spaltselektivitéat die Wirkung der

Ribonuclease B ubertrifft.
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6.5 Diskussion der Ergebnisse

Im kinetischen Teill (Kapitel 5) konnte anhand der synthetisierten Cyclenderivate unter
Verwendurg der RNA-Modellsubstanz HPNPP gezeigt werden, dal3 de Metall-Cyclen-
Komplexe nicht nur stabil sind, sondern auch de Hydrolyse von Phospharsaurediestern
beschleunigen. Besonders interessant ist das unterschiedliche Verhalten der Verbindurgen
bei verschiedenen pH-Werten. Alle Verbindurgen wurden as 1:1 Zink-Cyclen-Komplexe
auf ihre hydrolytische Aktivitét getestet. Die Ergebnise zeigten, dald mit zunehmender
Kettenlange und somit auch zunehmendem Abstand der Guanidiniumgruppe vom Cyclen
die hydrolytische Aktivitét der Verbindurgen abnimmt. Die Roll e der Guanidiniumgruppe
konnte dabei noch nicht geklart werden.

Auffallig war bel den Verbindurgen 20 und43 der gleiche pH-abhéangige Hydrolyseverl auf
mit einem Maximum bei pH 7. Nur der Abstand zwischen Guanidiniumgruppe und Cyclen
ist bei beiden Verbindurgen identisch, ansonsten zeigen de Seitenketten keine Analogie.
Dal} aber gerade die Guanidiniumgruppe bei diesen Verbindurgen fur den Abfal der
hydrolytischen Aktivitét zu holten und nedrigen pH-Werten verantwortlich sein mulf3,
beweist die um mehr als eine Zehnerpotenz hydrolytisch aktivere Verbindurg AL . Wie dle
anderen Verbindungen weist sie einen linearen Verlauf der hydrolytischen Aktivitat auf.
Was fur eine Wirkung der stabili sierende Effekt der Guanidiniumgruppe gerade bei den
unterschiedlichen pH-Werten auf die verschiedenen Verbindurgen hat und welche Effekte
Zzu den verschiedenen Hydrolyseverlaufen fihren, kann im Rahmen deser Arbeit nicht
mehr vollstandig geklart werden. Desweiteren liegt bisher keine Erklérung vor, warum die
Verbindurg AL als freies Amin eine viel hohere hydrolytische Aktivitat aufweist as
Verbindung43.

Im Hinblick auf die wichtigeren Spaltungsergebnisee an der TAR-RNA und de hydroly-
tischen Resultate an der Modell-RNA wurde auf eine weitere Klarung der Hydrolyse-
verlaufe jedoch verzichtet.

Obwohl der Zink-Cyclen-Komplex ausschlaggebend fur die Beschleunigung der Hydrolyse
der Modell-RNA HPNPPidt, versagte @ beim Einsatz mit der TAR-RNA ganzlich. Hier
schienen de Metallkationen eine Naherung der hydrolytischen Einheit an de RNA zu
verhindern. Uberraschenderweise zeigten de Cyclenverbindurgen 15 und 16 ohre
Verwendurg eines durch das Cyclen komplexierten Metallkations eine selektive und
effiziente Spaltung in der loop-Region der TAR-RNA zwischen den Basen Uz, und Gs;
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und in der bulge-Region an Us. In den folgenden Spaltungsregktionen konrte keine der
synthetisierten Cyclenderivate mit hydrolytischer Aktivitéat Gberzeugen, was vermuitlich auf
die Lange oder sogar die Struktur der Seitenkette zurtickzuftihren ist. Verbindurg 20, die
im Einsatz mit der Modell-RNA HPNPP eine sehr gute hydrolytische Aktivitdt vorweisen
konnte, zeigte keine Spaltung mit der TAR-RNA. Den Beweis fir die Effizienz der kurzen
Seitenkette, bzw. fur die Effektivitdt der Gber den Abstand von zwei C-Atomen
verlaufenden Guanidiniumgruppe, sollte die Untersuchung der Serin- und Glycinderivate
erbringen. Die Synthesen scheiterten jedoch im letzten Schritt durch de basische
Aufreinigung, wobei sich de leichte Hydrolysierbarkeit der Verbindurgen bemerkbar
machte.

Die agentlich anfanglich as gnthetische Ribonuwleasen ohre strukturspezifische
Erkennurgseinheit eingesetzten Verbindurgen 15 und 16 zeigten neben ihrer hohen
Effizienz die TAR-RNA in der loop und bulge-Region zu spaten, nach eine gewisse
Selektivitdt. Diese Selektivitat bezog sich auf die Pyrimidinbasen, insbesondere auf das
Nucleotid Uradl, was durch Tests mit verschiedenen RNA'’s, die in der loop- und bulge-
Region Uker mehrere Uraadl-Einheiten verflgten, nachgewiesen werden konrte. Dal3
Nucleotide im Einzelstrang aufgrund s in-line-Mecdhanismus besser gespalten werden
kénren, wurde bereits ausgefihrt. Somit wurden de asten zwe synthetischen
Ribonwcleasen generiert, die neben einer pyrimidinspezifischen Erkennurg insbesondere
die Spaltung von Uracil in verschiedenen einzelstrangigen RNA-Regionen ermoglichen.
Der Grund fur die dfektive Erkennurg des Nucleotides Uradl ist vermutlich de gute
Koordinationsmoglichkeit der Cycleneinheit am Uradl. Diese Selektivitat kam auch der
durch de Erkennurgseinheit spezifisch wirkenden Ribonuwclease, dem Peptid-Cyclen-
Konjugat |, zu Gute. Diese synthetische Ribonwlease, die die neun entscheidenden
Aminosduren des Arginin-reichen Tat-Proteins besitzt, zeigte eenfals eine
vielversprechende dfiziente Spaltung in der loop-Region zwischen Us; und Ggp. Durch
Verdauungsexperimente konnte gezeigt werden, dald das Peptid wie vermutet in der bulge-
Region kbndet und dinn entlang dem oberen Stamm bis zum Gz, der loop-Region
koordiniert. Das Konjugat | hat somit vermutlich die optimale Lange, um das Uradl zu

erreichen und effektiv zu schneiden.
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Das wére aich eine Begrindurg dafir, warum das Sechsmer-Peptid-Konjugat 11 keine
hydrolytische Aktivitét zeigte. Seine um drei Aminosauren kirzere Peptidkette reicht fur
eine Anlagerung des Cyclens an das entfernte Uracil demnach nicht aus.

Als weitere Beweise fir die Spezifitét konren de Spaltversuche mit veranderten RNA’s
gewertet werden. Nach Austausch der Base Uradl gegen Adenin konrte keine Spaltung
mehr festgestellt werden. Die Verdnderung der loop-Region duch Einfihrung von Us;
gegen G und Uz gegen C hatte @ne weitere Basenpaarung zur Folge und fihrte deshalb
auch zu einer Veranderung der Tertiarstruktur. Trotz der drei hintereinander folgenden
Uradle kam es bei Verwendurg des Peptid-Konjugats | zu keiner Spaltung. Da die
Verbindurgen 15 und 16 im Einsatz mit dieser verdnderten RNA vor jeder Uraadl einheit
hydrolytisch aktiv wurden, konrie die Veranderung der Tertidrstruktur als Motiv fur das
Ausbleiben der Spaltung mit dem Peptid-Konjughaerangezogen werden.

Die Frage, warum das Cyclen als Grundgertst so effektiv ist, konrte nach einigen
Versuchen auch geklart werden. Im sauren bis neutralem Zustand liegt das Cyclen
zweifach protoniert vor. Daraus a3t sich folgern, dald das Cyclen a's Ammonium- oder
sogar Bis(ammonium)spezies auftritt. Spaltversuche bel den pH-Werten 6, 7,8 und 9
bestétigten durch effektive Spaltungen der RNA bei den pH-Werten 6 und 7 undeher
schledhtere Spaltung bei pH 8 den Effekt der Bis(ammonium)spezies im Cyclen. Durch
diese Bis(ammonium)spezies wére auch eine gute Koordination mit den Sauerstoff atomen
des Uracils mdglich.

Die Hypothese der Bis(ammonium)-spezies wirde auch erkldren, warum neben der
Cytosin- gerade die Uraal spezifitdt so hach ist. Uraal bietet der Bis(ammonium)spezies

gleich zwei Sauerstoffatome zur Koordination an.
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6.6 Zusammenfassung und Ausblick

Die Aufgabenstell ung der vorliegenden Dissertation wurde eflllt. Es konrten synthetische
Ribonwcleasen entworfen und synthetisert werden, deren  molekularbiologische
Evauierung sowohl an der Modell-RNA HPNPPwie aich an der TAR-RNA des HI-Virus
hervorragende Spalteigenschaften belegte.

Unter Verwendury des 1,4,7,10Tetraazacyclododecans (Cyclen) als aktivem Zentrum, das
sich duch seine besonders gabile Komplexbildung mit verschiedenen Metall kationen
auszeichnet, wurde @ene kinstliche Ribonuwclease generiert. Diese wurde mit einer
spezifischen Erkennurgsequenz, einem Arginin-reichen Neunmer-Peptid versehen,
welches die basische Region des Tat-Peptids (Tatsg57) enthdt. Somit konrte diese sinnvdl
gewdhlte synthetische Ribonwclease die TAR-RNA als Ziel erkennen und dran hinden.
Die Peptideinheit war lang genug gewahlt, damit das hydrolytisch wirksame Cyclen-Gerlst
zur Uracil-Einheit defoop-Region gelangen und dort aktiv werden konnte.

Diese selektive Spaltung, diein der Lage wére, die Interaktion vonTat und TAR und somit
die Stimulation der Transkription von HIV-1 mRNA zu stéren, konrte Uberraschender
Weise nur in Abwesenheit jeglicher Metallkationen beobadtet werden. Vermutungen
gehen vielmehr von einer katalytisch aktiven Bis(ammonium)spezies des Cyclens aus, was
auch de dfektiveren Spaltungen bei pH 6-7 bestétigen. Eine Moglichkeit, die Hypothese
einer Bis(ammonium)spezies zu urtermauern, konrte das g/nthetisierte 1,4, 7Triazagyclo-
noran liefern, das ebenfalls mit dem Neunmer-Peptid gekoppelt wurde. Im protonierten
Fall besitzt das Nonan nu ein zentral liegendes Proton. Diese Verbindurg liefert keine
gute Koordinationsmdglichkeit durch das einfachprotonierte Nonan. Eine ausbleibende
Spaltung wirde die Vermutung der Bis(ammonium)spezies bestarken.

Die Bis(ammonium)spezies des Cyclens sheint dem Uradl eine gute Moglichkeit zur
Komplexierung zu liefern.

Gerade diese Eigenschaft madit sich auch bel den synthetischen Ribonwclessen ohre
strukturspezifische Erkennurgseinheit bemerkbar: Die guten Spaltergebnise der
Verbindurgen 15 und 16 deuten auf die fuhrende Rolle des Cyclens hin. Auch ohre die
vollsténdige Neunmer-Erkennurgseinheit konrte bereits eine gewise spezifische
Erkennurg erreicht werden. So wurden duch de Synthese der Tyrosinderivate 15 und 16
Ribonwcleasen generiert, die durch ihre unerwartete Pyrimidinspezifitét, speziell auf das

Nucleotid Uradl bezogen, einen Einsatz as Ribonwlease-Werkzeug fur die
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Sequenzanalyse ener RNA moglich erscheinen lasen. Sie sind ceutlich effizienter as die
kommerziell erhaltliche Ribonuclease B, die spezifisch Uracil und Cytosin schneidet.
Zusammenfasend sind zwei wesentliche Erkenntnisse festzuhalten: Eine synthetische
Ribonuclease mit Cyclengertst und spezifischer peptidischer Erkennurgseinheit spaltet in
Abwesenheit chelatisierender Metallionen selektiv die TAR-RNA des HIV-1 (Peptid-
Cyclenkonjugat 1). Dartberhinaus zeigen Cyclenderivate, die nur Tyrosin als verkirzte
Seitenkette tragen, ene Pyrimidinspezifitdt (insbesondere Uridinspezifitdt) der
hydrolytischen Cycleneinheit. Somit ergeben sich weitreichende Optionen fir
AnschluRarbeiten:

Durch Variation der Erkennurgseinheit mufde die Moglichkeit bestehen, andere RNA-
Sequenzen ausfindig zu maden, zu hinden und - sofern de RNA Uradl in
Einzelstrangregionen aufweist - dort auch zu spalten. Das Peptid as Erkennurgseinheit
mui3 so lang gewahlt sein, dal3 es eine Chance hat, das Uradl von der Bindurgsregion aus
zurloop- oderbulgeRegion erreichen zu kénnen.

Synthetische Ribonuwcleasen auf Cyclen-Basis kénnten somit nicht nur erfolgreich zur
Spaltung der HIV-TAR-RNA eingesetzt werden, sondern bieten auch das Potential fir eine

vielfaltige Ausweitung des Anwendungsgebietes.
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7. Experimenteller Teill

7.1 Allgemeine Verfahren

L sungsmittel und Chemikalien wurden nach den (iHichen Methoden®® gereinigt und
absolutiert. Tetrahydrofuran und Diethylether wurden Gber Natrium/Benzophenon urter
Stickstoff getrocknet und drekt vor Gebrauch destilli ert. Dichlormethan, N,N-Dimethyl-
formamid und Triethylamin wurden Uber Calciumhydrid urter Stickstoff absolutiert und
nadh der Destill ation Ulker Molsieb gelagert. Methanol wurde mit Magnesium und Ethanal
mit Natrium absolutiert. Fir die kinetischen Mesaungen, sowie die Herstellung der Puffer
und Versuche fir die Elektrophaese wurde Wasser aus einer MILLIPORE-Anlage der
Firma Waters verwendet. Dunnschichtchromatographie: DC Alufolien der Firma Merck
des Typs Kieselgel 60 F,s4 (Schichtdicke 0.2 mm). Die Detektion erfolgte in der Regel
durch UV-Licht (254 mm, 356 mm). Als Anférbereggenzien wurden ein Cer(1V)-,
Dragendorf (nach Munier)- bzw. Bromkresolgriin-Tauchreagenz und Vanillin verwendet.
Saulenchromatographie: Kieselgel (Korngréfie 60-80 um) der Firma T. J Baker. Die
Trennung erfolgte unter leichtem Uberdruck und mit den angegebenen Laufmitteln.
L dsungsmittel fur die Chromatographie: Die verwendeten Lésungsmittel wurden vor
Gebrauch destilli ert. Es wurde Petrolether mit einem Siedebereich von 35T bis 65°C
verwendet.

Reversed Phase-Chromatographie im 100 mg-Mal3stab wurde mit RP18-Cartridgen der
FirmaWaters(Sep Pak Cartridges WAT051910) durchgefuhrt.

Schmelzpunkte werden in dem Schmelzpunkbestimmungsapparat nach Dr. Tottoli der
FirmaGallenkampgemessen. Die Werte sind nicht korrigiert.

Infrarotspektren: FT-IR-Spektrometer 580 odr FT 1710 ar Firma Perkin-Elmer. Die
Proben wurden as KBr-Prefdlinge, as kapill arer Film (Kap. Film) oder in CHCI3 gelost
gemesen. Die Waellenzahlen v charakteristischer Absorptionsbanden sind in cm™
angegeben. UV/Vis-Spektren wurden mit dem Zweistrahl-Photometer Modell UV-1601
der FirmaShimadzwurchgefuhrt.

1993) D. D. Perrin, W. L. F. Armarego, D. R. Perrin, Purification of Laboratory Chemicals, Pergamon Press,

Oxford, 1966;
b) M. Casey, J. leonard, B. Lygo, G. Procter, Advanced Practical Organic Chemistry, Blackie, Glasgow,
London, 1990
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'H NMR-Spektren: Modelle WP 200SY (200 MHz), AM 400 (400 MHZz) und AV S 400
(400 MHz) der Firma Bruker. Die verwendeten Feldstérken sind jeweil s angegeben. Die
Aufnahme der Spektren erfolgte bel Raumtemperatur und as Loésungsmittel dienten
CDCl3, D,O und CD30OD. Die demischen Verschiebungen sind in Einheiten der d-Skala
angegeben. Als interner Standard dente Tetramethylsilan (drys = 0.00 ppn). Die
Multiplizitét der Signale wurde durch folgende Abkirzungen angegeben: s = Singulett, d =
Dublett, t = Triplett, dd = Dublett vom Dublett, dt = Dublett vom Triplett etc., m =
Multiplett, weiterhin br fur breite Signale. Die Koppungskonstanten J sind in Hertz (Hz)
angegeben. Die angegebenen Protonenzahlen wurden elektronisch integriert.

Im Fale der stickstoffhaltigen Verbindurgen waren de Signale infolge des
Kernquadrupdmomentes des Stickstoffes oft verbreitert, was eine genaue Auswertung
(Bestimmung von Kopdungskonstanten/Spinsystemen) erschwerte bzw. urmoglich
machte.

13C-NMR-Spektren: Modelle AM 400 (100 MHZz) und AV'S 400 (100 MHz) der Firma
Bruker. Als interner Standard dente Tetramethylsilan (siehe oben). Die demischen
Verschiebungen der Signale wurden dem *H-Breitband-entkoppelten Spektren entnommen,
ihre Feinstruktur wurde durch Attached Proton Test-(APT)-Experimente oder mit DEPT-
Technik (90 ° und 135 °) bestimmit.

Massnspektren: Modelle MAT 312 (niederaufgel 6ste Spektren) der Firma Finnigan und
Autospec (hochaufgel0ste Spektren, MS-FAB) der Firma VG. Das lonisierungspotential
betrug 70 eV, und de Mesaungen erfolgten bel der jeweil s angegebenen Temperatur. Die
in Klammern gesetzten Prozentzahlen geben de Intensitéten der Peaks bezogen auf den
Basispek (I = 100 %) an. MS-FAB-Spektren wurden bel Raumtemperatur in m-
Nitrobenzylalkohol gemessen.

Elementaranalysen: Die Elementaranalysen wurden mit dem Gerdt CHN-Rapid der Firma
Heraeus im mikroanalytischen Labor der Universitdt Hannower durchgefuhrt. Bestimmt
wurden die Elemente Kohlenstoff, Wasserstoff und Stickstoff.

MALDI-TOF-MS : Kompakt Maldi 3 vorKratos Die Experimente wurden im positiven
Linear-high-Modus miti-Zimtsaure als Matrix durchgeftihrt. Die Matrix wurde mit einer

Mischung aus MeCN/0.1 proz. waldr. TFA (2:1) gesattigt.
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Potentiometrische Messungen wurden mit dem Titrino 716 und & kombinierten pH-
Glaselektrode 6.0233.100 & FirmaMetrohm bei 20 °C durchgefuhrt. Pufferldsungen (pH
3, 7 und 9) der Firmilerckzum Kalibrieren der pH-Glaselektrode.

Analytische Hochleistungsfliissgkeitschromatographie (HPLC) wurde mit folgendem
Aufbau durchgefthrt:

Séaule: NucleosilD 2504-5C;5-AB HPLC Séule der Firma Macherey & Nagel, Flul¥ate:
1.0 ks 2.0 ml/min (abhéngig vom Saulenhalter). Probenvolumen: 10 ul. Eluenten: 50mM
wal¥iger Natriumacedat/Essgsaure-Puffer pH 4.3, Aceonitril und Wasser (fur HPLC von
ACROS.

7.2 Beschreibung der Versuche

1,4,7,10-Tetraazacyclododecan (Cyclen) (1)

HN NH

HN  NH
_/

gH1eNG [172.28 g/mol]
79 KOH werden in 65 ml Isopropand geldst und auf 80°C erhitzt. 10 g Cyclensulfat
werden in 10ml Wasser gelost undin de heif3e Losung gegeben. Anschlief3end wird de
Losung 1.5 Stunden riuckflussert. Nachdem die Lésung auf RT gekommen ist, wird das
K>SO, abfiltriert. Der Ruckstand wird mit 20 ml Tolud versehen, am Rotationsverdampfer
etwas eingeengt und erneut mit 25 ml Tolud umkristallisiert. Dann wird tber 600 mg
Aktivkohle 15 min. rickflussert und Gler Kieselgur filtriert. Nachdem Waschen mit
Tolud werden lange weiRe Nadeln erhalten, de das Cyclen®®'® in reiner Form

wiedergeben. Die Ausbeute liegt bei 70 %.

N, N, N”"-Tri( p-tosyl)diethylentriamin (46)

199 verbesserte Vorschriften fiir die Darstellung des Cyclens: a) G. Herve, H. Bernard, N. Le Bris, J-J.
Yaouane, H. Handel, L. Toup@gtrahedron Lett1998 39, 6861-6864.
b) G. R. Weisman, D. P. ReddOrg. Chem1996 61, 5186-5187.
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"

N NH
Ts” _/ 'Ts
25H3108306S; [565.71 g/mol]
Die Darstellung erfolgt nach der Literaturvorschrift.2* Es wurde éne Ausbeute von 66%

erreicht.

