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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Der Mensch ist jeden Tag einer groRen Vielfalt von potenziellen Krankheitserregern
(Pathogenen) wie Bakterien, Viren, Pilzen oder Parasiten ausgésdtaich Berthrung,

durch Aufnahme mit der Nahrung oder durch die Atemwege (Abb. 1). Tatsachlich missen
sich alle mehrzelligen Organismen gegen Infektion, die durch diese potenziell gefahrlichen

Eindringlinge hervorgerufen werden kénnen, wehren.

Abb. 1.1: Sekundérelektronenmikroskafufnahme des gramnegativen BakteriuFschericlia coli (links),*

Cholerabakterien im Elektronenmikroskop (rechts).

Die erste physikalische Barriere gegen pathogene Mikroorganismen bildet bei Wirbeltieren

die Haut und andere Epithelien, wie Lungand Darmepithel (Abb. 1.2).

Lamina propria

Abb. 1.2: Querschnitt durch die Dinndarmwand des Menschen mit Zotten (Villi), schleimabsondernden

Becherzellen und Krypteh.
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Im Korperinneren sind Epithelien mit einer Schleimschicht, bestehend aus Mucin und anderen
Glykoproteinen, bedeckt]ie sie vor mikrobiellen, mechanischen und chemischen Angriffen
schiitzt. AuRerdem enthélt die Schleimschichtraitobielle Peptide, sogDefensine® die
Pathogene abtéten oder ihr Wachstum hemfmen.

Gelegentlich durchbrechen Mikroorganismen allerdings die Epithelbarrieren. Dann muss das

Immunsystem diese erkennen und vernichten, ohne jedoch kdrpereigenen Zellen zu schaden.

Der nmenschliche Koérper verfugt dabei Gber zwei Abwehrlinien: ein angeborenes (natives)
Immunsystem, das rasch bestimmte Strukturmerkmale erkennt, die bei Krankheitserregern
stark konserviert sind, aber dem Wirtsorganismus fehlen, und ein adaptives (erworbenes)
Immunsystem, das auf spezifische Strukturen von bestimmten Mikroorganismen fagiert.

Beide Typen von Immunantworten arbeiten Hand in Hand, um eingedrungene
Krankheitserreger zu bekampfen. So aktiviert das angeborene Immunsystem das adaptive

Immunsystem erst dann, wenn es auf Pathogenen charakteristische Merkmale identifiziert hat.

Das adaptie Immunsystem hat sich in der Evolution erst vor etwa 450 Millionen Jahren
entwickeltund kommt ausschliel3lich bei Wirbeltieren vor. Dagegen findet man angeborene

Immunantworta bei Wirbeltieren, Wirbellosen uralich bei Pflanzetf.

1.1.1 Das angeborene Immunsyem

Das unspezifische, angeborene Immunsydtéddet die erste VerteidigungsmalRnahme gegen
eingedrungene Krankheitserreger. Diese angeborene Immunabwehr erkennt sog.
pathogenassoziierte molekulare Muster (pathogen associated molecular patterns, PAMPSs) auf
der Oberflache von Pathogenen, die dem eigenen Korper fremd sind. Es handelt sich dabei
meistens um mikrobielle DNA, Lipide, Polysaccharide oder Strukturproféfité. Ein
wichtiges PAMP st das Lipopolysaccharid (LPS), eine spezifische Klasse von Glykolipiden,

das in der Zellwand von gmnegativen Bakterien wie. coli vorkommt (Abb. 1.3).
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Abb. 1.3: Die Grundstruktur iees Lipopolysaccharids (LPSDer hydrophobe Transmembranteil besteht aus
sechs Fettsaureketten, die an zwei Glurisa gebunden sind. An das LR8gt eine lange, verzweigte
Zuckerkette (gekennzeichnet mit R).

Die Erkennung erfolgt mittels speziellen Mustererkennungsrezeptoren (pattern recognition
receptors, PRRs), welche sowohl I6slicheezeptoren im Blut (Komponenten des
Komplementsysten)® als auch membrangebundene Rezeptoren auf der Oberflache von
Wirtszellen sein koénnen. Das Binden pathogenassozierter Molekile an spezifische
Rezeptoren ruft zwei angeborene Immunantworten hervor:tadigdeytose durch Zellen wie
Makrophagen und das Auslésen einer Entziindungsreaktiogtzteres ist eine

multikomponente, Antigemnspezifische Reaktion des Kérpers auf eine InfeKflon.