1, 2-Di(p-tosyloxy)ethan (47)

TS\O‘ 47 oO— Ts

16H1806S2 [370, 45 g/mol]

Die Darstellung erfolgt nach der Literaturvorschrift.* Es wurde éne Ausbeute von 37%

erreicht.

1,4,7-Tri(p-tosyl)-1,4,7-triazacyclononan (48)

TsN  NTs

N,

Ts 4~g
»7H3d8306Ss [591.77 g/mol]
Die Darstellung erfolgt nach der Literaturvorschrift.’ Die Deprotonierung der beiden
Stickstoff atome der Verbindurg 46 kann bei der Cyclisierung auch durch Verwendurg von
Natriumethylat® erfolgen. Ein anderer erfolgreicher Weg zur Cyclisierung geht (iber das N,
N’, N”-Tri(p-tosyl)-diethylentriamin und ds entsprechende 1,2-Dibromethan ocder das 1,2

Di(mesyloxy)-etharf? Es wurde eine Ausbeute von 86 % erhalten.

1,4,7-Triazacyclononan Sulfat (49)
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HN NH
& ) *3/2H,S0,
NH
49
engaIgNg [23851 g/mol]

Die Entschiitzung erfolgt nach der Literaturvorschrift.®® Die Ausbeute liegt bei 76 %.
Neben dieser drastischen Methode kann dbs geschiitzte Nonan 48 auch tiker 3 Tage® bei
mind. 100T in H,S0O, gekocht werden. Zur voll stdndigen Entschiitzung kann auch HBr°
verwendet werden.
Als beste Methoce zur Uberfiihrung aus der Salz-Form in die reine Form 50 erweist sich

die Vorschrift des Cyclenk

1,4,7-Triazanonan-1,4-dicarbonsaure-di-tert.-butylester (51)

16H318504 [329.23 g/mol]
Da die Zweifachschitzung mit Boc,O scheiterte, wurde das 2-(tert.-Butoxy-
carbonyloxyimino)-2-phenylacetonitril (Boc-OX)verwendet.
65 mg (0.5 mmol) 1,4, 7Triazacyclonoran werden in 400pl AcetorvH,O (1:1) geldst und
259 mg (1.05 mmol) Boc-ON®* sowie 153 pl (1.1 mmol) EtsN werden dazugegeben. Die
Ldsung wird fur drei Stunden auf 65 °C erhitzt. Anschlief3end wird dreimal mit CHCl;
extrahiert, Gber NaSO, getrocknet und das Losungsmittel am Rotationverdampfer
abgezogen. Es folgt die sdulenchromatographische Reinigung MTB-E/ PE (1:5), spater EE.
Ausbeute: 140 mg (84 %) eines gelblichen Feststoffes.

10 3. M. Erhardt, E. R. Grover, J. D. WuektAm. Chem. So298Q 102, 6369-6370.
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3C-NMR:

IH-NMR:

MS:

(100 MHz, CDC}, TMS)

& = 29.38 (-, CHa), 48.17, 48.55, 48.9549.11, 50.4, 50.67, 51.24, 51.3,
52.43, 53.17, 53.3%53.91(+, NCH,), 80.56, 80.68(+, C(CHs)s), 156.62,
156.89 (+, CO)

(400 MHz, CDC}, TMS)

5=1.46(s, 184, CH3), 2.892.96(m, 4H, NCH,), 3.193.31(m, 4H, NCH,),
3.38-3.5 (m, 4H, NCH)

(RT)

m/z (%) 330 (M, 15.3), 273 (1.1), 256 (6.1), 199 (15.3), 156 (31.9)

7-Methoxycarbonylmethyl-[1,4,7]triazanonan-1,4-dicarbonséure-di-tert.-butylester

(52)

Boc\ / \ _Boc

&J

OCHs

19H358306 [401 .25 g/mol]

Zu dem im Kolben vorgelegten 6 ml Aceonitril und 183mg trockenem K,CO3; werden

unter Stickstoffatmosphére 336 mg (1.02mmol) des Boc-geschiitzten Nonans 51 gegeben.

Danad fugt man langsam 122.4 ul (1.33 mmol) Bromessgsauremethylester dazu. Die

Re&tion scheint nach einem Tag RuUhren bat RT vollkommen zu sein. Das

Red&ktionsgemisch wird nach dem Abfiltrieren am Rotationsverdampfer engeengt. Nach der

saulenchromatographischen Reinigung (EE/PE 2:1) erhdlt man 331 mg (81 %) eines

braunlich, klaren Feststoffes.

3C-NMR:

(100 MHz, CDC}, TMS)

& = 27.62(-, CH3), 49.4, 49.66, 49.91, 50.13, 50.4H).76, 50.92, 53.19,
53.53, 53.69, 53.78, 54.26, NCH,), 51.33(-, OCH3) 56.07(+, NCH,CO),
79.51, 79.65 (+, C(Chk), 155.68, 155.72 (+, CO), 171.18 (+, CO)
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'H-NMR: (400 MHz, CDC}, TMS)
& = 1.47(s, 18H, CHa), 2.8£2.9 (m, 4H, NCH,), 3.23.32(m, 4H, NCH,),
3.42-3.52 (m, 6H, NCBJ, 3.6 (t, 3H, OCH)
IR (CHCk): v =2978, 1738, 1681, 1461, 1415, 1367, 1250, 1160, 1102, 1031, 998 cm
MS: (70 °C)
miz (%) 402 (M, 14.1), 342 (34.1), 313 (6.8), 271 (18.9)

7-Carboxymethyl-[1,4,7]triazanonan-1.4-dicarbonsaure-di-tert.-butylester (53)

Bo / \ _Boc
C\N N~

Ly

53 o

OH

18H33830¢6 [387.24 g/mol]
Im Kolben werden 47 mg LiOH - H,O vorgelegt. Dazu gibt man 298mg (0.74 mmol) des
in 6.5ml MeOH/H,0 (3:1) gelosten Nonanderivates 52 und &3t die Losung funf Stunden
bei RT ruhren. Das Losungsmittedd wird nach dem Abfiltrieren des LIOH am
Rotationsverdampfer abgezogen und ar Rickstand wird in Dichlormethan gelost. Nach
Zugabe von 0.1N HCI extrahiert man dreimal mit Dichlormethan. Anschlief3end wird Uber
N&SO, getrocknet und uriter vermindertem Druck eingeengt. Nadh  der
sdulenchromatographischen Reinigung (EE spder EE/MeOH) wird ein weiler,
schaumartiger Feststoff erhalten.
Ausbeute: 277 mg (96%).

3C-NMR: (100 MHz, CDC}, TMS)
& = 28.58 (-, CHg), 47.84 49.15, 50.16, 50.56, 53.63, 53.78, NCH,),
50.84-, OCH3) 54.59+, NCH,CO), 80.81, 81.16(+, C(CHa)s), 155.61,
156.45 (+, CO), 157.67 (+, CO)

'H-NMR: (400 MHz, CDC}, TMS)
5= 1.47 (s, 18H, CH), 2.6-2.76 (m, 4H, NCPJ, 3.17-3.53 (m, 10H, NCH)
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MS: (140 °C)
m/z (%888 (M, 5.5), 331 (9.7), 314 (19), 257 (19.5), 230 (84.5), 214 (68.2)

1,4,7-Tri(benzyloxycarbonyl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecan (2)
Cbz,  /~—\ Cbz
N N

[, J

N N
cbz’ \_/ H
2
3oH38840g [57472 g/mol]

Die Synthese wurde nach einer literaturbekannten Vorschrift®® durchgefiihrt, wobei die
Ausbeute aif 65% gesteigert werden konrte. Durch effektives Riuhren, Kidhlen und

Verlangern der Reaktionszeit lafit sich die Ausbeute leicht optimieren.

1,4,7-Tri (tert.-butoxycarbonyl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecan (3)

BOC\ / \ ,BOC
N N

[, J

N N’
Boc” \__/ H
3
23H 448406 [47233 g/mO']
Die Synthese wurde nach einer literaturbekannten Vorschrift”® durchgefiihrt. Es wurde d@ne

Ausbeute von 74 % erreicht.

10-Methoxycarbonylmethyl-1,4,7,10-tetraazacyclododecan-1,4,7-tricarbonséuretri-

tert.-butylester (44)
Boc, /~—\ Boc
N N

L e
N N
Boc” \__/ \)kOCH3

44
26H 488408 [544.35 g/mol]
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Zu dem im Kolben vorgelegten 113ml Acetonitril und 3.47g trockenem K,CO3 werden
unter Stickstoffatmosphére 9.11 g (19.3 mmol) des Boc-geschiitzten Cyclenderivates 3
gegeben. Danad fugt man langsam 2.31ml (25.1 mmol) Bromess gsduremethylester dazu.
Die Reé&ktion scheint nach einem Tag Ruhren bei RT nicht ganz vollkommen zu sein.
Erhitzen auf 60 °C fuhrt zu einem schnellen Ende der Re&ktion. Nadh dem Abfiltrieren des
K>COzwird de organische Phase an Rotationsverdampfer engeengt. Nacdh der saulenchro-
matographischen Reinigung (EE) wird ein weil3er schaumartiger Feststoff erhalten.
Ausbeute: 10.56 g (100 %).

3C-NMR: (100 MHz, CDC}, TMS)
5=28.5, 28.74-, CHs), 47.05, 47.41, 47.77, 49.97, 5088 NCH,), 51.25
(-, OCHs) 53.64 (+, NCH,CO), 79.28,79.5 (+, C(CHa)s), 155.34, 155.81,
156.14, (+, CO), 171.1 (+, CO)

'H-NMR: (400 MHz, CDC}, TMS)
5=1.23(s, 18H, CHa3), 1.48(s, 9H, CHs), 2.9(brs, 4H, NCH,), 3.23.61(m,
14H, NCH), 3.68 (s, 3H, OCH

MS: (130°C)
m'z (%): 545 (M*, 29.3, 486(52.9), 472(3.5), 388(100), 371(22.9, 288
(16.1), 271 (45.5), 171 (75.8), 99 (35.4)

IR (CHCk): v =2980, 2933, 1734, 1681, 1459, 1417, 1367, 1250, 1163, 1045 cm

4-Carboxymethyl-1,4,7,10-tetraazacyclododecan-1,4,7-tricarbonsaure-tri-tert.-
butylester (45)

Boc\ / \ ,Boc
N N

([, J°
N N\)J\
Boc” \_/ OH
45
25H 468,408 [530.33 g/mol]
Im Kolben werden 52mg LiOH - H,O vorgelegt. Dazu gibt man 450mg (0.82mmol) des
in 7.3ml MeOH/H,0 (3:1) gelosten Cyclenderivates 44 und 183t die Losung 24 Stunden
bei RT rihren. Das Losungsmittel wird nach dem Abfiltrieren am Rotationsverdampfer
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abgezogen, und @ Rickstand wird in Dichlormethan gel6st. Nach Zugabe von 0.1N HCI
extrahiert man dreimal mit Dichlormethan. Es wird Ethanad bis zur Kl&rung der Lésung
zugegeben. Anschliefend wird Uber Na,SO, getrocknet und urer vermindertem Druck
eingeengt. Die sdulenchromatographische Reinigung (EE) liefert einen weil3en,
schaumartigen Feststoff. Ausbeute: 412 mg (94 %).

'H-NMR (400 MHz, CDC}, TMS)
5 = 1.44(s, 18H, CHs), 1.48(s, 9H, CHa3) 2.87 (brs, 4H, NCH,), 3.213.6
(m, 14H, NCH)

3C.NMR (100 MHz, CDC}, TMS)
5 = 28.39, 28.59-, CH3), 48.81, 49.91, 52.19, 54.3%, NCHy), 60.44(+,
NCH,CO), 79.72, 80.09 (+, C(Ght), 155.54, 156.15, 175.8 (+, CO)

MS: 170°C
m'z (%): 530 (M*, 4.1), 486(7.1), 430(11.9, 374(22.5, 330(100, 274
(20.2), 230 (15.1), 99 (57.4)

IR(CHCL): v = 2980, 2933, 1682, 1461, 1417, 1367, 1250, 1163, 1046 cm

N-(tert.-butoxycarbonyl)-L-tyrosin (4)
@) OH

HO NHBoc

C14H1oNOs [281.13g/mol]
Die Schiitzung des Amins wird &hnlich der Literaturvorschititturchgefiihrt.
Eine NaOH-Lsg. wird bai RT aus 837 mg (20.9 mmol) NaOH und 19ml H,O hergestellt.
In deser Losung werden urter Rihren 2 g (19 mmol) L-Tyrosin undanschlief3end 14.2ml
tert.-Butand geldst. Innerhalb einer Stunde werden dann 4.15g (19 mmol) Di-tert.-butyl-
dicarborat dazugegeben. Ein weil3er Niederschlag setzt sich wahrend der Zugabe & und
solite nach weiterem Ruhren Uber Nadht verschwinden. Die milchige Flussgkeit wird
zweimal mit MTB-Ether extrahiert. Danadch wird de organische Phase fiinfmal mit einer

gesédttigten NaHCOs-Lsg. gewaschen. Die kombinierten wéssrigen Phasen werden

M1M.E. Jung, T.J. Lazarovd, Org. Chem1997 62, 1553-1555
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vorsichtig mit KHSO,4 auf pH = 1-1.5 gebradit und zwei- bis vierma mit Ethylaceat
extrahiert. Abschlief3end wascht man de vereinigten arganischen Phasen zweimal mit H,O
und trocknet sie Uber N&SO,. Nadch Abziehen des Losungsmittels unter verminderten
Druck erh@lt man einen weif3en schaumartigen Feststoff, der ohne weitere Reinigung
eingesetzt werden kann.

Ausbeute: 3.4 g (87 %)

'H-NMR: (400 MHz, CDC}, TMS)
5 = 1.41(s, 9H, CHz), 2.83.08 (m, 2H, CHCH,), 4.364.57 (m, 1H, CH),
6.69 (d, 2H, J = 8 Hz, CH-aromatisch), 6.97 (d, 2H, J = 8 Hz, CH-
aromatisch)

3C-NMR: (100 MHz, CDC}, TMS)
5 = 28.273(-, CHs), 54.47 (-, CH), 60.58 (+, CHy), 80.6 (+, C(CHa)3),
115.63 (-, CH-aromatisch), 127.27 (+, Cq4-aromatisch), 130.46 (-, CH-
aromatisch), 155.02 (+,{8H), 156.08 (+, CO), 175.66 (+, CO)

IR(CHCL): v =3437,2982 1713, 1612, 1511, 1454, 1369, 1230, 1165, 1025 cm

N-(tert.-butoxycarbonyl)-D,L-serin (6)
@) NHBoc

HO OH

gH15sNOs [20510 g/mOl]
Durchfuhrung analog des Tyrosins 4. Ausbeutes 97 % eines leicht gelblichen,

schaumartigen Feststoffes.

'H-NMR: (200 MHz, CDC}, TMS)
5 = 1.46 (s, 9H, CH3), 3.753.92 (m, 1H, CH,), 3.944.13 (m, 1H, CH,),
4.36-4.44 (m, 1H, CH)
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N-(tert.-butoxycarbonyl)-glycin (5)

O NHBoc
N\

HO

7H13ND, [17508 g/mol]
Durchfihrung analog des Tyrosins 4. Ausbeute: 55 % eines weil3en, schaumartigen

Feststoffes.

'H-NMR: (400 MHz, CDC}, TMS)
5=1.45 (s, 9H, CH), 3.97-4.1 (m, 2H, Ch), 5.28 (brs, 1H, NH)
3C-NMR: (100 MHz, CDC}, TMS)
5 = 28.31 (-, CH3), 42.29(+, CH,), 80.43(+, C(CHs)3), 156.11(+, CO),
174.56 (+, CO)
IR(CHCl): v = 3456, 2981, 2933, 1716, 1508, 1395, 1369, 1242, 1162, 1055 cm
FAB-MS:  m/z (%) =176 (M, 40)

O-(benzyl-N-tert.-butoxycarbonyl)-L-tyrosin (8)
O OBn

HO NHBoc

C21H25NOs [37117 g/mol]
Die Verbindurg wurde fast analog der Literaturvorschrift’? synthetisiert, wobei die Aus-

beute noch gesteigert werden konrte. In einer fritheren Literatur''?

wurde die Verbindurg
mittels eines Kupferkomplexes hergestelit.

418 mg (17.43mmol) NaH (hier sollte ewahnt werden, dal3 das 100 %-ige NaH nicht
mehr ganz frei von NaOH war, weshalb de Aquivalente ehéht wurden) werden in 14.7ml
Dimethylformamid gel6st. Unter Eiskiihlung werden langsam 1.953 g (6.97 mmol) des
Boc-geschiitzten Tyrosins 4, welches in 20 ml Dimethylformamid gel6st wurde,
dazugespritzt. Wenn die Reaktion aufhért zu schaumen (Gasentwicklung), scheint sie
beendet zu sein (ca eine Stunde) und 879ul (7.67 mmol) des Benzylchlorids werden

dazugegeben. Die Re&tion kann rach funf Stunden aufgeabeitet werden. Die Ldsung wird
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mit etwas Wasser versehen undzweima mit MTB-Ether extrahiert. Die wassrige Phase
wird mit 3N HCI auf pH 3.5 gebradit und wird anschlief3end funfmal mit Ethylaceat
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden zweimal mit Wasser gewaschen und
Uber NaSO, getrocknet. Nadh dem Einengen des Losungsmittels erfolgt die saulenchro-
matographische Aufarbeitung (EE/PE 1:6).

Ausbeute: 2.036 g (79 %) eines weil3en schaumartigen Feststoffes.

'H-NMR: (400 MHz, CDC}, TMS)
3=1.28(s, 3H, CHs), 1.41(s, 6H, CHg), 3.023.19(m, 2H, CHCH,), 4.54
4.65(m, 1H, CH), 4.99(s, 2H, CH,-benzylisch), 6.88(d, 2H, J = 8 Hz, CH-
aromatisch), 7.1(d, 2H, J = 8 Hz, CH-aromatisch), 7.297.5 (m, 5H, CH-
aromatisch)

¥C.NMR: (100 MHz, CDC4, TMS)
d = 28.30 (-, CH3), 36.97 (+, CH,), 54.39 (-, CH), 69.99 (+, CH,-
benzylisch), 80.20(+, C(CHs)s), 114.96(-, CH-aromatisch), 127.46, 127.93,
128.5¢-, CH-aromatisch), 130.45 (-, CH-aromatisch), 137.00 (+, Cg4-
aromatisch), 156.85 (+, COBn), 157.94 (+, CO), 176.27 (+, CO)

FAB-MS:  m/z (%) 371 (M, 21), 316 (57), 272 (54), 254 (8), 226 (23), 197 (100)

O-(benzyl-N-tert.-butoxycarbonyl)-D,L-serin (9)
@) NHBoc
\

HO OBn
9

15H2180s5 [29514 g/mol]
Die Durchfuhrung erfolgt analog dem Tyrosin 8. Ausbeute: 40 % eines weil3en schaum-

artigen Feststoffes.

'H-NMR: (400 MHz, CDC}, TMS)
0 = 1.44(s, 9H, CHgs), 3.683.74 (dd, H, CH,, J = 3.5, 9.4Hz), 3.93.96
(dd, H, CH,, J = 3, 9.4Hz), 4.434.5 (m, 1H, CH), 4.54(s, 2H, CH.-
benzylisch), 5.42 (d, 1H, NH), 7.25-7.37 (m, 5H, CH-aromatisch)

12 E Winsch, G. Fries, A. ZwickGhem. Ber1958 91, 542-547.
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BC-NMR: (100 MHz, CDC}, TMS)
5 = 28.32 (-, CHg), 53.84 (-, CH), 69.69 (+, CH,), 73.49 (+, CHy-
benzylisch), 80.40(+, C(CHs)s), 127.71, 127.91, 128.48, CH-aromatisch),
137.33 (+, G-aromatisch), 155.74 (+, CO), 175.27 (+, CO)

IR(CHCI3): v =3270, 2981, 1742, 1653, 1497, 1454, 1394, 1369, 1222, 1168, 1049,
910, 735, 698 cih

MS: 100°C
m/z (%) 238 (5), 194 (7.2), 148 (24.9), 107 (8.3), 91 (100)

(4-Benzyloxy-phenyl)-2-tert.-butoxycarbonylamino-propionséure-pentafluorphenyl-
ester (10)
O NHBoc

PFPO OBn
10
»H2E5NOs [537.16 g/mol]

Der Aktivester wurde nach einer Literaturvorschfiftir Pentafluoraktivester hergestellt.
Unter Stickstoff atmosphére werden 1.71g (4.61mmol) des geschiitzten Tyrosinderivates 8
in 51ml Dichlormethan gel0st. Die Losung wird auf 0°C gekihlt und 998mg (4.84 mmol)
DCC werden dazugefiigt. Nach 20 Minuten Rihren bei 0°C werden 891 mg (4.84 mmol)
Pentafluorphend zugegeben, wobei schon radh wenigen Minuten das entstehende Urethan
ausfallt. Nachdem das Gemisch auf RT gekommen ist, wird funf Stunden weiter geriihrt.
Dann wird das Urethan abfiltriert und de klare Lésung wird jewells zweima mit ges.
NaHCOs-Lsg. und H,O gewaschen, Uker NaSO, getrocknet und urer vermindertem
Druck eingeengt. Es folgt die sdulenchromatographische Aufarbeitung (EE/PE 1:1).
Ausbeute: 2.37 g (96 %) eines weil3en Feststoffes.

'H-NMR: (200 MHz, CDC}, TMS)
3 = 1.43(s, 9H, CHs), 3.1:3.3 (m, 2H, CHCH,), 4.054.18 (m, 1H, CH),
5.08 (s, 2H, CH,-benzylisch), 6.95(d, 2H, J = 8Hz, CH-aromatisch), 7.16
(d, 2H,J = 8 Hz, CH-aromatisch), 7.33-7.48 (m, 5H, CH-aromatisch)
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MS: (130°C)
Mz (%): 537(M*, 1.9, 464(1.8), 326(1.1), 237(2.9), 210(1.0), 184(24.2),
117 (8.7), 107 (7.4), 91 (100)

IR (CHCk): v = 3437, 2982, 2933, 1790, 1713, 1521, 1369, 1244, 1166, 1189 cm

(4-Benzyloxy)-2-tert.-butoxycarbonylamino-propionsaure-pentafluorphenylester (11)
@) NHBoc

PFPO OBn
11

21H>dEsNOs5 [46112 g/mO']

Die Durchfiihrung erfolgt analog 4. Ausbeute: 87 % eines gelblichen Feststoffes.

'H-NMR: (400 MHz, CDC}, TMS)
5=1.46(s, 9H, CHs), 3.793.84(dd, H, CH,, J = 3.1, 9.4Hz), 4.064.09
(dd, HH, CH,, J = 2.64, 9.4Hz), 4.544.64 (m, 2H, CH,-benzylisch), 4.77
4.86 (m, 1H, CH), 4.5 (d, 1H, NH), 7.25-7.42 (m, 5H, CH-aromatisch)

3C-NMR: (100 MHz, CDC}, TMS)
5 = 28.27 (-, CHs), 54.08 (-, CH), 69.78 (+, CHy), 73.75 (+, CHy-
benzylisch), 80.63(+, C(CHs)3), 127.79, 128.06, 128.54, CH-aromatisch),
137.07 (+, G-aromatisch), 155.31 (+, CO), 167.27 (+, CO)

FAB-MS:  m/z (%) 463 (M', 15), 406 (63), 362 (12)
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10-[3-(4-Benzyloxy-phenyl)-2-tert.-butoxycarbonylamino-propionyl]-1,4,7,10-

tetraazacyclododecan-1,4,7-tricarbonsaure-tribenzylester (12)

Cbz. / \ _Cbhz
\N N/

S

N N OBn

cbz’ \_/
O 12
53H61N5O]_0 [927.44 g/mol]

Unter Stickstoffatmosphére werden 1.142g (1.99 mmol) des dreifach Cbz-geschiitzten

Cyclenderivates 2 in 5.5 ml Dimethylformamid gel6st. Zu der Losung werden 244 mg
(2.81 mmol) HOBT und 971mg (1.81 mmol) des Aktivesters 10 gegeben. Nach zwei

Tagen Ruhren bel RT wird de Lésung mit etwas Ethylaceat verdinrt und zweimal mit
jeweils ges. NaHCOs-Lsg. und H,O extrahiert. Uber NapSO4 wird getrocknet und dbs

Losungsmittel wird urter vermindertem Druck am Rotationsverdampfer abgezogen.
Anschlief3end erfolgt die saulenchromatographische Aufarbeitung (EE). Ausbeute: 1.513¢g

(90 %) eines weilRen schaumartigen Feststoffes.

BC-NMR:

'H-NMR:

IR (CHCk):
FAB-MS:

(100 MHz, CDC}, TMS)

3 = 28.3 (-, CHs) 39.25 (+, CHy), 49.24, 49.54, 49.88, 50.84, N-CH.-
CH,-N), 51.65 (-, CH), 60.36 (+, CHCH,-C), 67.35, 69.88(+, CH.-
benzylisch), 79.42(+, C(CHs)s), 114.71(-, CH-aromatisch), 127.4128.9(-,
CH-aromatisch), 130.39(-, CH-aromatisch), 136.07, 136.5137.0 (+, Cq-
aromatisch), 154.69 (+, COBz), 156.13, 157.44, 157.7 (+,CO)

(400 MHz, CDC}, TMS)

5=1.45(s, 9H, CHz), 2.683.8(m, 184, NCH,), 4.64.74(m, 1H, CH), 4.9
5.15(m, 8H, CH,-benzylisch), 6.78(d, 2H, J = 8Hz, CH-aromatisch), 7.15
(d, 2H,J = 8 Hz, CH-aromatisch), 7.24-7.51 (m, 20H, CH-aromatisch)
v = 3434, 2999, 1699, 1644, 1473, 1421, 1368, 1245, 1170, 1026 cm
miz (%) 929 (M, 55), 828 (100), 575 (27), 441 (10), 307 (11), 154 (48)
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10-[3-(4-Benzyloxy)-2-tert-butoxycarbonylamino-propionyl]-1,4,7,10-tetraazacyclo-
dodecan-1,4,7-tricarbonsaure-tribenzylester (29)
Chz_ / \ _Chz
N N

() e

N N
etz \—/ o

O 5

47H57N5010 [85141 g/mol]
Die Durchfuhrung erfolgt analog dem Tyrosinderivat 12. Nach drel Tagen ist die Re&ktion
vollkommen. Saulenchromatographische Aufarbeitung EE/PE (3:2).

Ausbeute: (71 %) eines kristallinen Feststoffes.

3C-NMR: (100 MHz, CDC}, TMS)
5 = 28.28(-, CHs), 49.02, 49.32, 49.67, 50.8%, NCH,CH,N), 50.12(-,
CH), 67.41, 70.92+, CHy-benzylisch), 73.05(+, CHy), 79.63(+, C(CHs)3)
127.00, 127.85, 128.0028.03, 128.14-, CH-aromatisch), 136.06, 136.11,
137.74 (+, G-aromatisch), 154.79, 156.25, 158.18 (+,CO)

'H-NMR: (400 MHz, CDC}, TMS)
5=1.41(s, 9H, CHs), 2.83.87 (m, 16H, NCH,), 4.42(brs, 2H, CH.), 4.66
(brs, 1H, NH), 4.975.19 (m, 8H, CHx-benzylisch), 5.31(d, 1H, CH), 7.15
7.46 (m, 20H, CH-aromatisch)

IR(CHCL;): v = 3433, 2930, 1699, 1644, 1474, 1421, 1367, 1249, 1169, 1104, 909 cm

FAB-MS:  m/z (%) 852 (M, 27), 752 (55), 575 (8), 467 (6), 307 (18)
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10-(2-tert.-Butoxycarbonylamino-acetyl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecan-1,4,7-

tricarbonsaure-tribenzylester (32)

Cbz., / \ _Cbhz
o
/N N
Ch __/
2 W/\NHBOC
32 O

30H4d8509 [731.35 g/mol]

Unter Stickstoffatmosphére werden 360mg (2.05mmol) des N-tert.-butoxyglycins 7 in 5
ml Dichlormethan geldst. Die Ldsung wird auf O °C gekihlt und 236mg (2.05mmol) N-
Hydroxysucanimid und 423mg (2.05 mmol) DCC werden dazugegeben. Das Gemisch
wird auf 0 °C gehdten und 1.18g (2.05 mmol) des dreifach Chbz-geschiitzten
Cyclenderivates 2, welches in 3.5ml Dichlormethan geldst wird, werden zugespritzt. Das
Urethan fallt nadh wenigen Minuten aus. Nacdh funf Tagen Ruhren bei RT wird de Losung
ohre voll stdndigem Umsatz mit etwas Ethylacdat verdinrt und zweimal mit jeweil s ges.
NaHCOs-Lsg. und H,O extrahiert. Uber Na,SO, wird getrocknet und s Losungsmittel
wird urter vermindertem Druck am Rotationsverdampfer abgezogen. Anschlief3end erfolgt
die saulenchromatographische Aufarbeitung (EE).

Ausbeute: 488 mg (32 %) eines weil3en, schaumartigen Feststoffes.

3C.NMR: (100 MHz, CDC}, TMS)
5 = 28.39(-, CH3), 48.91, 49.47, 49.69, 49.9%, NCH,CH,N), 60.38(+,
CH,), 67.48 (+, CHy-benzylisch), 79.47 (+, C(CHs)s) 128.43, 128.55,
128.62, 128.70,128.76 (-, CH-aromatisch), 136.01 (+, C,-aromatisch),
155.63, 156.1, 157.45 (+, CO), 171.34 (+, CO)

'H-NMR: (400 MHz, CDC}, TMS)
5 = 1.49 (s, 9H, CHs), 2.83.8 (m, 184, NCH,), 5.06 (s, 2H, CHy-
benzylisch), 5.1 (s, 4H, CH,-benzylisch), 5.29(brs, 1H, NH), 7.247.41(m,
15H, CH-aromatisch)

IR(CHCIl3): v =3428, 2980, 1699, 1653, 1474, 1420, 1368, 1247, 1168, 1103, 1052,
978, 909 crit

FAB-MS:  m/z (%) 731 (M, 38), 631 (100), 307 (73)
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10-[2-Amino-3-(4-benzyloxy-phenyl)-propionyl]-1,4,7,10-tetraazacyclododecan-1,4,7-
tricarbonsaure-tribenzylester (13)
Cbz_ / \ _Cbz
N N

[N N] NH;
OBn
Sy
O

13

48H538503 [827.39 g/mol]
Die Entfernung der Boc-Gruppe eafolgt &dhnlich der von R.A. Houghten fir
Peptidfestphasensynthese beschriebenen Entschidtzung.
589 mg (0.64 mmol) des Cyclenderivates 12 werden in 10 ml Dioxan gelést und
anschlief3end langsam mit 264 pl konz. Schwefelsaure versehen. Die Reéktionsdauer
variert zwischen 2-6 Stunden. Zur Aufarbeitung wird die Lésung mit K,CO3 auf pH 11-12
gebracht und weitgehend am Rotationsverdampfer eingeengt. Der Ruckstand wird in
Wassr aufgenommen und finfmal mit Dichlormethan extrahiert. Die organische Phase
wird tber M@,SO, getrocknet und eingeengt. Leichte Verunreinigungen werden duch de
saulenchromatographische Reinigung (EE'MeOH spédter nur MeOH) entfernt. Ausbeute:

525 mg (100 %) eines weil3en, schaumartigen Feststoffes.

'H-NMR: (400 MHz, CDC}, TMS)
3 = 2.46:3.65 (m, 19H, NCH,, CHCH,), 4.85.2 (m, 8H, CH.-benzylisch),
6.71-7.14 (m, 4H, CH-aromatisch), 7.17-7.44 (m, 20H, CH-aromatisch)
¥C-.NMR: (100 MHz, CDC4, TMS)
3 = 49.55, 49.6849.70, 50.23+, NCH,CH;,N), 67.05(-, CH), 67.1, 67.42
(+, CHy-benzylisch), 69.92 (+, CHCH,C), 114.89 (-, CH-aromatisch),
127.45, 127.88, 128.28, 128.39, 128(58CH-aromatisch), 130.61(-, CH-
aromatisch), 136.17, 136.38, 137.01 (gafomatisch), 157.78 (+, CO)
IR(CHCIl3): v =2999, 2964, 1697, 1473, 1420, 1367, 1245, 1121, 1027 cm
FAB-MS:  m/z (%) 828 (M*, 100, 630 (13), 575 (15), 307 (40), 154 (100
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10-[2-Amino-3-(benzyloxy)-propionyl]-1,4,7,10-tetraazacyclododecan-1,4,7-tri-
carbonsaure-tribenzylester (30)
Cbz, / \ _Cbz
N N

(o

/N N
coz’ \__/ W/Q/OBH

O
30

42H4gN508 [751.88 g/mol]
Die Durchfiihrung erfolgt analog dem Tyrosinderivat 13. Ausbeute: 100 % eines welil3en,

schaumartigen Feststoffes.

3C-NMR: (100 MHz, CDC}, TMS)
0=49.22, 49.51, 49.7(1.2(+, NCH,CH,N), 67.11(-, CH), 67.12, 67.42,
(+, CHy-benzylisch), 73.26 (+, CH,0), 127.64,127.70, 128.33, 128.39,
128.60 (-,CH-aromatisch), 136.09, 136.14, 137.9§+, Cg-aromatisch),
156.07 (+, CO)

H-NMR: (400 MHz, CDC4, TMS)
5 =3.07-3.67(m, 1, NCHy), 4.47(s, 2H, CH,), 5.025.15(m, 8H, CH,-
benzylisch), 7.24-7.4 (m, 20H, CH-aromatisch)

IR(CHCl3): v =2928, 1696, 1474, 1419, 1370, 1248, 1169, 1103, cm

FAB-MS:  m/z (%) 752 (M, 49), 674 (20), 575 (27), 307 (69)

10-[2-Amino-acetyl]-1,4,7,10-tetraazacyclododecan-1,4,7-tri-carbonsaure-
tribenzylester (33)
Cbz_ / \ _Chz
\N N/

L)
cbz’ \__/ 7//\
P

34H41&507 [63130 g/mol]
Die Durchfuhrung erfolgt analog der Vorschrift fir das Tyrosinderivat 13. Ausbeute: 74 %

eines weil3en, schaumartigen Feststoffes.
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'H-NMR: (400 MHz, CDC}, TMS)
5 =2.83.6(m, 184, NCHy), 5.045.15(m, 6H, CHx-benzylisch), 7.257.42
(m, 15H, CH-aromatisch)

3C-NMR: (100 MHz, CDC}, TMS)
5 = 48.71, 49.35, 49.70, 50.29, 51.19, NCH,CH;N), 60.39 (+, CH,),
67.09, 67.47(+, CHo-benzylisch), 128.47,128.56, 128.59, 128.68, CH-
aromatisch), 136.02(+, Cq-aromatisch), 155.91, 157.6%+, CO), 171.14(+,
CO)

IR(CHCL;): v = 3611, 3043, 2876, 1532, 1482, 1353, 1230, 1094, 1041, 891, 815 cm

FAB-MS:  m/z (%) 631 (M, 100)

10-[3-(4-benzyloxy-phenyl)-2-guanidinium-propionyl]-1,4,7,10-tetraazacyclodo-

decan-1,4,7-tricarbonsaure-tribenzylester-nitrat (14)

Cbhz_ / \ _Chbz
N N
NH,
[ j NH/Z<+ NO3
N N NH,
cbhz’ \__/
0] 14
BnO

49H5685011 [932.41 g/mol]
In der Literatur’” werden verschiedene Vorschldge zur Durchfiihrung der Guanidierung
gemacht.
496 mg (0.6 mmol) des freien Amins 13 werden urter Stickstoff atmosphére in 83311 DMF
geldst und 121mg (0.6 mmol) des 3.5-Dimethyl pyrazol-1-formamidiniumnitrats wie 84
pl (0.6 mmol) Ethyldiisopropylamin werden dazugegeben. Die Lésung wird 24 Stunden
bei RT geriihrt.** AnschlieRend wird das Produkt mit Diethylether ausgefallt, wobei ein

volumindser weil3er Niederschlag entsteht. Dieser wird abzentrifugiert und nochmal mit

13 Je nach AnsatzgréRe und nach Molekiil variieren die Reaktionzeiten. Bei kleinen Ansatzen spielt der
Verdinnungseffekt eine Rolle, d.h. die Reaktion wird zur vollstandigen Lésung der Edukte mit DMF
verdiinnt, was eine Verlangerung der Reaktionszeiten bewirkt.
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Ether gewaschen. Durch die Etherfélung wird das Produkt von DMF, Hlnigs Base sowie
dem 3.5Dimethylpyrazol befreit. Der nun zdhe Feststoff wird zur vollstdndigen
Entfernung der Verunreinigungen saulenchromatographisch (erst EE, spater EE/MeOH)

gereinigt. Ausbeute: 333 mg (64 %) eines klaren gelblichen Feststoffes.

3C.NMR: (100 MHz, CDCk+CDs0OD, TMS)
3 = 42.63(+, CHy), 49.050.53 (+, NCH,CH;N), 54.45(-, CH), 67.6, 69.9
(+, CHy-benzylisch), 114.9 (-, CH-aromatisch), 127.51, 128.48, 128.54,
128.63 (-, CH-aromatisch), 130.75 (-, CH-aromatisch), 135.84, 136.16,
136.9(+, Cq-aromatisch), 157.67(+, Cy-Guanidinium), 158.03(+, COBn),
170.33 (+, CO)

'H-NMR: (400 MHz, CDC}, TMS)
5=2.43.9(m, 19H, NCH,, CHCH,), 4.55.2 (m, 8H, CH,-benzylisch), 6.82
(d, 2H, J = 8Hz, CH-aromatisch), 6.07 (d, 2H, J = 8Hz, CH-aromatisch),
7.12-7.5 (m, 20H, CH-aromatisch)

IR(CHCl3): v =2999, 2964, 1697, 1511, 1473, 1420, 1367, 1245, 1121, 1027 cm

FAB-MS:  m/z (%) 870 (M, 80), 828 (24), 575 (13), 307 (44), 154 (100)

10-[3-(benzyloxy)-2-guanidinium-propionyl]-1,4,7,10-tetraazacyclododecan-1,4,7-
tricarbonsaure-tribenzylester-nitrat (31)
Cbz, / \ _Cbhz
N N
NH»
NO3
[ ] HN/Z<+ 3
N N NH,
e’ \__/ oBn
31 O
43H52N8011 [85641 g/mol]

Die Durchfihrung erfolgt analog dem Tyrosinderivat 14. Ausbeute: 88 % eines klaren

gelblichen Feststoffes.
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¥C-.NMR: (100 MHz, CDC4{+CD;0D, TMS)
5 = 48.84, 49.06, 49.45, 50.42, NCH,), 54.35(-, CH), 67.57, 70.7§+,
CHy-benzylisch), 73.48(+, CH»-0), 127.82, 128.17, 128.45, 128.69CH-
aromatisch) 135.72, 135.83, 135.96, 136.84, Cq-aromatisch), 157.2(+,
Cy-Guanidinium), 157.47, 168.25 (+, CO)
'H-NMR: (400 MHz, CDCk+CDs0OD, TMS)
3 = 3.033.65(m, 16H, NCH,), 4.54(s, 2H, CH,), 4.564.63 (m, 1H, CH)
4.9 (s, 8H, CHbenzylisch), 7.21-7.4 (m, 20H, CH-aromatisch)
IR(CHCl): v = 3336, 2999, 1697, 1474, 1411, 1244, 1176, 1104, 971, 969 cm
FAB-MS:  m/z (%) 794 (M', 100), 752 (9), 575 (10), 307 (9)

10-(Guanidinium-acetyl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecan-1,4,7-tricarbonséaure-tri-
benzylester-nitrat (34)
Cbz_ N/ \ _Chz

N NH.
[ j +NO3
HN
N N NH;
cbz’ \__/
34 O
35H 4485010 [73677 g/mol]
Die Durchfiihrung erfolgt analog der Vorschrift fir das Tyrosinderivat 14. Ausbeute: 100

% eines weil3en, schaumartigen Feststoffes.

¥C-NMR: (100 MHz, CDC}+CD;0D, TMS)
5 = 48.63, 49.01, 49.78, 50.§3, NCH,), 54.37(+, CHy,), 67.67, 67.83+,
CHyx-benzylisch), 128.22, 128.59, 128.67, 128.94, CH-aromatisch)
135.84, 136.16(+, Cq-aromatisch), 156.81(+, Cq-Guanidinium), 157.11,
157.83, 167.16 (+, CO)

'H-NMR: (400 MHz, CDCk+CD;0D, TMS)
5 = 3.0-3.55 (m, 164, NCHy), 3.91 (brs, 2H, CH,) 4.06 (s, 6H, CHo-
benzylisch), 7.25-7.36 (m, 15H, CH-aromatisch)

IR(CHCl): v = 3349, 2999, 1697, 1475, 1412, 1373, 1246, 1174, 1105, 1045 cm

FAB-MS:  m/z (%) 674 (M, 100), 307 (57)
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N-[1-(4-Hydroxy-benzyl)-2-oxo-2-(1,4,7,10-tetraazacyclododec-1-yl)-ethyl]-guanidi-
nium (15)

HN  NH NH,
[t
HN N NH,
_/
15
O
HO

18H321870, [378.26 g/mol]
328 mg (0.38 mmol) des Chz-geschiitzten-Cyclenderivates 14 werden in 8.3ml Methand
gelost und urier Stickstoffgegenstrom werden 31 mg Pd/C (10 %) zugegeben. Nachdem
die Re&tion zwei Tage hydriert wurde, wird der Katalysator abzentrifugiert und dbs
Losungsmittel am Rotationsverdampfer eingeengt. Das Rohprodult wird in Wasser gel 0st
und duch einen basischen lonenaustauscher und duch Reversed Phase-Chromatographie
(Waters Sep-PakC18 Cartridges, Elution mit Wasser/Methanol) gereinigt.