Ein Beispiel fir einen loslichen Mustererkennungsrezeptor ist das Mabmaende Lektin
(MBL), ein sog. GTyp Lektin (Abb. 1.4)"

Abb. 1.4: Mannosebindendes Lektin als Trimé?

% Das Komplementsysterist ein Mechanismusles angeborenen Immunsystems. desteht aus etwa 20
miteinander interagierenden |6slichen Proteinen, die hauptséachlich in der Leber produziert werden. Sie
zirkulieren im Blut und der extrazellularen Flissigkeiten, wo sie inaktiv bleiben, bis eine dnfslei aktiviert.

Je nach Ausloser unterscheidet man den klassischen (Antikorper), den alternativen (spontan) und den Lektinweg
(MBL). Urspriinglich wurden diese Proteine entdeckt, weil sie die Wirkung von Antikdrpern verstarken und
erganzen (komplementiere
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Dieses Serumprotein des Komplementsystems bildet Cluster aus sechs kohlenhydrat
bindenden Kdpfen, die um einen zentralen kollagenahnlichen Stiel angeordnet sind. Diese
Konstruktion bindet spezifisch an Mannesmd Fucosereste in der Zellwand von Bakterien
oder Pilzen (Abb. 1.5). Die Bindung von MBL an das Pathogen aktiviert Gbeziies®o
Proteasen den sog. Lektinwéf des Komplementsysteri$der zur Zerstérung (Lyse) des
Pathogens fuihrt.

terminal sugar ' -MH E“ !!'

P sugars
i sugars terminal sugars

iy

Carbohydrate
Recognition
Domain

Urhelical

N coiled coil
Uhelical
coiled collagen
coil helix

Abb. 1.5: MBP bindet Uber seine Kohlenhydmatkennende Doméane (carbohydrate recognition donGiRD)
terminaleZucker eines Oligosaccharids (reght€RD des E€Typ-Lektins (C&*-abhangig) erkennt spezifisch
aquatoriale OHGruppen an CG3und C4Position, so wie sie z.B. iN-AcetylglucosaminfFucose oder Mannose

vorliegen(links).*®

Viele der membrangebundenen Mustererkennungsrezeptoren sind Mitglieder dike¥oll

Rezeptor(TLR)Familie (Abb. 1.6)'*2°?2 Menschen verfiigen tiber mindestens zehn TLRs.
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Abb. 1.6: Die PAMP-Erkennungseinheit des TLRBie 23 LRR (s. Text) sind in griin, dskTerminusin blau
und derC-Terminus in pink dargestellt (a). Die Strukiines einzelnen LRR zeigt die Lage der Aminosdaure

Seitenketten, die einen hydrophoben Kern bilden. Eine Leucinseitenkette ist in gelb dargestellt (b).
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Abb. 1.6 zeigt die extrazellulare Doméane dieser Transmembranproteine, die in erster Linie
aus sich wiederholenden Aminosauresequenzenttésiean bezeichnet sie als leucinreiche
Wiederholungen (leucine rich repeats, LRRs), weil jedes Repeat mindestens sechs Leucine
enthalt?*?* Daran schlieRt sich eine Transmembranhelix, sowie eine intrazellulére,- signal
Ubertragende TIR(Toll/Interleukif-RezeptonDoméane anLetztere dient als Andockstelle

fir bestimmte Proteine, die Uber eine Signaltransduktionskaskade zur Aktivierung eines
Transkriptionsfaktors und letztlich zur Sekretion extrazellularer Signalstoffe (Cytokine)
filhren?® Cytokine induzieren eine Entziindungsreaktion und tragen zur Aktivierung des

adaptiven Immunsystems bei.

Einige Zellen des angeborenen Immunsystems konnen auch direkt eine adaptive
Immunantwort induzieren, indem sie mikrobielle Antigesmgn T-Zellen des adaptiven
Immunsystems prasentieren. Solch eine Eigenschaft besitzen die dendritischen Zellen (Abb.
1.7). Sie erkennen mittels TLRs eingedrungene Mikroorganismen, phagocytieren diese an der
Infektionsstelle und wandern zu einem periphekegmphorgan und stimulieren als sog.