Ausbeute: 129 mg (91 %) eines klaren, gelblichen Feststoffes.

3C.NMR: (100 MHz, DO, TSP-d)
5 = 42.86(+, CH.), 46.11, 46.74, 47.8, 49.62, NCH,CH.N), 51.95(+,
CHCH,C), 55.02(-, CH), 118.28, 133.54-, CH-aromatisch), 157.32(+, Cq-
Guanidinium), 157.66 (+, C-OH), 179.68 (+, CO)

'H-NMR: (400 MHz, D;O, TSP-d)
5 = 2.7-3.5 (m, 19H, NCH,, CHCH,), 6.786.91 (m, 2H, CH-aromatisch),
7.023-7.2 (m, 2H, CH-aromatisch)

IR(CHCI3): v =3688, 3606, 3043, 2359, 1602, 1419, 1230, 93b cm

Maldi: (a-Cyanozimtsaure)
M =377.6
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2-Amino-3-(4-hydroxyphenyl)-1-(1,4,7,10-tetraazacyclododec-1-yl)-propan-1-on (16)

HN NH

[HN NJ ik
— MOH
o

16

17H29850, [335.23 g/mol]
735mg (0.844mmol) des Cbz-geschitzten-Cyclenderivates 13 werden in 19 ml Methanadl
gelost und urter Stickstoffgegenstrom werden 69 mg Pd/C (10 %) zugegeben. Nadhdem
die Re&tion 2 Tage hydriert wurde, wird der Katalysator abzentrifugiert und dbs
Losungsmittel am Rotationsverdampfer eingeengt. Das Rohprodult wird in Wasser gel 0st
und duch einen basischen lonenaustauscher und duch Reversed Phase-Chromatographie
(Waters Sep-Pak™ C18 Cartridges, Elution mit Wasser/Methand) gereinigt. Ausbeute: 295
mg (99 %) eines klaren, braunlichen Feststoffes. Aufgrund leichter Verunreinigungen wird
das Produk saulenchromatographisch (MeOH) gereinigt. Ausbeute: 120 mg (42 %) eines

gelblichen Feststoffes.

¥C.NMR: (100 MHz, DO, TSP-d)
5 = 40.2 (+, CH,CH,CH,), 46.5, 47.5, 48.8850.22 (+, NCH,), 50.8 (+,
CHCH,C), 54.76 (-, CH), 118.64 (-, CH-aromatisch), 128.97 (+, Cq-
aromatisch), 133.82 (-, CH-aromatisch), 158.05 (+, C-OH), 175.4 (+, CO)
H-NMR: (400 MHz, DO, TSP-d)
3 = 2.553.45 (m, 184, NCH,, CHCH,), 3.733.81 (m, 1H, CH), 6.88(d,
2H, J = 8.5Hz, CH-aromatisch), 7.16 (d, 2H, J = 8.5Hz, CH-aromatisch)
IR (CHCL): v = 3688, 3605, 3043, 2399, 1602, 1353, 1230, 1154, 1114, 930 cm
Maldi: (a-Cyanozimtsaure)
M = 336
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N-[2-Oxo0-2-(1,4,7,10-tetraazacyclododec-1-yl)-ethyl]-guanidinium (35)

HN  NH NH,

11H26870 [27222 g/mol]
Die Durchfiihrung und Aufarbeitung erfolgt analog dem Tyrosinderivat 15. Ausbeute: 19

% eines gelblichen Feststoffes.

Maldi: (a-Cyanozimtsaure)
M = 272 (mit Spaltprodukt)

3-(tert.-Butoxycarbonylamino)propansaure (5)

O\‘/\/ NHBoc

OH 5

gH1sND, [189.10 g/mol]
Die Boc-Schiitzung erfolgt wie bel allen Aminosduren in deser Arbeit, wobe sie &nlich
der Literaturvorschrift* durchgefiihrt wird.
Bel RT wird eine NaOH-Lsg. aus 296 mg (7.4 mmol) NaOH und 6.74ml H,O hergestellt.
In dese Losung werden urter Rihren 600mg (6.73 mmol) B-Alanin undanschlief?end 5
ml tert.-Butand gel6st. Innerhalb einer Stunde werden dann 1.47g (6.73 mmol) Di-tert.-
butyl-dicarboret dazugegeben. Ein weil3er Niederschlag setzt sich wahrend der Zugabe &
und sollte nach weiterem Rihren Gker Nadt verschwinden. Die klare Flissgkeit wird
zweimal mit MTB-Ether extrahiert, wobei die organische Phase dann deima mit einer
gesdttigten NaHCOzs-Lsg. gewaschen wird. Die kombinierten wéassrigen Phasen werden
vorsichtig mit KHSO, auf pH = 1-1.5 gebradcht und dann zwel- bis vierma mit Ethylaceat
extrahiert. Abschlief’end wascht man de vereinigten arganischen Phasen zweimal mit H,O
und trocknet Gber NaxSO,4. Nach Abziehen des Losungsmittels unter vermindertem Druck
werden 1.0249 (80 %) eines weilen Feststoffes erhalten, der ohre weitere Reinigung

eingesetzt wird.
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'H-NMR: (400 MHz, CDC}, TMS)
&=1.45 (s, 9H, Ch), 2.58 (s, 2H, Ch), 3.34 (s, 2H, Ch)
3C-NMR: (100 MHz, CDC}, TMS)
& = 28.39 (-, CHg), 34.49(+, CHy), 35.93(+, CHy), 79.73(+, C(CHa)3),
155.95 (+, CO), 177.4 (+, CO)
IR(CHCL): v = 3457, 2981, 1712, 1507, 1404, 1368, 1242, 1168, 1068, 977 cm
MS: (90 °C)
miz (%): 189 (M*, 0.6, 174 (1.0), 133(92.3, 116 (100, 98 (55.9, 90
(48.5), 72 (22.1)

10-[3-(4-Benzyloxyphenyl)-2-(3-tert.-butoxycarbonylamino-propionylamino)-pro-

pionyl]-1,4,7,10-tetraazacyclododecan-1,4,7-tricarbonsaure-tribenzylester (17)

Cbz_ /  \ _Cbz
N N NHBoc

[N N] NH~\<_/
cbz” \__/ o)
o)
17
BnO

Unter Stickstoff atmosphére werden 121mg (0.64 mmol) des Boc-geschitzten 3-Alanins 5

s56H66N6011 [99848 g/mol]

in 3 ml Dichlormethan gelést. Anschlief3end wird die Losung auf 0°C gekihlt. Dann
werden 78 mg (0.64 mmol) DMAP und 132mg (0.64 mmol) DCC dazugegeben. Darauf
folgt die Zugabe von 528mg (0.64 mmol) des Cyclenderivates 14. Nach zwei Tagen wird
das DCU (Urethan) abfiltriert. Die organische Phase wird zweima mit NaHCO;-Lsg.
extrahiert und rach dem Trocknen Uber Na&SO, eingeengt. Das Rohprodukt wird
saulenchromatographisch (EE) gereinigt. Ausbeute: 472 mg (74 %) eines weil3en,

schaumartigen Feststoffes.

14 A, Ricouart, J. C. Gesquiere, A. Tatar, Serghera ét Med. Chem1991, 34, 1, 73-78.
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'H-NMR:

3C-NMR:

IR (CHCL):

(400 MHz, CDC4, TMS)

0 = 1.44(s, 9H, CH3), 2.72.75(m, 23H, NCH,, CHCH,, CH,CH,), 4.92
5.18 (m, 8H, CHy-benzylisch), 6.24 (d, 1H, NH), 6.297.0 (m, 4H, CH-
aromatisch), 7.2-7.43 (m, 20H, CH-aromatisch)

(100 MHz, CDC4, TMS)

3 = 28.46 (-, CH3) 36.11, 38.73+, COCH,CH,NH), 49.25,49.35, 49.80,
50.99 (+, NCH,CH,N), 60.40(-, CH), 68.55, 69.98+, CH,-benzylisch),
79.22 (+, C(CHa)3), 114.85(-, CH-aromatisch), 127.46, 128.42128.56,
128.58, 128.61(-, CH-aromatisch), 130.37 (-, CH-aromatisch), 136.01,
136.12, 136.47, 136.96+, C,-aromatisch), 156.24 (+, COBn), 157.43,
157.87, (+, CO), 170.63, 171.15 (+, CO)

v = 3428, 2933, 1699, 1642, 1510, 1473, 1420, 1367, 1245, 1174, 1104 cm

10-[2-(3-Amino-propionylamino)-3-(4-benzyloxyphenyl)propionyl]-1,4,7,10-tetraaza-

cyclododecan-1,4,7-tricarbonsaure-tribenzylester (18)

Cbhz_ /  \ _Cbz
[N Nj NH,
N N NH~<_/
Cbz” \__/ o)
@)
18
BnO

51H538609 [898.43 g/mol]

471 mg (0.47 mmol) des Cyclenderivates 17 werden in 7 ml Dioxan gelést und
anschlief3end langsam mit 189 pl konz. Schwefelsaure versehen. Die Reéktionsdauer

variert zwischen 2-6 Stunden. Zur Aufarbeitung wird die Lésung mit K,CO3 auf pH 11-12

gebracht und weitgehend am Rotationsverdampfer eingeengt. Der Ruckstand wird in

Wassr aufgenommen und dreima mit Dichlormethan extrahiert. Die organische Phase

wird tber M@,SO, getrocknet und eingeengt. Leichte Verunreinigungen werden duch de

saulenchromatographische Reinigung (EE/MeOH spater nur MeOH) entfernt.

Ausbeute: 424 mg (100 %) eines weil3en, schaumartigen Feststoffes.
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H-NMR: (400 MHz, CDC4, TMS)
0 = 2.24.1 (m, 23H, NCH;,, CHCH,, CH,CH,), 4.955.14 (m, 8H, CH,-
benzylisch), 6.7-7.05 (m, 4H, CH-aromatisch), 7.27.5 (m, 20H, CH-
aromatisch)

IR (CHCL): v =3424, 2999, 2932, 1697, 1640, 1510, 1473, 1420, 1368, 1245,
1176, 1108 cm

FAB-MS:  m/z (%) 899 (M, 26), 575 (20), 307 (40), 226 (8), 154 (100)

10-[3-(4-Benzyloxyphenyl)-2-(3-guanidinium-propionylamino)-propionyl]-1,4,7,10-
tetraazacyclododecan-1,4,7-tricarbonsaure-tribenzylester-nitrat (19)

Cbz_ / \ _Cbz /N Hz
N N NH—+ NO3

[ ] NH>
N N NH
Cbz” \__/ v o)
O
19
BnO
52H61N9012 [100344 g/mol]

Unter Stickstoff atmosphére werden 424 mg (0.47 mmol) des freien Amins 18 in 700 pl
DMF gel6st. Dazu werden 95mg (0.47 mmol) des 3.5-Dimethylpyrazol-1-formamidinium-
nitrats owie 66 pl (0.47mmol) Ethyldii sopropylamin gegeben. Die Losung wird vier Tage
bei RT gertihrt (Referenz 11). Anschlief3end wird das Produlkt mit Diethylether ausgefallt,
wobei ein vdumindser weif3er Niederschlag entsteht. Dieser wird abzentrifugiert und
nochmal mit Ether gewaschen. Durch die Etherfallung wird das Produkt von DMF, Hiinigs
Base sowie dem 3.5-Dimethylpyrazol befreit. Der nun zéhe Feststoff wird zur
vollstandigen Entfernung der Verunreinigungen saulenchromatographisch (EE/MeOH fir
die Verunreinigungen, MeOH/NH3 fir das Produkt) gereinigt. Ausbeute: 236 mg (53 %)

eines klaren, kristallinen Feststoffes
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¥C.NMR: (100 MHz, CROD, TMS)
5 =36.99, 38.74+, COCH,CH,NH), 49.17, 49.38, 49.5%1.04(+, NCH,),
52.66 (+, CHCH,C), 54.84 (-, CH), 68.67, 70.98(+, CHy-benzylisch),
116.03(-, CH-aromatisch), 128. 56, 128.72, 129.69, 129.71, 1298 H-
aromatisch), 131.48(-, CH-aromatisch), 137.56, 137.71, 137.9, 138.6¥,
Cg-aromatisch), 158.00 (+, Cy-Guanidinium), 159.15(+, COBn), 172.4,
174.26, 175.73 (+, CO)

'H-NMR: (400 MHz, CROD, TMS)
0=2.49(t, 2H, CH,CHy), 2.63.56(m, 21H, NCH,, CHCH,, CH,CHy), 4.9
5.1 (m, 8H, CHy-benzylisch), 6.79(d, 2H, CH-aromatisch), 6.93 (brs, 2H,
CH-aromatisch), 7.04-7.4 (m, 20H, CH-aromatisch)

3-Guanidinium-N-[1-(4-hydroxybenzyl)-2-oxo-2-(1,4,7,10-tetraazacyclododec-1-yl)-
ethyl]-propionamid (20)
H._ /—\ H NH,

H ;
21H378503 [449 .30 g/mol]

280mg (0.297mmol) des Chz-geschiitzten Cyclenderivates 19 werden in 6.5ml Methanad
gelost und urier Stickstoffgegenstrom werden 24 mg Pd/C (10 %) zugegeben. Nachdem
die Re&tion zwei Tage hydriert wurde, wird der Katalysator abzentrifugiert und dbs
Losungsmittel am Rotationsverdampfer eingeengt. Das Rohprodult wird in Wasser gel 0st
und duch einen basischen lonenaustauscher und duch Reversed Phase-Chromatographie
(Waters Sep-Pak” C18 Cartridges, Elution mit Wasser/Methandl), sowie énem Filter
(Firma Waters) fur Milli pore-Wassr gereinigt. Rohausbeute: 134 mg (100 %) eines
gelblichen Feststoffes.

Ausbeute: 37 mg (28 %) eines klaren, gelblichen Feststoffes.
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B¥C.NMR (100 MHz, DO, TSP-d)
5 =33.94, 37.47+, COCH,CH,NH), 43.01, 43.09, 45.1@16.61(+, NCH,),
46.74(+, CHCH,C), 52.83(-, CH), 115.90(-, CH-aromatisch), 126.96(+,
Cq-aromatisch), 130.94(-, CH-aromatisch), 155.32(+, COH), 157.03(+, Cq-
Guanidinium), 173.56, 175.55 (+, CO)

'H-NMR: (400 MHz, DO, TSP-d)
0 =2.1-3.6 (m, 23H, NCH,, CHCH,, CH,CHy), 6.36(d, 2H, J = 8Hz, CH-
aromatisch), 6.75 (d, 2H,= 8 Hz, CH-aromatisch)

IR(KBI): v = 3396, 2928, 2372, 1636, 1576, 1456, 1408, 1280 cm

Maldi: (a-Cyanozimtsaure)
M =449

2-Brom-N-(3-tert.-butoxycarbonylaminopropyl)acetamid (39)
O

Br\)L
NH™ >""NHBoc

39
10H1481,03Br [295 18 g/mol]

Darstellung siehe Dissertation von A. LS0s.

N-[3-tert.-Butoxycarbonyl)aminopropyl]-2-[4,7,10-tri(benzyloxycarbonyl)-1,4,7,10-
tetraazacylododec-1-ylJlacetamid (40)
CbZ\ N/ \N/CbZ NHBoc

s

cbz” \__/

42H568609 [788.94 g/mol]
Unter Stickstoffatmosphére werden 2.71 g (4.72 mmol) des dreifach Cbz-geschiitzten
Cyclens 2 in 33ml Acetonitril gelést. Dann werden 1.469 (4.95mmol) der Seitenkette 39
und 218mg (5.2 mmol) LiOH dazugegeben. Die Re&tion wird anschlief3end funf Tage
ruckflussert. Zur Aufarbeitung wird de Ldsung filtriert und dbs Lésungsmittel am

Rotationsverdampfer unter vermindertem Druck abgezogen. Das Produkt wird dann
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saulenchromatographisch (EE) gereinigt. Ausbeute: 3.498 g (94 %) eines weilden,

schaumartigen Feststoffes.

'H-NMR: (400 MHz, CDC}, TMS)
3 = 1.42 (s, 9H,CHg), 1.54 (m, 2H, CH,CH,CH,), 2.343.68 (m, 22H,
NCHy), 4.85.18 (m, 6H, CH,-benzylisch), 5.26 (brs, 1H, NH), 6.94 (brs,
1H, NH), 7.30 (m, 15H, CH-aromatisch)

3C-NMR: (100 MHz, CDC}, TMS)
3 = 28.4(-, CHs), 29.9(+, CH,CH,CH,), 35.8, 37.2(+, NHCH,), 48.8(+,
NHCH,CH,NH), 57.0(+, NCH,CO), 66.9, 67.3+, CH,-benzylisch), 78.9,
(+, C(CHs)3), 128.0, 128.1, 128.4, 128(5 CH-aromatisch), 136.3, 136.6
(+, Gy-aromatisch), 156.0, 156.3, 156.7 (+, CO), 170.8 (+, CO)

IR (CHCL): v =3368, 2936, 1472, 1424, 1364, 1252, 1164, 696 cm

Schmelzp. : 84-85 °C

N-(Aminopropyl)-2-[4,7,10-tri(benzyloxycarbonyl)-1,4,7,10-tetraazacylododec-1-
ylJacetamid (41)

37H4gl607 [688.82 g/mol]
3.4989 (4.44 mmol) des Cyclenderiva#8werden in 70.5 ml Dioxan geldst und
anschlief?end langsam mit 1.83 ml konz. Schwefelsaure versehen. Die Reaktionsdauer
variert zwischen 2-6 Stunden. Zur Aufarbeitung wird de Lésung mit K,CO3 auf pH 11-12
gebracht und weitgehend am Rotationsverdampfer eingeengt. Der Ruckstand wird in
Was=r aufgenommen und dreimal mit Dichlormethan extrahiert. Die organische Phase
wird GUber M@,SO, getrocknet und eingeengt. Ausbeute: 3.068 g (100 %) eines weil3en,

schaumartigen Feststoffes.
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'H-NMR:

BC-NMR:

IR (KBr):
Schmelzp.:

(400 MHz, CDC4, TMS)

5 = 1.55(m, 2H, CH,CH,CH,), 2.3%3.68 (m, 22H, NCH.), 4.785.14 (m,
6H, CHx-benzylisch), 7.30 (m, 15H, CH-aromatisch)

(100 MHz, CDC}, TMS)

5 = 32.6 (+, CHCH,CH,), 36.7, 39.3 (+, NHCH,), 48.9 (+,
NHCH,CH,NH), 57.0(+, NCH,CO), 67.1, 67.4+, CH»-benzylisch), 128.0,
128.2, 128.4, 128.%, CH-aromatisch), 136.3, 136.6(+, Cy-aromatisch),
156.0, 156.8 (+, CO), 170.6 (+, CO)

v = 2934, 1695, 1472, 1425, 1247, 1208, 1185, 1131, 1000, 649 cm
37°C

10-(3-Guanidinopropylcarbamoyl-methyl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecan-1,4,7-

tricarbonsaurebenzylester-nitrat (42)

38H5180010 [793.86 g/mol]

Unter Stickstoffatmosphére werden 3.068(4.45mmol) des freien Amins 41in 6 ml DMF
gelost und 896mg (4.45 mmol) des 3.5-Dimethylpyrazol-1-formamidiniumnitrats owie

626 ul (4.45 mmol) Ethyldiisopropylamin werden dazugegeben. Die Losung wird 24
Stunden bei RT gertihrt. Anschlief3end wird das Produkt mit Diethylether ausgefallt, wobei

ein vdumindser weil3er Niederschlag entsteht. Dieser wird abzentrifugiert und nahmal mit

Ether gewaschen. Durch dese Etherfdllung wird das Produk von DMF, HlUnigs Base

sowie dem 3.5-Dimethylpyrazol befreit.

Ausbeute: 3.533 g (100 %) eines klaren, gelblichen Feststoffes.

'H-NMR:

(400 MHz, CDC4, TMS)
0=1.61.7(m, 2H, CH,CH,CH,), 2.453.63(m, 22H, NCHy), 4.785.13(m,
6H, CHx-benzylisch), 6.8-7.5 (m, 15H, CH-aromatisch)
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¥C.NMR: (100 MHz, CDC4, TMS)
3 = 28.7 (+, CH,CH,CHy), 36.4, 39.0(+, NHCH,), 47.9, 48.6, 48.§+,
NHCH,CH,NH), 58.2(+, NCH,CO), 67.0, 67.3+, CH-benzylisch), 127.8,
127.9, 128.1, 128.4, 128.%, CH-aromatisch), 136.3, 136.5 (+, Cq4-
aromatisch), 156.5, (+, CO), 157.2 (4Guanidinium), 170.6 (+, CO)

IR (KBr): v = 3412, 2948, 1668, 1472, 1424, 1384, 1312, 1252, 1212, 1160, 696 cm

Maldi: m/z (%) 732.7 (M, 100)

N-(3-Guanidino-propyl)-2-(1,4,7,10-tetraazacyclododec-1-yl)acetamid (43)
NH,

H. / \ _H J\+
\N N/ HN NH2
N N\)L
H \__/ NHO B

100 mg (0.13 mmol) der Cbz-geschitzten Guanidiniumverbindurg 42 werden in 5 ml

14H SSN:SO [32947 g/mol]

Methand geldst und im Stickstoff gegenstrom werden 10 mg Pd/C (10 %) zugegeben.
Nadhdem die Re&ktion einen Tag hydriert wurde, wird der Katalysator abzentrifugiert und
das Losungsmittel am Rotationsverdampfer eingeengt. Das Rohproduk wird in Wasser
geloést und duch einen basischen lonenaustauscher und duch Reversed Phase-
Chromatographie (Waters Sep-Pak” C18 Cartridges, Elution mit Wasser/Methanol)
gereinigt. Zur Entfernung der restlichen Mineralien wird die Verbindurg in Mili porewasser
geldst und durch einen entsprechenden Filter (Firma Waters) gegeben.

Ausbeute: 42 mg (94 %) eines klaren, leicht gelblichen Feststoffes.

'H-NMR: (400 MHz, DO, TSP-d)
5=1.581.7 (quint, 2H, J = 7Hz, CH,CH,CH,), 2.622.9 (m, 16H, NCH,),
3.02-3.18 (dt, 4HJ = 7 Hz, NHCH), 3.21 (s, 2H, NCLCO)

3C.NMR: (100 MHz, DO, TSP-d)
5 = 27.72(+, CH,CH,CHy), 36.82, 38.87+, NHCHy), 43.3, 43.38, 45.01,
50.62(+, NHCH,CH,NH), 56.65(+, NCH,CO) 157.0(+, Co-Guanidinium),
173.78 (+, CO)
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FAB-MS:  m/z(%): 329 (M, 100)

C14H37/NgOCls 2H,0 (546.79): ber. C 30.75, H 7.56, N 20.49; gef. C 30.78, H 7.41, N
18.71

Schmelzp.: (HCI-Salz) 170 °C Erweichung, 230 °C Zersetzung

10-({3-[3-(4-Benzyloxyphenyl)-2-tert.-butoxycarbonylamino-propionylamino]-pro-
pylcarbamoyl}-methyl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecan-1,4,7-tricarbonsaure-tri-
benzylester (21)
Cbz._ / \ _Cbz
\N N/

/N N\)L /\/\ NHBoc
cbz \__/ NH NH
21

BnO

58H7187011 [1041.52 g/mol]
Unter Stickstoffatmosphére werden 750 mg (1.1 mmol) des dreifach Cbz-geschiitzten
Cyclenderivates 40 in 3 ml Dimethylformamid gel0st. Zu der L6sung werden 147mg (1.1
mmol) HOBT und 532mg (1.0 mmol) des Aktivesters 10 gegeben. Nach einer Stunde
Rihren bei RT ist die Re&tion vdlkommen und de Ldsung wird mit etwas Ethylaceat
verdinrt. Dannwird de Phase zweimal mit jeweil s ges. NaHCO3-Lsg. undH,0 extrahiert.
Nadh dem Trocknen Uber N&SO, wird das Losungsmittel unter vermindertem Druck am
Rotationsverdampfer abgezogen. Anschlielend erfolgt die sdulenchromatographische
Aufarbeitung (erst EE, spdter EE'MeOH). Ausbeute: 1.069 g (94 %) eines weil3en,

schaumartigen Feststoffes.

H-NMR: (400 MHz, CDC4, TMS)
3=1.35(s, 9H, CHs), 1.49(s, 2H, CH,CH,CH,), 2.253.6(m, 25H, NCHo,
CHCH,), 4.28(brs, 1H, NH), 4.855.13(m, 8H, CH.-benzylisch), 5.32(brs,
1H, NH), 6.86 (d, 2H, CH-aromatisch, J = 8 Hz), 7.1 (d, 2H, CH-
aromatischy = 8 Hz), 7.2-7.45 (m, 20H, CH-aromatisch)
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3C-NMR: (100 MHz, CDC}, TMS)
& = 28.28 (-, CH3), 29.34 (+, CH,CH,CH,), 35.78, 36.12, 37.87+,
NHCH,), 47.7, 48.86(+, NHCH,CH,NH), 56.13 (+, NCH,CO), 60.4 (-,
CH), 67.5, 69.95(+, CH,-benzylisch), 80.05 (+, C4-C(CHs)s), 114.88(-,
CH-aromatisch), 127.4, 127.91, 128.16, 128.47 CH-aromatisch), 130.37
(-, CH-aromatisch) 136.27, 136.52, 137.0-, Cq-aromatisch), 156.5,(+, C-
OBn), 157.7 (+, CO), 171.21, 171.99, 174.5 (+, CO)

IR (CHCL): v = 3431, 2999, 1694, 1511, 1473, 1422, 1368, 1244, 1162, 1046 cm

FAB-MS:  m/z (%) 1043 (M, 100), 587 (45), 307 (18), 154 (52)

10-({3-[3-Benzyloxy-2-tert.-butoxycarbonylamino-propionylamino]-propylcarbamo-
yl]-methyl}-1,4,7,10-tetraazacyclododecan-1,4,7-tricarbonséure-tribenzylester (56)

Cbz_ N/ \ _Cbz

N/
N N\)L NHBoc
coz’ \__/ NH >""NH

56 OBn

50Hg7N7011 [965.49 g/mol]
Die Durchfuhrung erfolgt analog dem Tyrosinderivat 21. Ausbeute: 91 % eines weil3en,

schaumartigen Feststoffes.

'H-NMR: (400 MHz, CDC}, TMS)
5 = 1.45(s, 9H, CHa3), 1.561.52 (m, 2H, CH,CH,CH,), 2.352.9 (m, 4H,
NCH,), 3.033.62(m, 20H, NHCH,), 3.883.94(m, 1H, CH), 4.36(brs, 1H,
NH), 5.05(s, 8H, CHx-benzylisch), 5.65 (brs, 1H, NH), 7.27.48 (m, 20H,
CH-aromatisch)

¥C.NMR: (100 MHz, CDC}, TMS)
5 = 28.30(-, CH3), 29.41(+, CH,CH,CH,), 35.7, 36.21(+, NHCH,), 48.9
(br, +, NHCH,CH,NH), 54.47 (-, CH), 67.46, 70.0+, CH.-benzylisch),
73.27 (+, CH20), 80.11(+, C(CHs)s), 114.88(-, CH-aromatisch), 127.73,
128.07, 128.42128.46, 128.53-, CH-aromatisch), 136.31, 136.57, 137.59
(+, Ci-aromatisch), 155.59, 156.10 (+, CO), 171.19, 174.78 (+, CO)
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FAB-MS:  miz (%) 967 (M, 100)

10-({3-[2-Amino-3-(4-benzyloxyphenyl)-propionylamino]-propylcarbamoyl}-methyl)-
1,4,7,10-tetraazacyclododecan-1,4,7-tricarbonsaure-tribenzylester (22)

Cbz. / \ _Cbz
\N N/

o 0

N N\)L A~ NH,
cbz” \__/ NH NH
22

BnO

53H3,09 [941.47 g/mol]
870 mg (0.835 mmol) des Cyclenderivates 21 werden in 13.2 ml Dioxan gelést und
anschliefend mit 329 ul konz. Schwefelsdure langsam versehen. Nadh 90 Minuten scheint
die Re&ktion vdlkommen zu sein. Zur Aufarbeitung wird die Losung mit Ko,CO3 auf pH
11-12 gebradcht und weitgehend am Rotationsverdampfer eingeengt. Der Riickstand wird in
Wassr aufgenommen und dreima mit Dichlormethan extrahiert. Die organische Phase
wird Uber Mg,SO, getrocknet und eingeengt. Ausbeute: 788 mg (100 %) eines weil3en,

schaumartigen Feststoffes.

H-NMR: (200 MHz, CDC4, TMS)
3 =1.51.63(m, 2H, CH,CH,CH,), 2.53.6 (m, 25H, NCH,, CHCH,), 5.05
(s, 8H, CHx-benzylisch), 6.9(d, 2H, J = 8Hz, CH-aromatisch), 7.12(d, 2H, J
= 8Hz, CH-aromatisch), 7.18-7.46 (m, 20H, CH-aromatisch)
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10-({3-[2-Amino-3-benzyloxy-propionylamino]-propylcarbamoyl]-methyl}-1,4,7,10-
tetraazacyclododecan-1,4,7-tricarbonséure-tribenzylester (36)

Cbz. / \ _Cbhz
\N N/

T o 0

/N N\)J\ NH2
cbz’ \__/ NH™ >""NH

36
OBn

47H59&70g [86544 g/mol]
Die Durchfihrung erfolgt analog der Vorschrift fir das Tyrosinde&2afAusbeute:

100 % eines weilRen Feststoffes.

'H-NMR: (400 MHz, CDC}, TMS)
5=1.501.56(m, 2H, CH,CH,CH,), 2.423.01(m, 4H, NCH,), 3.023.9(m,
21H, NHCH,), 4.41(brs, 1H, NH), 5.08(s, 8H, CH,-benzylisch), 5.72(brs,
1H, NH), 7.18-7.47 (m, 20H, CH-aromatisch)

10-({3-[3-(4-Benzyloxyphenyl)-2-guanidinium-propionylamino]-propylcarbamoyl}-
methyl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecan-1,4,7-tricarbonséure-tribenzylester-nitrat (23)

Cbz_ /  \ _Cbz

N N

[ ] o) o)
N N\)L A~ NH NH,
cbz’ \__/ NH NH TFNO‘
3

NH
23 2

BnO
54He810012 [1045.52 g/mol]
Unter Stickstoffatmosphére werden 349mg (0.371mmol) des freien Amins 22 in 500 pl
DMF gelost. Dann werden 75 mg (0.371 mmol) des 3.5-Dimethylpyrazol-1-

formamidinium-nitrats sowie 52 ul (0.371 mmol) Ethyldiisopropylamin dazugegeben.
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Die Losung wird vier Tage'™® bei RT geriihrt. AnschlieBend wird das Produkt mit
Diethylether ausgefallt, wobei ein vdumingser weiler Niederschlag entsteht. Dieser wird
abzentrifugiert und nahma mit Ether gewaschen. Durch de Etherfdllung wird das
Produkt von DMF, Huinigs Base sowie dem 3.5-Dimethylpyrazol befreit. Ausbeute: 350

mg (90 %) eines weil3en, schaumartigen Feststoffes.

¥C.NMR: (100 MHz, CROD, TMS)
3 = 29.14(+, CH,CH,CH,), 36.8(+, N-CH,), 38.0(+, CH,CH), 47.8, 48.9
(+, br, N-CH,), 55.95(-, CH), 67.5, 69.97+, CH,-benzylisch), 115.13(-,
CH-aromatisch), 127.5, 128.06, 128.42,28.47, 128.§-, CH-aromatisch),
130.48 (-, CH-aromatisch), 136.38, 136.62, 136.9%+, Cg-aromatisch),
156.96(+, COBn), 157.95(+, Cy-Guanidinium), 170.92, 171.3, 172.64,
CO)

'H-NMR: (400 MHz, CROD, TMS)
0=1.451.6(m, 2H, CH,CH,CH,), 2.53.65(m, 25H, NCH,, CHCH,), 4.44
(brs, 1H, NH), 4.85.1 (m, 8H, CHy-benzylisch), 6.83 (d, 2H, CH-
aromatisch, J = 8.4Hz), 7.14(d, 2H, CH-aromatisch, J = 8.4Hz), 7.2-7.4 (m,
20H, CH-aromatisch)

10-({3-[3-Benzyloxy-2-guanidinium-propionylamino]-propylcarbamoyl]-methyl}-
1,4,7,10-tetraazacyclododecan-1,4,7-tricarbonsaure-tribenzylester-nitrat (37)

Cbhz_ / \ _Cbz

N N
[ ] o) o)
N N
cbz’ \__/ \)LNH/\/\NHJKK\OBn

37 HN . NH,
T Nos
NH,
48H61N10012 [96949 g/mol]
Die Durchfihrung erfolgt analog dem Tyrosinderivat 23. Ausbeute: 85 % eines klaren

Feststoffes.

115 Aufgrund der gréReren Verdiinnung (900ul DMF, anstatt 500ul wegen schlechter Léslichkeit eingesetzt)
verlangert sich die Reaktionszeit.
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¥C.NMR: (100 MHz, CDC4, TMS)
3 = 29.08(+, CH,CH,CH,), 35.98, 36.51+, NCH,), 48.1, 49.07+, br, N-
CH,), 55.69(-, CH), 67.42, 70.49+, CHy-benzylisch), 73.47 (+, CH,0),
127.79, 127.95, 128.45328.49, 128.54-, CH-aromatisch), 136.32, 136.40,
137.5 (+, Cqaromatisch), 156.13(+, CO), 157.55(+, Cg-Guanidinium),
171.23,171.31 (+, CO)

H-NMR: (400 MHz, CDC4, TMS)
3 = 1.561.66 (M, 2H, CH,CH,CH,), 2.52.88 (m, 4H, NHCH,), 3.084.06
(m, 21H, NCH,, CHCH,0), 4.484.56(m, 2H, CH.-benzylisch), 5.01(s, 6H,
CHz-benzylisch), 7.2-7.42 (m, 20H, CH-aromatisch)

FAB-MS:  m/z (%) 908 (M, 92), 866 (20), 391 (70), 307 (35), 154 (100)

2-Guanidinium-3-(4-hydroxyphenyl)-N-[3-(2-1,4,7,10-tetraazacyclododec-1-yl-
acetylamino)-propyl]-propionamid (24)

[ j 0 0
/N N\)L AN NH_, NHy
H \__/ NH NH T
24 NH,
HO

23H428903 [492.34 g/mol]
413 mg (0.42 mmol) des Cbz-geschiittzten-Cyclenderivates 23 werden in 9.2ml Methand
gelost und urter Stickstoffgegenstrom werden 34 mg Pd/C (10 %) zugegeben. Nadhdem
die Re&ktion zwel Tage hydriert wurde, wird der Katalysator abzentrifugiert und dbs
Losungsmittel am Rotationsverdampfer eingeengt. Das Rohprodult wird in Wasser gel 0st
und duch einen basischen lonenaustauscher und duch Reversed Phase-Chromatographie
(Waters Sep-PakC18 Cartridges, Elution mit Wasser/Methanol) gereinigt.
Rohausbeute nach der Cartridge: 207 mg (100 %) eines klaren, gelblichen Feststoffes.
Weitere Reinigung Uber die Sdulenchromatographie (MeOE)/NH6 mg (56 %)

'H-NMR: (400 MHz,D,0, TSP-d)
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0=1.41.52(m, 2H, CH,CH,CH,), 2.7-3.23(m, 23H, NCH,, CHCH), 3.28
(s, 2H, NCH,CO), 6.72(d, 2H, CH-aromatisch, J = 8.4Hz), 7.0(d, 2H, CH-
aromatisch,) = 8.4Hz)

3C.NMR: (100 MHz, DO, TSP-d)
& = 30.62(+, CH,CH,CH,), 39.73(+, CH,CH), 39.8, 40.05+, NH-CH,),
45.23, 45.6, 47.38, 526, N-CH,), 58.23(+, N-CH,CO), 59.66(-, CH),
118.45 (-, CH-aromatisch), 130.03 (+, Cg-aromatisch), 133.55 (-, CH-
aromatisch), 157.78(+, Cq-Guanidinium), 159.32(+, COH), 174.12, 175.92
(+, CO)

IR(CHCl): v = 3686, 3606, 3043, 2399, 2359, 1602, 1521, 1417, 1230, 930 cm

Maldi: (a-Cyanozimtsaure)
M =492

2-Guanidinium-3-hydroxy-N-[3-(2-1,4,7,10-tetraazacyclododec-1-yl-acetylamino)-
propyl]-propionamid (38)

HO
17H388903 [416.31 g/mol]
Die Durchfuhrung erfolgt analog dem Tyrosin. Eine Ausbeuteangabe ist nicht moglich, da
das Produkt nicht rein erhalten werden konrte. Die **C-NMR- und *H-NMR Spektren
geben das benzylierte Produkt wieder, wobei eine zweite Hydrierung oder Entschitzung
mit HBr/EtOAc nur Zersetzungsprodukte liefert.

Maldi: (a-Cyanozimtsaure)
M = 507 (benzyliert), 416 (Produkt), 287 (Cyclen mit Seitenkette)
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10-({3-[3-(4-Benzyloxy-phenyl)-2-(3-tert.-butoxycarbonylamino-propionylamino)-
propionylamino]-propylcarbamoyl-methyl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecan-1,4,7-

tricarbonsaure-tribenzylester (25)

Cbz, /  \ _Cbhz BocHN

N N
O
N

N \)L NH
ch’ \__/ NH  >""NH
25

BnO

s1H7e8s01> [1112.56 g/mol]
Unter Stickstoffatmosphére werden 50 mg (0.265 mmol) Boc-geschiitztes-3-Alanin 5 in
1.1 ml Dichlormethan gel6st. Zu der Losung werden 32mg (0.265mmol) DMAP gegeben,
und anschlief3end wird das Gemisch auf O °C gekuhit. Dann erfolgt die Zugabe von 55mg
(0.265mmol) DCC. Nach 10 min. Rihren bei 0 °C werden 250mg (0.265 mmol) des
Cyclenderivates 22 dazugefugt. Durch das ausfallende Urethan wird de Losung schnell
tribe. Nach einem Tag wird das Urethan abfiltriert. Mit etwas Dichlormethan wird
verdunrt, und die Losung wird jeweils zweimal mit NaHCOs-Lsg. und H,O extrahiert.
Nacdh dem Trocknen Uker NaxSO, wird das Losungsmittel unter verminderten Druck am
Rotationsverdampfer abgezogen. Es folgt die saulenchromatographische Aufarbeitung
(EE).
Ausbeute: 292 mg (99 %) eines weil3en, schaumartigen Feststoffes.

3C-NMR: (100 MHz, CDC}, TMS)
5 = 28.44(-, CHa3), 29.32(+, CH,CH,CHy), 33.94(+, NHCOCH,), 35.96(+,
CH,NHCO), 36.18(+, CH,CH), 37.6(+, CH,NHCO), 48.01(+, br, NCH,),
54.62(-, CH), 67.08, 67.5, 69.96+, CHx-benzylisch), 79.83(+, C(CHs)s),
114.96 (-, CH-aromatisch), 127.46, 127.83, 128.48129.0 (-, CH-
aromatisch), 130.32 (-, CH-aromatisch), 136.78, 136.99137.18 (+, Cy-
aromatisch), 156.09 (+, COBn), 157.77 (+, CO), 171.05, 172.14 (+, CO)
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'H-NMR: (400 MHz, CDC4, TMS)
&=1.45(s, 9H, CH3), 1.551.75(m, 2H, CH,CH,CH,), 2.323.65(m, 2%H,
NCH,, CHCH,, CONHCH,), 4.95.1 (m, 8H, CH,-benzylisch), 5.4 (brs, 1H,
NH), 6.9(d, 2H, J = 8.4Hz), 7.11(d, H, J = 8.4Hz), 7.27.45(m, 20H, CH-

aromatisch)

10-({3-[2-(3-Amino-propionylamino)-3(4-benzyloxyphenyl)-propionylamino]-propyl-
carbamoyl}-methyl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecan-1,4,7-tricarbonsaure-tribenzyl-

ester (26)

Cbz_ / \ _Cbz HeN
N N

U e

N N\)L NH
ch’ \__/ NH  >""NH

26

BnO
s6HseNsO10 [1012.51 g/mol]
292 mg (0.26 mmol) des Cyclenderivates 25 werden in 4.2 ml Dioxan gelést und
anschlieffend langsam mit 104 pl konz. Schwefelsdure versehen. Nach 120 Minuten wird
die Losung zur Aufarbeitung mit K,CO3 auf pH 11-12 gebracht und weitgehend am
Rotationsverdampfer eingeengt. Der Rickstand wird in Wasser aufgenommen und deimal
mit Dichlormethan extrahiert. Die organische Phase wird Uber M@,SO, getrocknet und

eingeengt. Ausbeute: 266 mg (100 %) eines weil3en, schaumartigen Feststoffes.

H-NMR: (400 MHz, CDC4, TMS)
3 = 1.581.69 (M, 2H, CH,CH,CH,), 2.463.61 (m, 29H, NCH,, CHCH.,),
5.32 (s, 8H, CH,-benzylisch), 6.92(d, 2H, J = 8Hz, CH-aromatisch), 7.12
(d, 2H,J = 8Hz, CH-aromatisch), 7.20-7.47 (m, 20H, CH-aromatisch)
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10-({3-[3-(4-Benzyloxyphenyl)-2-guanidinium-propionylamino)-propionylamino]-
propylcarbamoyl}-methyl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecan-1,4,7-tricarbonsaure-

tribenzylester-nitrat (27)

HoN NH,
oy
Cbz_ N/ \N _Chz HN

Uy ol

N N\)L NH
cb’ \__/ NH™ >""NH

27

BnO

57H7:81:0;:3 [1117.52 g/mol]
Unter Stickstoffatmosphére werden 266 mg (0.263mmol) des freien Amins 26 in 370l
DMF gelost, und 53mg (0.263 mmol) des 3.5-Dimethylpyrazol-1-formamidiniumnitrats
sowie 37 ul (0.263mmol) Ethyldiisopropylamin werden dazugegeben. Die Lésung wird
sechs Tage bel RT gertihrt. Anschlief3end wird das Produkt mit Diethylether ausgefdllt,
wobei ein vdumindser weif3er Niederschlag entsteht. Dieser wird abzentrifugiert und
nochmal mit Ether gewaschen. Durch die Etherfallung wird das Produkt von DMF, Hiinigs
Base sowie dem 3.5-Dimethylpyrazol befreit. Als weitere Reinigung wird eine
Saulenchromatographie (MeOH/MH/orgenommen.