Antigenprasentierende ZelleriT-Zellen direkt zur Antwort auf die Pathogeifé’

Abb. 1.7: Dendritische Zelle im Elektronenmikroskaf®

TLRs befinden sich auch auf der Oberflache von anderen phagocytierenden Zellen wie
Makrophagen, Monocyten, neutrophilen Granulocyten, aber auch auf den Bawie
Lungenepithelien. Bindet ein Ligand an einen solchen Rezeptipt ster Phagocyt seine
Plasmamembran Uber den Erreger und nimmt ihn in ein groRes membranbegrenztes
Phagosom auf. Einmal phagocytiert, setzen die phagocytierenden Zellen eine beeindruckende
Kombination aus abbauenden Enzymen (Lysozym, Hydrolasen), ardbigken Peptiden

(Defensinen), reaktiven Sauerstoffspefies
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AulRerdem setzen aktivierte Makrophagen Signalstoffe (Chemokine) frei, die eine
Entzindungsreaktion hervorrufen, weitere phagocytierende Zellen an den Infektionsort locken
und das adaptivenmunsystem aktivieref?,

Anders als Bakterien oder Parasiten tragen Viren auf ihrer Oberflache keine
pathogenassozierten molekularen Muster.Lebenszyklus vieler Viren tritt allerdings eine
doppelstrangige RNS als Zwischenprodukt auf. Virusinfizierte Zellen kdnnen diese aufspuren.
Durch Synthese und Ausschiittung zweier Cytokifrent er f e rp)n ubh d( IIFAN er f e
(IFN-2 ) wi r d lelérer Signalweg andueiert, der die Virusvermehrung hemmt.
AuRerdem werden Naturliche Killerzellen (N&ellen) aktiviert, die bei den infizierten Zellen

die Apoptose einleiter?!

1.1.2 Das adaptive Immunsystem

Fur die erstaunliche Spezifitdt der adaptiven Immunantworten ist eine Untergruppe der
weillen Blutzellen verantwortlich: die Lymphocyten. Man findet sie stets zirkulierend
zwischen Blut und.ymphe (farblose Flussigkeit in den LymphgefalRen, die die Lymphknoten

des Korpers untereinander und mit dem Blutkreislauf verbinden) (Abb*?£38).

Mandeln N Einmiindungdes Milchbrugiangs in
rechter Hauptlymphgang %%, jinke Arm-Kopf-Vene
Thymusdriise 7 /‘f). £
0
Milchbrustgang :
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N
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§
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’

x;.
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Dinndarm 1\ /
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x ;;
¢ Knochenmark als Bildunggittevon
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Abb. 1.8 Die Lymphorgane des Mensch#n.
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T-Zellen entwickeln sich im Thymus und-Zellen im Knochenmark (engl.: bone marrow,

daher B, die deswegen als zentrale (oder primére) Lymphorgane bezeichnet werden. Ein Teil
6
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der jungen Lymphocyten reifen heran und wandern in periphere (oder sekundére)
Lymphorganei wie Lymphknoten, Milz, ephitheliale lymphatische Gewebe des Magen
DarmTraktes,Atemwege und Hauwt wo sie erstmals auf fremde Antigene treffen. Erst nach
dieser Antigenaktivierung werden Tind B-Zellen, die sich urspriinglich aus den gleichen
Stammzellen entwickeln, morphologisch unterscheidbar. Sie werden zur Proliferation
stimuliert und reifen zu Effekte-Zellen, sowie antikdrpersezernierenden Effel@eZellen

heran®>

Es gibt zwei unterschiedliche Klassen voizdllen: cytotoxische ILymphocyten (&) und

Helfer-T-Zellen (Ty). Wéahrend E-Zelleninfizierte Zellen direkt toten, helfenyfZellen bei

der Aktivierung von Makrophagen, -Bellen und TE-Zellen durch Ausschittung von
Cytokinen®

Das adaptive Immunsystem besteht aus zwei unterschiedlichen Systemen: der humoralen
(oder Antikdrpervermittelten) Immunantwort und der zellularen (oder zellvermittelten)
Immunantwort. Hierfir sind entsprechend die zwei unterschiedlichen Klassen von

Lymphocyten verantwortlich: fiir die Ersteren dieZBllen und fur die Letzteren dieZellen.