Ausbeute: 171 mg (62 %) eines weil3en, schaumartigen Feststoffes.

3C-NMR: (100 MHz, CDC}, TMS)
& = 30.07 (+, CH,CH,CH,), 35.65(+, NHCOCH,), 36.57(+, CH,NHCO),
37.64 (+, CH,CH), 38.28(+, CH,NHCO), 48.65(+, br, NCH,), 56.69(-,
CH), 68.14,69.87(+, CHy-benzylisch), 115.94(-, CH-aromatisch), 129.16,
130.03, 130.32(-, CH-aromatisch), 131.36-, CH-aromatisch), 137.56,
138.80(+, Cq-aromatisch), 157.89(+, COBn), 158.79(+, Cy-Guanidinium),
159.12 (+, CO), 172.80, 173.74 (+, CO)

IR (CHCL): v =2999, 1686, 1511, 1473, 1422, 1374, 1245, 1134 cm

FAB-MS:  m/z (%) 1057 (M, 15), 1014 (17), 587 (10), 307 (100)
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2-(3-Guanidinium-propionylamino)-3-(4-hydroxyphenyl)-N-[3-(2-1,4,7,10-tetraaza-
cyclododec-1-yl-acetylamino)-propyl]-propionamid (28)

H,N \%

/" \ _H AN

NH,
H\
[N

N
H

HO

26H4781004 [563.38 g/mol]
171 mg (0.16 mmol) des Cbz-geschitzten-Cyclenderivates 27 werden in 3.7ml Methanol
gelost, und uner Stickstoffgegenstrom werden 15 mg Pd/C (10 %) zugegeben. Nadhdem
drei Tage hydriert wurde, wird der Katalysator abzentrifugiert und das Lésungsmittel am
Rotationsverdampfer eingeengt. Das Rohprodukt wird in Wasser gel6st und duch einen
basischen lonenaustauscher sowie durch Reversed Phase-Chromatographie (Waters Sep-
Pak™~ C18 Cartridges, Elution mit Wasser/Methanol) gereinigt. Als weitere Reinigung wird
eine Saulenchromatographie (MeOH/NIMorgenommen.

Ausbeute: 48 mg (53 %) eines klaren, leicht gelblichen Feststoffes.

"H-NMR: (400 MHz, O, TSP-d)
1.53-1.59(m, 2H), 2.56(t, 2H, J = 6.3 Hz), 2.923.5(m, 26H), 4.44
(t, 1H), 6.85 (d, 2HJ = 8.4 Hz), 7.15 (d, 2H] = 8.4 Hz)

BC-NMR: (100 MHz, 3O, TSP-d)
30.66 (+, CH,CH,CH,), 37.32(+, CH,CO), 39.33(+, CH,-Guani-
dinium), 39.59(+, CH,CH), 40.3, 45.18+, CH,NH), 45.89, 46.53,
52.79(+, NCH,), 58.23(+, NCH,CO), 58.68(-, CH), 118.53 -, CH-
aromatisch), 131.23(+, Cq-aromatisch), 133.61(-, CH-aromatisch),
157.55 (+, COH), 159.82 (+, C,-Guanidinium), 175.94, 176.05,
176.19 (+, CO)

IR(CHCly): v = 3687, 3606, 3037, 2360, 2341, 1602, 1521, 1419, 1230, 930 cm
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Maldi: (a-Cyanozimtsaure)
M = 564

10-[3-(1.4.7.-Tris-tert.-butoxycarbonyl-1,4,7,10-tetraazacyclododec-10-yl)-propyl]-

1,4,7,10-tetraazacyclododecan-1,4,7-tricarbonsaure-tri-tert.-butylester (54)

Boc, /—\ Boc Boc, /~—\ Boc
N N N N
L,oJ 0
Boc” N\_/N\/\/ I\I\_/N\ Boc
54

50H93NgO12 [997.69 g/mol]
650 mg (1.4 mmol) des Boc-geschitzten Cyclens 3 und 64mg (1.5 mmol) LiOH - H,O
werden in 10 ml Aceonitril im Kolben vargelegt und gelést. Dann werden 147 pl (1.45
mmol) 1.3-Dibrompropan dazu gespritzt. Die Losung wird dann vier Tage aif 80 °C
erhitzt. Die DC-Kontrolle zeigt, dal3 alles vollstandig abreagiert ist, wobei ein weiteres
Nebenprodukt (undefinierbar) entstanden ist. Die Redktion wird duch Waschen mit
NaHCO;3; und H,O aufgeabeitet. Nach dem Trocknen Uber NaxSO4 wird am Rotations-
verdampfer das restliche Ldsungsmittel abgezogen. Die sdulenchromatographische
Reinigung mit EE/PE 2:1 liefert 230mg (17 %) eines leicht gelbli chen Feststoffes und 420

mg Nebenprodukt als weil3en schaumartigen Feststoff.

H-NMR: (400 MHz, CDC}4, TMS)
1.431.5 (ds, 54H, CHs), 2.02.05 (m, 2H, CH,CH,CH,), 2.62.75
(m, 8H, NHCH), 3.2-3.6 (m, 28H, NHC}).
3C-NMR: (100 MHz, CDC4, TMS)
21.05(+, CH,CH,CH,), 28.55(-, CHs), 31.83(+, CH,), 47.89, 50.4
(br, +, NHCH), 79.36 (-, C(CH)3), 155.42, 155.78, 156.24 (+, CO)
FAB-MS: m/z (%) 996 (M, 7), 594 (14), 473 (100), 372 (22), 173 (56)
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1-[3-(1,4,7,10-tetraazacyclododec-10-yl)-propyl]-1,4,7,10-tetraazacyclododecan (55)

HN  NH HN NH

N .
HIQ_/N\/SS\/ N\_I>IH

GoHaNg [384.37 g/mol]
Von dem geschiitzten Dimer 54 werden 160mg (0.16 mmol) in einem Kolben vorgelegt
undin 6 ml Dioxan gel6st. Dann werden 200l konz. H,SO,4 dazugespritzt. Nach einem
Tag Ruhren bal RT kann aufgeabeitet werden. Zur Aufarbeitung wird de Ldsung mit
K,CO3 auf pH 11-12 gebracht und weitgehend am Rotationsverdampfer eingeengt. Der
Rickstand wird in Wasser aufgenommen und dreima mit Dichlormethan extrahiert. Die
organische Phase wird Uber M@,SO, getrocknet und eingeengt. Zur vollstandigen
Reinigung erfolgt die Verwendurg des basischen lonenaustauschers und de Reversed

Phase-Chromatographie (Waters Sep-Rak8 Cartridges, Elution mit Wasser/Methanol).

Ausbeute: 62 mg (100 %) eines zéhen braunlichen Feststoffes.

"H-NMR: (400 MHz, DO)
2.092.2 (m, 2H, CH,CH,CH,), 2.882.98 (m, 4H, NHCH,), 3.18
3.62 (m, 32H, NHCH).

BC-NMR;: (100 MHz, DO)
19.66(+, CH,CH,CH,), 42.4, 42.54, 43.08+, NHCH,), 49.61, 51.9
(+, NHCH,)

IR(Kap. Film): v = 3437, 3025, 1637, 1179, 1051, 873tm
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7.3 Festphasenpeptidsynthese der Peptide

am Beispiel des Neunmer-Peptides

MtrHN M trHN NH MtrHN NH Mtrl—N NH

gwgmg@gwgm
ili

NHBOC
HN NHM tr HN NHMtr

NHArg(Mtr)-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Arg(Mtr)-Arg(Mtr)-GIn-Arg(Mtr)-Arg(Mtr)-Arg(Mtr)-Resin

Die Peptidfestphasensynthese wird rnach dem “Du Port RaMPS™ Multiple Peptide
Synthesis System, Instruction Manual“ durchgefihrt.

Gekuppelt wird an einem Wang-Resin (para-Benzyloxybenzylalkohd), das bereits die
erste Mtr-geschitzte Aminosdure (Arginin) tragt. Die Synthese wird in einem
Scheidetrichter mit eingebauter Glasfritte durchgefihrt. Zur Reinigung werden de
flisdgen Phasen mit einem Wasserstrahlvakuum aus dem Redaktionsgefald gesaugt. Zu
Beginn wird de Fmoc-geschiitzte a-Aminofunktion der terminalen Aminoséure mit 50 %
(v/v) Piperidin/lDMF entschiitzt und mit der nachsten auch an der Aminofunktion Fmoc-
geschitzten Aminosdure gekuppelt. Diese Amincsdure wird jedoch als Aktivester
(Pentafluorphenyl-  bzw. 1-Hydroxybenzotriazol-Ester) in 2.5fachem Uberschul
eingesetzt. Der 1-Hydroxybenzotriazol-Ester wird bereits vor der Kuppung unter
Verwendurg des Kuppdungsreagenzes N, N’-Diisopropylcabodimid gebildet. Die
Vollstandigkeit jeder Kuppung wird mit dem Kaiser (Ninhydrin)-Test”® Gberpriift.
Zwischendurch wird das Resin immer wieder mit DMF und Methand gewaschen. Weitere

Angaben zur Synthese befinden sich in der folgenden Tabelle.
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Mengenangabe

Resin-Fmoc-Arg(Mtr)

Entschitzen (10 min)
50 % Piperidin/DMF

Kupplung eines Hobt-Esters (2h)
Fmoc-Arg(Mtr)OH/Fmoc-Lys(Boc)OH
CH,CI,

Hobt (0.5 M in DMF)

DIC

DMF

Kupplung des Opfp-Esters (2 h)
Fmoc-GInOPfp

Hobt (0.5 M in DMF)

DMF

Kupplung des Cyclenderivates (2 h)
Resin-Peptid-Nki

Cyclenderivat 12

CH,Cl,

Hobt (0.5 M in DMF)

DIC

DMF

Abspalten vom Resin/Entschiitzen
TFA

Thioanisol

1.2-Ethandithiol

0.2 mmol (363.6 mQ)

6 ml

0.5 mmol
2 ml

0.5 mmol (1 ml)

0.5 mmol (78 pl)

3ml

0.5 mmol
0.4 ml
6 ml

0.1 mmol
0.25 mmol
1ml

0.5 ml

39 pl

1.5 mil

5.7 ml
270 pl
30 pl

Die Ausbeute nach der Kuppung mit dem Cyclenderivat 45 betrégt 79 %. Die

Entschitzung wurde zweima durchgefihrt, da sich nicht ale Boc-Schutzgruppen

gleichzeitig entfernen lief3en. Zur Reinigung wird das Peptid in Diethylether geféllt,

abzentrifugiert und erneut zweima in Ether gewaschen. Durch anschlief3endes

Gefriertrocknen erhalt man ein weif3es Pulver.

Ein MALDI-MS (a-Cyanozimtsiure) (m/z): 1553 [M'] bestdtigt die Reinheit des

Produktes.

Analog dieser Versuchsbeschreibung wurde die Sechsmer- und de 1,4, %Triazacyclonoran

Peptidsynthese durchgefiihrt. Ebenso konrten de Peptide ohre Cycleneinheit hergestellt

werden. Sie wurden ohre den letzten Kupdungsschritt entschitzt und van Resin getrennt.
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7.4 Kinetische Messungen
7.4.1 Durchflhrung der Titration

Die Bedingungen fur die Bestimmung der Protolyse- und Komplexstabilit dtskonstanten der
Verbindung43 sind der Tabelle zur Abb. 7.1 angegeben.

H \__/ H
43
Konzentrationen [M]

Verbindung 43 0.002
Zn(ClOy), - 6H,0 0.002

TEAOH 0.1
HCIQ/TEAP 0.01/0.9
lonenstarke 0.1

Abb. 7.1 Tabelle Uber die Konzentrationen der Titrationslésungen zur Bestimmung von

Protolyse- und Komplexstabilitatskonstanten

Zu Beginn jeder Mef3reihe wird das Milli pore Wasser, das fur das Ansetzen der Lsungen
bendtigt wird, entgast. Dazu wird es 1 h auf Siedetemperatur erhitzt und urer
Argonatmosphéare auf RT abgekunhlt.

Zum Einstellen der 0.1 M TEAOH-L6sung wird zuvor die 0.01 M HCIO4- und 0.09M
TEAP-L6sung mit einer 0.1 M NaOH-Losung (Titrisol Maldlésung von der Firma Merck)
eingestellt. Die lonenstarke betragt 0.1. Gemessen wird mit einer kombinierten pH-
Glaselektrode, die vor jedem Gebrauch mit Puffern (pH 3, 7 und 9) geeicht wird.
Zur Bestimmung der Protolyse- und Komplexstabilit éskonstanten werden 0.2 mmol der
Verbindurg 43 als HCI-Salz im aquimolaren Verhdtnis mit Zn(ClO,4), - 6H,0 in 100 ml
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0.01 M HCIO4Lo6sung gelost. Fur jede Mesaung werden 20 ml der 2 mM Lésung
entnommen und in ein Metronotm-Titriergefad mit Ruhrer gegeben. Die Zele wird,
nachdem die Elektrode und der Dosierer in die Lésung tauchen, fest verschlossen undmit
Argon gespiihit. Ein weiterer Argonkallon sorgt fiur standigen Argon-Uberdruck in dem
Gefa3. Die Titration erfolgt dann mit einer automatischen 5 ml Birette der Firma
Metronolm (Dosimat 716) in korstanten Zeitintervallen (1-5 min) mit einem Inkrement
von 0.05ml 0.1 TEAOH. Eine @nzelne Mesaung dauert demnach 1.67 lbs 8.33 Stunden.
Fur die Komplexstabilitdtskonstanten wird de langere Mef3zeit gewdhlt, da die
Gleichgewichtseinstellung langer dauert als bei der Saure-Base-Titration.

Die Auswertung der Protolyse- und Komplexstabilit &skonstanten erfolgt mit dem
Computerprogramm BEST und wird fur ca funf Mesaungen pro Wert herangezogen.
Dabel werden nu pH-Werte von pH 2 bispH 11 bkerlicksichtigt, dain desem Bereich sich

noch kein Niederschlag bemerkbar gemacht hat.

7.4.2 Umesterung von HPNPP durch Zn(ll)-Cyclenkomplexe in Wasser

Die Bedingungen der kinetischen Mesaungen in Wasser sind in der Tabelle der Abb. 7.2
angegeben.

Fur die Hydrolysen wurde ausschlie3lich nur Millipore Wasser verwendet.

Konzentrationen [mM]

Cyclen-Komplex 10

HPNPP 0.2

Puffer (Tris/HEPES) 100

lonenstarke (KCI) 0.5M

pH-Wert variabel (6.5-8.3)
Temperatur 55 °C

Abb. 7.2 Bedingungen der kinetischen Mesauingen in Wasr fir Me3- und Referenzldsung
bel der Hydrolyse von HPNPP mit den Zn(ll)-Cyclenkomplexen. Die ReferenzlGsungen

enthalten keinen Komplex
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Zur Hydrolyse des Phosphates werden die Puffer-Stammldsungen (100 mM Hepes-Séaure
bzw. Trisund 0.5M KCI) angesetzt, die Mefd6sung mit dem Komplex (10 mM) versehen
und auf den gewiinschten pH-Wert mit NaOH-L6sung eingestellt. Der Komplex setzt sich
aus den entsprechenden Cyclenderivaten und der &guimolaren Menge Zn(ClQg4), H,O
zusammen. Die engestellten Lésungen (2 ml) werden in Quarzkivetten (I = 1 cm)
Uberfiihrt, wobel nur die Mel3kiwette den Komplex enthdlt. Die beiden Kiivetten werden in
einem Wassrbad ca 10 Minuten auf 55+0.5 C temperiert. Dann werden 20 pl der
HPNPR-Stammldsung (0.02 M) mit einer Eppendaf Mikroliterspritze in beide Kuvetten
gegeben (Endkoreentration: 0.2 mM HPNPP, die Ldsungen mit der Spitze gut
durchmischt und de Klvetten mit einem Teflondedkel verschlossen. In einem Abstand von
3-5 Minuten wird dann Gker einen Zeitraum von 1.5Stunden bei 400 M (A VON para-
Nitrophenadlat) die Absorption der Mefddsung gegen de der Referenzlsung gemessen. Am
Ende jeder Mel¥reihe wird nach einmal der pH-Wert der beiden Lésungen Uberpriift (ApH
< 0.02. Fir jede Verbindurg werden in der Regel zwei Melreithen aufgenommen
(Reproduzierbarkeit 10 %).

Die Hintergrundtydrolyse liegt im Bereich 6.6- 8.5zwel bis drei Zehnerpaotenzen urter der

der Komplexe. Sie wird deshalb nicht weiter bertcksichtigt.

7.4.3 Umesterung von HPNPP durch den Zn(ll)-Cyclen-Komplex (43)

Die Konzentrationen und pH-Werte in der Mel3- und Referenzlésung sind der Tabelle 7.2

ZUu entnehmen.

NH,
+
H\N/ \N/H HNJ\NH2

Wie unter 7.3 leschrieben, wird de Verbindurg als HCI-Salz bel den Hydrolysen
eingesetzt. Die mit NaOH-L6sung eingestellten exakten pH-Werte konnen der Tabelle in
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Abb. 5.6Kapitel 5 entnommen werden, wobel HEPES fir die Einstellung der pH-Werte
6.53-7.8 und Tris fur pH 8.2 verwendet wurde.

7.4.4 Umesterung von HPNPP durch die Zn(ll)-Cyclenkomplexe 15, 20 und 24 in

Wasser

Die Verbindurgen 15, 20 und 24wverden nicht als HCI-Salz eingesetzt. Aufgrund cer

hohen hygroskopischen Eigenschaft der Cyclenderivate sind de Hydrolysen mit dem
Rohprodukt mit einer héheren Fehlerquote behaftet als die mit dem eingesetzten HCI-Salz.
Die Durchfuhrung und Konzentrationsangaben sind der Tabelle in Abb. 7.2zu entnehmen.

Die Proben fur die pH-Werte 6.5, 7 und 7.5 werden mit HEPES eingestellt.

Schwierigkeiten ergeben sich bel der Hydrolyse mit pH-Werten Uber pH 7.5. Bel der
Bildung des Zink-Cyclen-Komplexes fallt ein Niederschlag aus, bei dem es sch vermutlich

um Zn(OH} handelt.

—\ NH,
HN - NH NH4/<+ HN - NH NH,
[ A~ j NH%_/ " [HN'IZHI?‘NJ NH/Z<+NH
HN N N\ 2
\__/ o) I\ /
3 HN  NH 3

A\ "|'|)
[ Ry o)

HO HO
20 15

g
-

Abb. 7.3 Drei verschiedene Zn(ll )-Cyclenkomplexe, die auf ihre hydrolytische Aktivitét mit
HPNPP getestet werden
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7.5 Spaltung des Dinucleotids UpU durch das Cyclenderivat (43)

Die Bedingungen der kinetischen Messungen sind in Tabelle 7.4 angegeben.

Konzentrationen [mM]

Zn(Il)-Komplex 10
UpU 0.1
Puffe 50

Abb. 7.4 Tabelle Uber die Bedingungen der kinetischen Mesaung zur Spaltung von UpU
durch den Zn(Il)-Cyclen-Komplex (43)

Fur jeden Hydrolyseversuch werden drei Stammlésungen (RNase-frei) benétigt:
11.1mM des Komplexes in einem 0.0556 M Puffer mit eingestelltem pH-Wert
55.6mM Pufferlésung des gleichen pH-Wertes
1.0mM LoOsung des Dinucleotides UpU

Eine Losung aus 0.0111M L6sung des Komplexes 43 wird duch eine 0.0556M HEPES
Losung (pH 7-7.3) hergestellt. In der Lésung befinden sich 28.35mg des HCI-Salzes der
Verbindurg 43, 20.7mg Zn(ClO,), * 6 H,O und 66.25mg HEPES in 5ml H,O gel6st und
mit NaOH-L6sung auf den entsprechenden pH-Wert eingestellt. Fir die Referenzprobe
wird eine ebenfalls 0.0556M Loésung aus HEPES (1.3249/100ml) angesetzt und mit HCI-
Losung auf pH 7-7.3 gebracht. Zu beiden Lésungen gibt man UpU-Stammlésung (1 mg
UpU in 1.76 ml HO).