Wahrend bei der humoralen Immunantwort Antikdrper an Pathogene binden, erkennen bei der
zellularen Immunantwib cyctotoxische ILymphocyten ein fremdes Antigen, welches ihnen
auf der Oberflache von korpereigenen Zellen (Wirtszelle) prasentiert wird, und toéten diese

pathogeninfizierte Zelle ab.

Zudem kann sowohl die Antikérperbindung an eingedrungene Krankhegserals auch die

von T-Zellen vermittelten Signalmolekiile Makrophagen zur Phagocytose aktivieren.

1.1.2.1 Humorale Immunantwort

Bei der humoralen Immunantwort binden I6sliche Proteine, die man als Antikérper oder
Immunoglobuline bezeichnet, an korperfremde Antigene und kennzeichnen diese als
Eindringlinge von au3en. Die Eetion der Antikdrper erfolgt durch Plasmazellen, die aus
Lymphocyten (BZellen) hervorgehenln diesem Zusammenhang wird ein kérperfremdes
Makromolekil, das gezielt an einen Antikorper bindet, als Antigen bezeichnet. Lost die
Bindung eines fremden Moleldiphysiologisch eine Immunantwort aus, so wird diese als
Immunogen bezeichnet. Die spezifische Affinitat eines Antikorpers richtet sich nicht gegen

7
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das gesamte Antigen, sondern nur gegen eine ganz bestimmte Stelle auf diesem Molekiil,
welches als Epitop @it antigene Determinate bezeichnet wird.

Antikorper

Antikorper verteidigen den menschlichen Organismus gegen Infektionen, indem sie Viren und
Mikroorganismen inaktivieren, sowie das Komplementsystem und verschiedene Typen von
Lymphocyten veranlassen, dieingedrungenen Krankheitserreger zu tdten. Antikorper
werden ausschlieRlich von -Bellen synthetisierti es gibt etwa 10 verschiedene
Antikdrperproteine, jedes mit einer unterschiedlichen Aminosauresequenz und einer
unterschiedlichen AntigenbindungsstelAntikdrper, die man auch als Immunoglobuling (I
bezeichnet, sind die Hauptproteinkomponenten des Bluts, wo sie etwa 20% aller
Plasmaproteine ausmach&#’

Die einfachsten Antikorpermolekile sind-f¥§rmige Strukturen mit zwei identischen
Antigenbindungsstellen  (bivalente  Antikorper). Die  Grundstruktur enthalt vier
Polypeptidketten, zwei identische leichte Ketten odeKeétten (25 kD) und zwei identische

schwere Ketten oder -KHetten (50 kD; engl.: heavy), die jeweils Uber Disulfidbriicken
miteinander verknuipft sinth:*? Die Funktion der Antikérper beschrankt sich nicht nur auf die
Fahigkeit, Antigene zu binden, sondern sie besitzen auch andere wichtige biologische
Aktivitaten, die man als Effektorfunktionen bezeichtfeBeispielsweise starten Antikdrper

Uber den klassischen Weg die Komplementkaskade, welches zur Lyse der Zielzellen fuhrt.
Vermitteltwe r den di ese Voelbf n-Hengenelekils)demanAISE i
Fragment (fragment crystallizing) bezgei chnet

Fragmente (fragments, antigeinding)*>**

Da in einem Antikérper zwei Bindungsstellen vorhanden sind, kann es mehrere Antigene
vernetzen. Diese Aggregate konnen von Makrophagen schnell phagocytiert und abgebaut
werden. Die sog. Scharni®egion (oder hing&egion) erhdéht zudem wegen ihrer

Segmentflexititat die Effizienz der Antigenbindung und der Kreuzvernetzung (Abb.*1.9).
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Abb. 1.9: Die durch die hing&egion gegebene Flexibilitat bei der Antigenbindung (a) sowie die

Kreuzvernetzung von Antigenen durch Antikdrper (b) in einer schematischen Darstellung.