Fur eine Mesaung werden 0.9ml der Komplexlésung und 0.1ml der UpU-Losung in einem
1.5 ml HPLC-Probenglaschen mit Teflonseptum gemischt und im Wasserbad auf 60 °C
temperiert. Die Referenzprobe wird aus 0.9 ml der Pufferlésung und 0.1ml der UpU-
Losung angesetzt und ebenfalls auf 60 °C temperiert.

In bestimmten Zeitabstéanden (bis zu mehreren Tagen) werden de Proben mittels RP-18

HPLC untersucht. Eine qualitative Analyse ist in Kapitel 5 beschrieben.
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8. Experimenteller Teil, Gelelektrophorese

8.1 Allgemeiner Teill

8.1.1 Inaktivierung von RNAsen

Zur Vermeidung der Kontamination duch pdentiell vorhandene RNAsen in Puffern und
Losungen sowie Eppendaf- Hitchen und Spitzen werden gesonderte Mal3nehmen
getroffen. Milli pore Wasser und alle Puffer und Losungen werden duch 24 stiindge
Inkubation mit 0.1 % DEPC und anschlieBendem Autoklavieren''® vorbehandelt. Die

Apparaturen (nur benutzte Flachen) werden vor dem Einsatz mit Ethanol abgerieben.

8.1.2 Quantifizierung von RNA

Die von der Firma MWG erhaltene RNA muf3 va dem Einsatz entschiitzt werden. Die
Quantifizierung der RNA erfolgt Uber eine Absorptionsmesaung bel 260 M. Nadh
Gleichung (1) ist:

Anzahl der pmole = Gesamt Qfg/ (10x Anzahl der Basen im Oligo) (2)

Eine ODyeo Einheit (= Ageg ISt die Menge, de in 1 ml Wassr geldst, im
Spektralphotometer (1cm Kivette) bei 260 nm einen Absorptionswert von 1.0 erzeugt.
Eine ODyo Einheit entspricht 30-35 pug DNA.

8.1.3 Behandlung der RNA

Die von dr Firma Genset erhaltene und auch de quantifizierte RNA werden in
autoklaviertem Wasser gel6st undrenaturiert (bei 80 °C 5 min. erwarmen undlangsam auf
RT abkiHen lassen). Die RNA bleibt tber einige Wochen bei - 20 °C im Gefrierschrank

stabil. Bei jedem Gebrauch sollte sie moglichst kiihl gelagert werden.

116 Zum Autoklavieren wurde ein Schnellkochtopf verwendet. Seine Effektivitat wurde bei jedem Einsatz mit
Autoklavierpapier nachgewiesen.



8. Experimenteller Teil : Gelelektrophorese 18¢

8.1.4 Die Elektrophorese mit einem 20 %-igem denaturierenden Polyacrylamidgel

Das Gel wird aus 21 g Harnstoff, 10 ml 5x TBE (Tris-Borat-EDTA-Puffer), 25 ml 40 %
(w/v) Polyaaylamidlésung (191 Bisaaylamid) und 231 TMEDA hergestellt. Durch
leichtes Erwérmen undRuhren im Rotationsverdampfer-Wasserbad 16st sich der Harnstoff
schneller, wobel aufgrund der leichten Polymerisierbarkeit darauf geaditet werden sollte,
dal’ de Lésung nur wenig gertihrt wird. Kurz bevor das Gel in de Kammer des Geltragers
gegosen wird, werden 300 pl APS as Polymerisationsdarter zugegeben. Mit der
umgekehrten Seite des Kammes wird das frisch gegossene Gel gegléttet. Friihestens nach
drei Stunden kann das Gel beladen werden. Die Kammer wird dann mit einem Liter 1x
TBE gefillt und dbs Gel wird bel 55 W konstant auf 50 °C erwdrmt, bevor die Proben
aufgetragen werden konren. Die aufzutrennenden Proben werden in kleine Geltaschen
(dlots) von wenigen Millim etern Durchmesser pipettiert. Das Auftrennen der RNA erfolgt
ebenso bel 55 W. Zur Erkennurg des Laufverhatens der RNA-Fragmente wird nach der
Re&tion der Proben loading Puffer zugefligt. Dieser stoppt die Regtion undist aufgrund
des Formamids auch fir eine klare Aufspaltung der Fragmente zustandig. Zusétzli ch sorgt
das Formamid duch seine grof3e Dichte fur ein gutes Absadken der Proben, so dai sie
schneller in das Gel einziehen kdnren. Neben dem Formamid liegen im loading Puffer
noch zwei Farbstoffe, Bromphend-Blau und Xylencyand, vor. Der Verlauf der
Elektrophaese wird somit kortrolliert und de Elektrophaesefront markiert. Nadch der
Zugabe des loading Puffers werden de Proben 2 min. bei 80 °C gehalten und d@nn sofort
auf Eis gelegt. Diese Methode dient zur perfekten Auftrennurg der RNA-Bruchstiicke und

sorgt fur klare Spots.

20 % denat. Gel 21 g Harnstoff
25 ml 40 % Acrylamid/Bisacrylamidlésung (19:1)
10 ml TBE (5x)
23 ul TMEDA
300 pl APS
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8.1.5 Darstellung der Puffef*’

Puffer Substanzen in g und ml Angabe

5x TBE 54 g Tris
27.5 g Borsaure
20 ml EDTA-Lsg 0.5 M
auf 1 Liter mit HO auffullen
APS 1 g Ammoniumperoxodisulfat
auf 10 ml Wasser
Loading Puffer 1 mg Bromphenolblau

1 mg Xylencyanol FF

20 ul EDTA

auf 1 ml mit Formamid auffillen
1x TBE 200 ml 5x TBE mit HO auf 1 Liter auffullen
0.5 x TBE 50 ml 5x TBE mit HO auf 500 ml auffillen

Tabelle 8.1: Darstellung der Puffer fur die Zubereitung der Elektophorese

8.1.6 Das Northern Blot Verfahren

Das Northern Blot Verfahren beinhaltet die Ubertragung der RNA auf eine positive Nylon-
Membran (Nytran Plus 0.45 um der Firma Schleicher & Schuell). Das Gel wird nach der
Elektrophaese auf RT abgekuhlt und von @ einen Platte auf ein Stiick Blotting Papier
(GB 003 ubertragen, welches zuvor mit 0.5 x TBE befeuchtet wurde. Mit einem
trockenem Stiick Blotting Papier wird das Gel gerade gestrichen. Erst nachdem alle
Luftblasen entfernt wurden, kann de hochempfindliche Nylon-Membran (Die
Bindurgskapazita von Nucleinsiuren liegt bei 400 pg/cm?) auf das Gel gelegt werden.
Jeweil s dartiber und darunter werden varsichtig vier Schichten mit 0.5x TBE befeuchtetes
Blotting Papier gelegt. Der Sandwich wird dann in einer Blotting Apparatur (Sammy Dry
von Schleicher & Schuell) 45 min. bei 400 mA geblottet. Dieser Zeitraum hat sich fir den

17 Die Substanzen werden von den Firmen Biomol, Serva und Sigma bestellt.
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vollstandigen Transfer der RNA bei mindestens 10 x 20 cm? Sandwichen as effektiv
herausgestellt. Zum Fixieren wird de Membran anschlief?end 30min. bei 80 °C erwarmt.
Danadc kann sie entweder gleich weiter behandelt werden oder in Frischhaltefoli e gepadkt

im Kuhlschrank 1-2 Tage verweilen.

8.1.7 Detektionsprotokoll fur Biotin-markierte RNA auf Nylon-Membran

Das folgende Protokdl stammt von der Firma Ambion fur Biotin-markierte RNA auf

positiver Nylon-Membran. Alle Stufen werden bei RT durchgefihrt.

1. Waschen 2 x 5 min. Wash Puffer (1 ml /cR)

2. Waschen 2 x5 min. Blocking Puffer (0.5 ml /cif)

3. Waschen 30 min. Blocking Puffer (1 ml /crf)

4. Waschen 30 min. Blocking Ruffer+Streptavidin Alkalische Phosphatase
(10 ml + 1 pl/100 cr)

5. Waschen 15 min. Blocking Puffer (0.5 ml /c)

6. Waschen 3 x 15 min. Wash Puffer (1 ml /cA)

7. Waschen 2 x 2 min. Assay Puffer (0.5 ml /cfy

Zur anschlieffenden Fixierung der Membran wird sie in eine Plastikbox Uberfihrt, die
abwedselnd, je nach Grole der Membran, mit der im Protokall angegebenen Menge an
Puffer versehen wird. Die Box wird mittels einer Schwenkmaschine in Bewegung gehalten,
so dal’ de Membran immer von Puffer benetzt ist. Nach den sechs Waschvorgangen wird
die Membran im letzten Schritt durch den Assay Puffer alkalisch gemadit, damit die
alkalische Phaosphatase &tiviert wird. Das anschlief3ende Trocknen der Membran erfolgt
durch Abtropfen lassen des Puffers. Die Membran wird auf Frischhaltefolie gelegt und mit
CDP-Star (Firma Tropix) zur Detektion kehandelt. Dafr wird mit einer Eppendaf Pipette
mehrmals etwas CDP-Star auf die Membran gespritzt, bis diese gut befeuchtet ist. Durch
Anheben der Membran wird die Losung mehrmals hin und her bewegt, bis die Membran
vollstandig mit der Losung bededkt ist. Durch mehrmaliges Abtropfen auf Papier wird de
Membran so gut es geht getrocknet. Sie wird dann in Frischhaltefolie gepad<t und kannin
einer Entwicklungskammer mit einem Kodak-Film versehen undentwickelt werden. Der
Wirkbereich von CDP-Star hat nach 4 Stunden sein Maximum. Eine Bélichtungszeit von
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2.5-3 Stunden hat sich fir die Membran als optimal herausgestellt. Die Entwicklung erfolgt

mit Entwickler und Fixierer der Firma Sigma.

8.1.8 Herstellung der Puffer fir das Detektionsprotokoll

Puffer Substanzen in g und ml Angabe

Wash 25 ml SDS

100 ml 10x PBS

auf 1 Liter mit HO auffullen
Blocking 22.5 ml SDS

90 ml 10x PBS

1.8g I-Block (Tropix)

auf 900 ml mit HO auffillen
Assay 100 mM Tris

100 mM NacCl

auf 1 Liter mit HO auffillen
20 % SDS 20 g SDS mit KO auf 100 ml auffillen
10 x PBS 82.3 g NaHPO,

23.5g NaH,PO,

40 g NaCl

Tabelle 8.2: Darstellung der Puffer flr die Zubereitung des Detektionsprotokolls

Alle Puffer werden mit destilli ertem, nicht autoklaviertem Wasser angesetzt. Der Blocking

Puffer mul3 etwas erwarmt werden, damit sich das I-Block Reagenz I6sen kann.

8.1.9 Die Ribonucleasen

Bel den in deser Arbeit verwendeten Ribonucleasen handelt es sch um T4, B, Phy M und
V,. Die Konzentrationsangabe in urits bezieht sich auf die Menge, die von der Firma
Pharmada Biotedh bezogen wird, wobei jede Ribonwclease vor dem Einsatz mit 100 pl

autoklaviertem Milli pore Wasser verdunrt wird. Die unit-Erklarung erfolgt bel der
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Verwendurg der einzelnen Ribonucleasen. Die Menge (in pl), die bel der Elektrophaese

eingesetzt wird, bezieht sich daher auf die der verdinnten Loésungen der Ribonucleasen.

8.2 Durchfuhrung der Gelelektrophorese, die einzelnen Versuche

Die von dr Firma Genset erhatene RNA (1) wird in 1 ml autoklaviertem Milli pore
Wassr gelost (9.0 pmol/pl). Bevor sie @ngesetzt wird, wird sie nochmal 1:10 verdinrt
(0.9 pmoal/pl). In jedem Versuch werden 1.5 ul RNA eingesetzt, da die Gele mit dieser
Konzentration de besten Ergebnisse gezeigt haben. Jede Probe wird, wenn richt anders

angegeben, auf 10 pl verdiinrt, wovonjeweils 7 ul aufgetragen werden, so dald letztlich de
RNA-Konzentration 135 nM betragt.

8.2.1 Durchfuihrung fiir das Gel der Abb. 6.3, Spaltung der TAR-RNA zwischen 4J
und G, durch das Peptid-Cyclen-Konjugat | in Abwesenheit von Ell

:.‘- -

Abb. 6.3: Polyacrylamid Gelelektrophorese, Sequenzabhangige Hydrolyse der 31mer-RNA (1) (am 5'-
Ende mit Biotin markiert) durch Peptide bei Raumtemperatur

Peptid Konzentration: 167.2 uM. Bahn 1, alkalische Hydrolyse; Bahn 2, (1) fur 3 h; Bahn 3, Referenz-
RNA; Bahn 4, (1) und EDTA (0.5 mM) fur 1 h; Bahn 5 Hydrolyse durch RNase T, (G-spezfisch); Bahn
6, (1) fur 1 h; Bahn 7, (1) fur 2 h; Bahn 8, (1) fur 1 h; Bahn 9, (1) fur etwa 3 min; Bahn 10, (1V) for 1
h; Bahn 11, (1) fiir 1 h; Bahn 12, (1) and Eu" (167.2 pM) fiir 1 h; Bahn 13, (Il) 167.2 pM and Eu"
(167.2 puM) fiir 1 h; Bahn 14, (Ill) 167.2 uM and EU' (167.2 uM) fir 1 h.

Allgemeine Arbeitsvorschrift:

Die Proben werden mit Eppendarfpipetten in Eppendafgeféaien (1.5 ml) angesetzt und mit
der RNA (1) und dem entsprechenden Peptid versehen. Die Mengenangaben und
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Konzentrationsangaben sind in Tabelle 8.3 zusammengefaldt. Alle Proben werden mit
autoklaviertem Milli pore-Wassr auf das Gesamtvolumen von 5 pl aufgefllt und
abzentrifugiert. Je nach Zeitangabe afolgt der Ansatz 1, 2 und3 Stunden var dem Beladen
des Gels. Die Proben verweilen bis zur Beladung bzw. Quenschen mit dem loading Puffer
bei RT. Bei dem Metallkomplex wird das M™ mit dem Peptid fiir 15 min. inkukiert, bevor
anschlief?end de RNA und dbs Wassr dazugegeben werden. Die Probe fur die dkalische
Hydrolyse setzt sich aus 6 pl loading Puffer, 5 ul RNA und 5 pl Natriumcarboret/-
Natriumhydrogencarboretldsung pH 9.1 zusammen. Sie wird 2 Stunden vor dem Beladen

des Gels angesetzt und im Heizblock auf 55 °C erwarmt.

Substanz Menge Konzentration Endkonzentration
RNA (1) 1.5 pl 1.35 pM 135.0 nM

Peptid I, I, I, IV 1.5 pl 1.67 mM 167.0 uM

Ed" 1.5 pl 1.67 mM 167.0 uM

T: (200 uf*® 1.5 pl

loading Puffer 5.0 ul

EDTA 2.0 ul 0.5 mM

Tabelle 8.3: Mengen und Konzentrationsangaben fir das Gel in Abb. 6.3

Kurz vor dem Auftragen der Proben auf das Gel wird de Probe mit T; (1.5 pl der
verdinrten 200 uLdsung) und de Korntroll-RNA angesetzt. Die RNA wird direkt mit Ty
und Wassr oder bel der Kontroll-RNA nur mit Wasser versehen und abzentrifugiert.
Danach werden ale Proben mit 5 pl loading Puffer versehen, der die Reétion stoppt.
Letztlich haben ale Proben his auf die der alkalischen Hydrolyse én Gesamtvolumen von
10 pl. Die @zentrifugierten Proben werden fur 2 min. auf 80 °C erhitzt und anschlief3end
sofort auf Eis gelegt. Das Denaturieren und poétzliche Abschredken sorgt fur eine klare
Aufspaltung. Das Gel wird mit jewells 7 ul einer jeden Probe beladen, d.h. de Proben

werden in kleine Taschen, die von einem im Gel steckenden Kamm vorgegeben sind,

18 Ein unit geniigt um die Menge von 3 pug RNA, bei einer Inkubationzeit von 12 min. bei 55 °C in 6ul Assay
Puffer zu hydrolysieren.
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gespritzt. Eine optimale Sequenzierung erfolgt bei 50°C. Damit diese Temperatur
eingehalten werden kann, wird das Gel zuvor 2 Stunden bel konstant 55 W erwarmt. Nacdh
dem Beladen wird die Apparatur weiterhin auf konstant 55 W gehalten. Nad ca 2 Stunden
zeigen de beiden im loading Puffer enthatenen Farbstoffe ene gute Laufhohe an, so dal3
das Gel abgekuhlt, auf eine Nylon-Membran Ubertragen undimmobili siert werden kann.
Das urspriingliche im Gel erhaltene Trennmuster der Molekiile bleibt nach der Ubertragung

bestehen, so da? man eine exakte Replik des Gels erhalt (Durchfihrung siehe 8.1.6).

8.2.2 Durchfuihrung fur das Gel der Abb. 6.5, pH-abhéngige Spaltung des Peptid-
Cyclen-Konjugats (1)

Abb. 6.5: Polyacrylamid Gelelektrophorese, pH-abhangige Hydrolyse der 31mer-RNA (1). Peptid-
Konzentration: 167.2 uM. Bahn 1, (I) fur 1 h bel pH 7.4; Bahn 2, (1) fur 1 h bei pH 8; Bahn 3, (1) fur 1
h bei pH 6; Bahn 4, (I) und EDTA (0.5 mM) fur 1 h; Bahn 5, Hydrolyse durch RNase T,; Bahn 6, (II)
fir 1h; Bahn 7, (Il1) fur 1h.

Die Puffer fur die pH-abhéngigen Tests:

pH 6 : 95.3 mg HEPES auf 10 ml autoklaviertem Millipore Wasser. Der genaue pH-Wert
wird mit HCI eingestellt.

pH 7 : 35.2 mg KHPO, und 72.6 mg NaHPO, - 2 H,O auf 10 ml autoklaviertem Millipore
Wasser.

PH 8 : 485 mg Tris auf 100 ml autoklaviertem Millipore Wasser. Der genaue pH-Wert

wird mit HCI eingestellt.
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Substanz Menge Konzentration Endkonzentration
RNA (1) 1.5 pl 1.35 pM 135.0 nM

Peptid I, II, Il 1.5 pl 1.67 mM 167.0 uM

T1 (200 u) 1.5l

loading Puffer 5.0 ul

EDTA 2.0 ul 0.5 mM

Puffer pH 6 2.0 pl 0.04 M

Puffer pH 7 2.0 ul 0.04 M

Puffer pH 8 2.0 pl 0.04 M

Tabelle 8.4: Mengen und Konzentrationsangaben fiir das Gel in Abb. 6.5

Die Durchfuhrung erfolgt wie die in 8.2.1 uter “allgemeiner Arbeitsvorschrift
beschriebene Vorschrift, wobel die Re&tionszeit der pH-abhangigen Proben nu 1 Stunde
betragt.

8.2.3 Durchfuhrung fur das Gel der Abb. 6.7, konzentrationsabhangige Spaltungs-

inhibition durch Zn" und EuU"

}

(Y m‘!"l
|

Abb. 6.7: Polyacrylamid Gelelektrophorese, konzentrationsabhangige Unterdriickung der Hydrolyse
der 31mer-RNA (1) (am 5-Ende mit Biotin markiert) durch einen Zink(ll)-Peptid-Komplex bei
Raumtemperatur.

Peptid-Konzentration: 167.2 uM. Bahn 1, alkalische Hydrolyse; Bahn 2, (1) fur 1 h; Bahn 3, (1) + Zn
(2.35mM) fur 1 h; Bahn 4, (I) + Zn (135uM) fur 1 h; Bahn 5, (1) + Zn (135 pM) fir 1 h; Bahn 6, (1) +
Zn (1.35 pM) fur 1 h; Bahn 7, (I) + Zn (135 nM) fur 1 h; Bahn 8, Hydrolyse durch RNase T; (G-
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spezfisch); Bahn 9, Referenz-RNA; Bahn 10, (I) + Zn (0.9 mM) fur 1 h; Bahn 11, (1) + Zn (90 nM) fur
1 h; Bahn 12, Zn (1.35 mM) fur 1 h(l).

Substanz Menge Konzentration Endkonzentration
RNA (1) 1.5 pl 1.35 uM 135.0 nM

Peptid | 1.5 pl 1.67 mM 167.0 uM

zn' 1.5 pl 9 mM-1.35 pM 0.9 mM-135 nM
T1 (200 u) 1.5l

loading Puffer 5.0 ul

Tabelle 8.5: Mengen und Konzentrationsangaben fir das Gel in Abb. 6.7

Die Durchfuhrung erfolgt wie die in 8.2.1 uter “allgemeiner Arbeitsvorschrift
beschriebene Vorschrift, wobel hier bei allen Metallkomplexen darauf zu adhten ist, dal3
das Peptid | mit dem zn" erst 15 min. inkubiert werden muR, kevor die RNA dazugegeben
wird. Die Reaktionszeit betragt 1 h fur alle Komplex-Proben.

Da die Gelelektrophaese mit dem Eu" analog dem Zn" durchgefiihrt wurde und de
Mengen und Konzentrationen identisch sind, wird hier auf die eneute Wiedergabe der

Abbildung 6.6 und Durchflhrung verzichtet.

8.2.4 Durchfuhrung fur das Gel in Abb. 6.12, Spaltungsversuche an der RNA (2) mit

ausgetauschter BasesAgegen U;

Die Konzentration der neuen RNA (2) betragt 5.5 rmol, wobei sie nach der Verdinnurg
wie die RNA (1) 0.55 pnol/pl betrégt. Fur einen Vergleich der beiden RNAs in einer
Spaltungsrestion mit den Peptiden missen de enzusetzenden Konzentrationen auf dem
Gel identisch sein.

Die Proben werden ale, mit Ausnahme von T; und dr Referenz-Probe, identisch
angesetzt. Die Re&ktionszeit betragt 2 h, so dal3 de angesetzten, abzentrifugierten Proben
bei RT und de beiden akaischen Hydrolysen mit jeweils 5 pul RNA, 5 pl
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NaCO3/NaHCOs-Lsg. und 6l loading Puffer bei 55 °C solange verweilen, ks se auf das

Gel geladen werden. Die Durchfiihrung ist identisch der allg. Arbeitsvorschrift unter 8.2.1.

"
FINIe
"
[
13

Abb. 6.12 Polyacrylamid-Gelelektrophorese, Spaltversuche an der 31mer-RNA (am 5-Ende mit
Biotin markiert) mit veranderter Base an U3; gegen As; und der Orginal-TAR-RNA durch Peptid (1),
Peptid (III) und Cyclen bei Raumtemperatur. RNA-Konzentrationen: 0.135 pM.

Peptid (1), (Ill') und Cyclen Konzentration: 167.2 uM. Bahn 1-6 veranderte RNA (2), Bahn 1,
Referenz-RNA; Bahn 2, Hydrolyse durch RNase T, (G-spezfisch); Bahn 3, Cyclen fur 2h; Bahn 4, (1)
far 2h; Bahn 5, (1) fur 2h, Bahn 6, alkalische Hydrolyse; Bahn 7-12 aginal RNA; Bahn 7, Referenz-
RNA; Bahn 8, Hydrolyse durch RNase T, (G-spezfisch); Bahn 9, Cyclen fir 2 h; Bahn 10, (11l ) fur 2h;
Bahn 11, (1) fur 2h; Bahn 12, alkalische Hydrolyse.

Substanz Menge Konzentration Endkonzentration
RNA (1) 1.5 pl 1.35 pM 135.0 nM
RNA (2) 2.5 pl 1.35 pM 135.0 nM
Peptid | 1.5 pl 1.67 mM 167.0 uM
Peptid Il 1.5 ul 1.67 mM 167.0 uM
Cyclen 1.5l 1.67 mM 167.0 uM
T1(200 u) 1.5l

loading Puffer 5.0 ul

Tabelle 8.6: Mengen und Konzentrationsangaben fiir das Gel in Abb. 6.12
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8.2.5 Durchfiihrung fuir das Gel in Abb. 6.14, Spaltungsversuche an der RNA (1, 2
und 3). RNA (3) mit gegen U ausgetauschten Basen aj d Gs,.

Abb. 6.14: Polyacrylamid-Gelelektrophorese, Spaltversuche an der 31mer-RNA (am 5-Ende mit
Biotin markiert) mit veranderten Basen an Cz, und Gs; (3) gegen jeweils ein U, sowie der beiden
anderen RNA'’s (1, 2) durch Peptid (1).

RNA-Konzentrationen: 0.135 pM.

Peptid (I) Konzentration: 167.2 uM. Bahn 1-4 RNA (2), Bahn 1, alkalische Hydrolyse; Bahn 2, (1) fur 2
h; Bahn 3, Referenz-RNA; Bahn 4, Hydrolyse durch RNase T, (G-spezfisch); Bahn 5-6 RNA (1), Bahn
5, (1) fur 2 h, Bahn 6, Referenz-RNA; Bahn 7-10 RNA (3), Bahn 7, alkalische Hydrolyse; Bahn 8, (1)
fur 2h; Bahn 9, Referenz-RNA; Bahn 10, Hydrolyse durch RNase ;I[{G-spezifisch);

Auch RNA (3) wird aufgrund einer neuen Anfangskonzentration (7.6 rmol) der RNA (1)

angeglichen.

Substanz Menge Konzentration Endkonzentration
RNA (1) 1.5 pl 1.35 uM 135.0 nM

RNA (2) 2.5 ul 1.35 uM 135.0 nM

RNA (3) 1.8 pl 1.35 uM 135.0 nM

Peptid | 1.5l 1.67 mM 167.0 uM

T1 (200 u) 1.5l

loading Puffer 5.0 ul

Tabelle 8.6: Mengen und Konzentrationsangaben fiir das Gel in Abb. 6.14
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Nur die dkalischen Hydrolysen werden in urterschiedlicher Konzentration, aber
identischer Menge (5ul der jewelligen RNA, 5ul NaCO3/NaHCOs-Lsg., 6 pl loading
Puffer) angesetzt. Bei Entnahme von jewells 7 pl reicht in allen Fallen de Konzentration
der RNA aus, wobei die Intensitat der Banden auch hier keine Rolle spielt.

Die Durchfuhrung erfolgt wieder wie unter 8.2.1 beschrieben.

8.2.6 Durchfuhrung fur das Gel in Abb. 6.16, Footprint oder Verdauungsexperimente

Die Verdauungsexperimente werden wieder mit der RNA (1) durchgefiihrt. Die Konzen-
trationen der Ribonucleasen sind in unts angegeben. Da die Ribonwcleasen B und Phy M
schon etwas langer im Gefrierschrank lagerten, wurden aufgrund der Alterung einige
Experimente durchgefuhrt, bis die exakte Einsatzmenge emittelt wurde, die fir gut
sichtbare Spaltungen verwendet werden kann. Die dkalische Hydrolyse wird wie bisher
gehandhabt. Die Proben, de mit dem Peptid und @ RNA eine Stunce bel RT reajieren
(“Verdauurng*), werden erst kurz vor dem Beladen des Gels mit den Ribonicleasen
zusammengegeben. Die Handhaburg der Ribonucleasen erfolgt im all gemeinen wie bei T;.
Sie werden mit der RNA zusammengefigt, abzentrifugiert undwie dle anderen Proben mit
loading Puffer versehen, der die Reéktion und somit die redt schnelle Wirkung der

Riboncleasen stoppt. Auch de Proben mit dem Peptid werden erst kurz vor dem Beladen
mit den Ribonucleasen zusammengefugt.

W
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Abb. 6.16: Footprint-Experimente mit den Ribonucleasen 1, B, Phy und \.
RNA-Konzentration: 0.113 uM; Peptid-Konzentration 1857 uM: Bahn 1, alkalische Hydrolyse; Bahn
2, () fur 2h; Bahn 3, T, (G-spezfisch); Bahn 4, (1) + T4; Bahn 5, B (U- und C-spezfisch); Bahn 6, (1) +

B; Bahn 7, Phy (U- und A-spezfisch); Bahn 8, (I) + Phy; Bahn 9, V; (gepaarte Basen), Bahn 10, (I) +
V1, Referenz-RNA.
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Substanz Menge Konzentration Endkonzentration
RNA (1) 1.5 pl 1.35 pM 113.0 nM
Peptid | 2 ul 2.23 mM 185.7 uM
T1 (200 u) 2.5 ul

B (200 u}*® 3.5l

Phy M (200 u}®*® 2.5 pl

V1 (40 u)* 3.5l

loading Puffer 5.0 ul

Tabelle 8.7: Mengen und Konzentrationsangaben fiir das Gel in Abb. 6.16

Das Gesamtvolumen (12 pl) andert sich hier durch de grolere Mengenzugabe der
Ribonwcleasen. Somit betragt die Endkoreentration der RNA 113 M. Eingesetzt werden
aber 9 ul des Gesamtvolumens, so dal3 de RNA keine Konzentrationsverluste hat und

somit genauso gut sichtbar ist.

8.2.7 Durchfuhrung der filter-binding-assays, Dot-Blots von Abb. 6.18 bzw. 6.19

Abb. 6.18 Darstellung der Dot-Blots mit Ansicht auf die Nitrozdlulose-M embran. Die Spots zeigen
den Komplex von Peptid und RNA, der auf der Nitrozdlulose-Membran aufgefangen wird. RNA-

Konzentration: 72 nM;

119 Eine unit genigt firr die Hydrolyse von 3 pg RNA unter Standard-Sequenzier-Bedingungen in der
Abwesenheit von Harnstoff

120 Eine unit genligt fir die Hydrolyse von 3ug RNA unter Standard-Sequenzier-Bedingungen

121 Eine unit produziert 1ug saurelésliches Produkt der tRNA oder 5S rRNA pro Minute bei 37 °C
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Obere Reihe: Peptid-Cyclen-Konjugat (1) mit den Konzentrationen 1. 89.2 uM; 2. 44.6 uM; 3. 22.3
UM ; 4.89 uM; 5. 446 UM, 6. 2.23 uM; 7. 892nM; 8. 446nM; 9. 89.15nM; 10. 8.92nM; 11. 892 pM;
12. Referenz RNA. Untere Reihe: Peptid (11l ) mit den Konzentrationen 1. 89.2 uM; 2. 44.6 uM; 3. 22.3
UM ; 4.89 uM; 5. 446 UM, 6. 2.23 uM; 7. 892nM; 8. 446nM; 9. 89.15nM; 10. 8.92nM; 11. 892pM;
12. Referenz RNA.

Die Proben werden 30 min. var dem Beladen der Dot-Blots (Minifold | von Schleicher &
Schuell) angesetzt, wobei die RNA-Konzentration korstant bleibt und de Peptid-
Konzentration variiert wird. Die Zeit sollte zur Bildung des Komplexes ausreichen. Die
Proben werden mit der RNA und cer jeweili gen Konzentration an Peptid versehen. Dann
werden sie mit autoklaviertem Milli pore-Wasser auf das Gesamtvolumen von 50ul geflillt,
wobel nur 25 pl aufgetragen werden. Da e hier lediglich auf die Komplexbildung
ankommt, werden de Proben ohre Renaturieren oder loading Puffer in de Dots pipettiert.
Dazu wird das Dot-Blot Gerét folgendermal3en eingerichtet: Der Komplex wird auf einem
Filter, der Nitrozellulose-Membran (Abb. 6.18 aufgefangen, wobei die restliche RNA
durch den Filter 1&uft. Sie wird, nrachdem sie noch eine Lage blotting Papier durchlaufen
hat, auf einer Nylon-Membran (Nytran plus, Abb. 6.19 aufgefangen. Die drei Schichten
werden deher zwischen de Kammern des Minifold | geklemmt und mit 0.5 TBE
befeuchtet. Das Befeuchten ist sinnvdl, da awsonsten de guten Kapill arkréfte der
Membran fur verlaufende Spots <rgen. An de fertige Kammer wird dann en
Wasserstrahlvakuum gelegt, so dal3 de Proben gleich nach dem Auftragen abgesaugt
werden. Jede aufgetragene Probe wird mit 400 pl Wasser nadhgespuit. Anschlief3end wird
20 min. nadhgesaugt, bis die Platten auseinandergebaut werden. Die untere Nylon-
Membran kann gleich zur Fixierung im Ofen auf 80 °C erwd&rmt und anschlief3end
gewaschen werden. Die Nitrozellulose-Membran wird auf eine Nylon-Membran
umgeblottet, damit sie wie gewohrt behandelt werden kann. Die Behandung der

Nitrozellulose-Membran mit Nitro-Block Il zeigte sich nicht gerade erfolgreich.
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Substanz Menge Konzentration Endkonzentration
RNA (1) 4 pl 3.6 UM 72.0 nM
Peptid | 4 ul 4.5 mM 89.2 uM
Peptid | 4 pl 2.2 mM 44.6 pM
Peptid | 4 ul 1.1 mM 22.3 uM
Peptid | 4 ul 0.45 mM 8.9 uM
Peptid | 4 ul 0.22 mM 4.46 UM
Peptid | 4 ul 0.11 mM 2.23 uM
Peptid | 4 ul 45 uM 892 nM
Peptid | 4 ul 4.5 uM 89.2 nM
Peptid | 4 ul 0.45 uM 8.92 nM
Peptid | 4 pl 45 nM 892 pM

Tabelle 8.8: Mengen und Konzentrationsangaben fiir die Dot-Blots fiir die Abb. 6.17, 6.18

L +000000
000000

Abb. 6.17: Darstellung der gleichen Dot-Blots mit Ansicht auf die Nylon-Membran. Die Spots geben
die nicht gebundene RNA, die durch die Nitrozdlulose-Membran auf der Nylon-Membran
aufgefangen wird wieder. RNA-Konzentration: 72 nM;

Obere Reihe: Peptid-Cyclen-Konjugat (I) mit abnehmender Konzentration des Komplexes und
Zunahme der RNA-Konzentration. Untere Reihe: Peptid (Ill) mit ebenfalls abnehmender

Konzentration des Komplexes und Zunahme der RNA-Konzentration.
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8.2.8 Durchfuihrung fuir das Gel in Abb. 6.21, Spaltung der TAR-RNA mit

synthetischen Ribonucleasen ohne Strukturspezifitat

Abb. 6.21: Polyacrylamid-Gelelektrophorese, Spaltversuche an der 31mer-RNA (1) durch die
synthetischen Ribonucleasen 15, 20, 24, 28, 43 und das Dimer mit der Konzentration 1.67mM. RNA-

Konzentrationen: 0.135 uM.
Bahn 1, alkalische Hydrolyse; Bahn 2, Peptid-K onjugat (1) fur 2 h; Bahn 3, Dimer fir 2 h; Bahn 4, (15)
fur 2 h; Bahn 5, (24) fur 2 h; Bahn 6, (28) fur 2 h; Bahn 7, (20) fur 2 h; Bahn 8, (43) fir 2 h; Bahn 9,
T1; Bahn 10, Referenz-RNA

Die Verbindurgen 15, 20, 24, 28 43 und s Dimer werden in der zehnfachen
Konzentration des Peptides angesetzt. Die Durchfuhrung ist wieder analog der in 8.2.1.

beschriebenen.

Substanz Menge Konzentration Endkonzentration
RNA (1) 1.5 pl 1.35 pM 135.0 nM

Peptid | 1.5 ul 1.67 mM 167.0 uM

15, 20, 24, 28,

43 und Dimer 1.5l 16.7 mM 1.67 mM

T1 (200 u) 2 ul

loading Puffer 5.0 ul

Tabelle 8.9: Mengen und Konzentrationsangaben fiir das Gel in Abb. 6.21
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8.2.9 Spaltung der TAR-RNA mit den synthetischen Ribonucleasen 15 und 16 und

ihre Cobalt-Komplexe

3

Abb 6.23. Polyacrylamid-Gelelektrophorese, Spaltversuche an der 31mer-RNA (1) durch die
synthetischen Ribonucleasen 15, 16, und 35 mit und ohne Co(lll )-Komplex. Konzentration der
Verbindungen 1.67 mM. RNA-Konzentrationen: 0.135 pM.

Bahn 1, alkalische Hydrolyse; Bahn 2, (15) fur 2h; Bahn 3, (15) + Co(lll ) fur 2h; Bahn 4, (16) fur 2h;
Bahn 5, (16) + Co(lll) fur 2h, Bahn 6, (35) fur 2h, Bahn 7, T(G-spezifisch); Bahn 8, Referenz-RNA

Fur dieses Gel wird ein Co(lll)-Komplex hergestellt, der durch Reduktion des CoCl, mit
H,0, und NaHCO; zum unléslichen Nag[Co"(COs)s] umgesetzt wird. Dieser griine
Komplex ist wasserunldglich. In Verbindurg mit einem Cyclenderivat entsteht der rosa

violette was=erl8sli che Nag[Co"

(N4)(H20),] Komplex. Dieser bildet sich durch &guimolare
Mengen an Cyclenderivat und Cobatcarborat-Komplex in Wasser bei 55 °C fur ca 20
min. Die Cyclenderivate 15 und 16 werden in aquimolaren Mengen (jeweils 16.7 mM) mit
dem Cobalt-Carborat-Komplex zusammengegeben und erwdrmt. Der griine Komplex
wedhselt durch de Cyclenkomplexierung seine Farbe schnell in den violetten Bereich. Das
restliche Carboraet wird abzentrifugiert, wahrend de dartiberstehende Co(lll)-Komplex-
Losung eingesetzt werden kann. Diesmal wird der Komplex direkt ohre vorherige
Inkubierung zu der RNA gegeben werden. Die Metall komplex-Proben werden wie die-
jenigen ohre Metall zwei Stunden var dem Beladen des Gels angesetzt. Wie unter 8.2.1
erfolgt dann rach dem Ansetzen der Proben vonT; und der Referenz-RNA die Zugabe des

loading-Puffers und die anschlie3ende Renaturierung.
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Substanz Menge Konzentration Endkonzentration
RNA (1) 1.5 pl 1.35 pM 135.0 nM

Peptidl 1.5 pl 1.67 mM 167.0 uM

15, 16, 35 1.5l 16.7 mM 1.67 mM

Nag[C0" (N4)(H20),] 1.5 pl 16.7 mM 1.67 mM

T1 (200 u) 2 ul

loading Puffer 5.0 ul

Tabelle 8.10: Mengen und Konzentrationsangaben fir das Gel in Abb. 6.23

Der Nag[Ca" (N4)(H20)-]-Komplex scheint sehr stabil zu sein, so dal} er daher mehrmals

unter den gleichen Resultaten angewendet wurde.

8.2.10 Untersuchung der Uracil-Spezifitat an der RNA (3) und der RRE-RNA

-

- -
L4
-
-

11

Abb 6.24: Polyacrylamid-Gelelektrophorese, Spaltversuche an der 31mer-RNA (3) durch die Cyclen-
derivate 15 und 16. Konzentration der Verbindungen 1.67 mM. RNA-Konzentrationen: 0.135 pM.
Bahn 1, T; (G-spezifisch); Bahn 2, (15) fir 2h; Bahn 3, Referenz-RNA; Bahn 4, alkalische Hydrolyse;

Fur die Auswertung der Spaltung an der RNA (3) durch de Verbindurg 15 war ein 15 %-
iges Gel notwendig, damit die dicht verlaufenden RNA-Fragmente gut getrennt werden und
nicht ineinander verlaufen. Fir das bessere Laufverhaten wird de Acrylamidkoreentration

herabgesetzt.
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15 % denat. Gel 21 g Harnstoff
19.6 ml 40 % Acrylamid/Bisacrylamidlésung (19:1)
10 ml TBE (5x)
5.4 ml dest. HO
23 ul TMEDA
300 pl APS

Die Durchfiihrung erfolgt nach der allgemeinen Durchfuhrung in 8.2.1.

Substanz Menge Konzentration Endkonzentration
RNA (3) 1.8 pl 1.35 pM 135.0 nM

15 1.5 pl 16.7 mM 1.67 mM

T1 (200 u) 2.5 ul

loading Puffer 5.0 ul

Tabelle 8.11: Mengen und Konzentrationsangaben fur das Gel in Abb. 6.24

Auch de beiden RRE-RNA (4, 5 werden aufgrund einer neuen Anfangskonzentration,
(10.6 mmol) fur die 27-mer RNA und (5.2 mmol) fir die 35-mer RNA, der RNA (1)

angeglichen.

Substanz Menge Konzentration Endkonzentration
RNA (4) 1.3 pl 1.35 uM 135.0 nM

RNA (5) 2.6 ul 1.35 uM 135.0 nM

15, 16 1.5l 16.7 mM 1.67 puM

T1 (200 u) 2.5 ul

loading Puffer 5.0 ul

Tabelle 8.12: Mengen und Konzentrationsangaben fiir die Gele in Abb. 6.27 und 6.28
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Abb 6.27: Polyacrylamid-Gelelektrophorese, Spaltversuche an der 27mer-RRE-RNA durch die Cy-
clenderivate 15 und 16. Konzentration der Verbindungen 1.67 mM. RNA-Konzentrationen: 0.135 pM.

Bahn 1, alkalische Hydrolyse; Bahn 2, (15) fur 2h; Bahn 3, (16) fur 2h; Bahn 4, T, (G-spezfisch); Bahn
5, Referenz-RNA.
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Abb 6.28 Polyacrylamid-Gelelektrophorese, Spaltversuche an der 35mer RRE-RNA durch das
Cyclenderivat (15). Konzentration der Verbindung 167 mM. RNA-Konzentrationen: 0.135uM (Bahn
2-4) bzw. 13.5 nM (Bahn 6-7).

Bahn 1, alkalische Hydrolyse; Bahn 2, (15) fiir 2h; Bahn 3, T, (G-spezfisch); Bahn 4, Referenz-RNA;
Bahn 5, alkalische Hydrolyse; Bahn 6, (15) fur 2h; Bahn 7, {[{G-spezifisch).

Fur beide RNA’s werden 15 %-ige Gele verwendet. Die Durchfiihrungen sind analog der
allgemeinen Durchfihrung in 8.2.1.
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