Untersucht man die dreidimensionaleu®gtur von Antikbrpermolekilen, so stellt sich heraus,
dass jede leichte und schwere Kette aus einer bestimmten Anzahl von sich wiederholenden
Strukturelementen, den Immunoglobuliné@pmanen, aufgebaut ist. Dieseg. Immunc
globulinfaltung besteht auswze i-Falfblattstrukturen, die Uber eine Disulfidbriicke -mit
einander verbunden sind. DieHette besteht aus einBrterminalen variablen Doméane (V
und einer C-terminalen konstanten Domane (JCbezogen auf die Aminosauresequenz,
wahrend eine HKette aus eineN-terminalen \4-Region, sowié¢ je nach Antikorperklassie

aus drei oder vier Regionerf? Die Variabilitat der Aminosauresequenzen der variablen
Doménen der Lund HKetten konzentriert sich auf drei kurze, sog. hypervariable oder kom
plementarifitsbestimmende Regionen (complementatétermining regions, CDRs), die als
Schleifen aus dem Ende der variablerDigmanen herausragen und die Antigenbindungs
stellen bilden (Abb. 1.10).

Ve

Abb. 1.10: Kristallstruktur des F-Fragments eines monoklonalen Antikorpers einer Maus. Die jeweils drei
CRDs der \.-Region sind in rot und die der, \Region in blau dargesteff.
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Abweichungen in der Aminosauresequenz der Schleifeth der wichtigste Mechanismus,
mit dem das Immunsystem die Vielfalt der Antikdrper (und auch eéellFRezeptoren, wie
in Abschnitt 1.1.3 beschrieben wird) erzeligt

Pro AntikorperfAAT mi n2 hern si ch s e dmanlchijgweidsdreiaeri abl e
V- und Wy-Regioneni so einander an, dass sie eine einzige Oberflache bilden, die die
Antigenbindungsstelle aufbaut. Wasserstoffbricken, elektiashe Wechselwirkungen, van
derWaals, sowie hydrophobe Wechselwirkungen ergeben eine hochspezifische, stark affine
AntikorperAntigenBi ndung. Girdut®df i-Moéeth padst sich der Antikorper zu

einem gewissem Grad in seiner Struktur an daggantart®>

In Saugetieren gibt es funf verschiedene Klassen von Antikérpern: IgA, IgD, IgE, 1gG und
IgM. Von allen Antikérpern liegt IgG im Blutserum in der hochsten Konzentration vor (75%).
Es ist ein vierkettiges Monomer, das wahreled sekundaren Immunantwort ausgeschuttet

wird und u.a. die Aktivierung des Komplementsystems untersttizt.

In Korpersekreten wie Muttermilch, Blut, Tranen, sowie Ausscheidungen der Atemwege und
desMagenDarmTraktes ist IgA der am haufigsten vorkommende Antikbrper. Wahrend IgA
im Blut ein Monomer aus vier Polypeptidketten ist, liegt es in den Sekreten als Dimer aus acht
Polypeptidketten vor. Das IgRimer wird mit Hilfe eines spezifischenRezeptos,
welches auf der Oberflache von sekretorischen Epithelzellen exprimiert ist, aus dem
extrazellularen Raum durch die Epithelzelle hindurch in das Sekret transportiert. Dieser
Rezeptor kanii wenn auch wesentlich schlechieauch IgM in die Sekrete einbgen. Dies

ist der Grund, warum bei Personen mit einem-Mangel (das am haufigstemrkommende

Antikorperdefizit) leine klinischen Symptome nachweisbar sthd.

1.1.2.2 Die zellulare Immunantwort

Losliche Antikdrper erkennen sehr gut extrazellulare Krankheitserreger, bieten aber gegen
Mikroorganismen, die sich Uberwiegend im Inneren einer Wirtszelle aufhalten, wie
beispielsweise Viren, keinen Schutz. Zur Bekampfung derartiger Pathogene ist die von
Zellen ausgehende zellvermittelte Immunantwort unerlasslich. Wahr&adl@h und die von

ihnen ausgeschitteten Antikdrper intakte und native Antigene erkennen, reagiéedenT

mit Fragmenten (meistens kurze Peptidsequenzen) von Proteinantigenienedmalb einer

10
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Antigenprasentierenden Zelle (dendritische Zellen, Makrophagen oeéell&n) entste
hen>”® Die im Cytoplasma wahrend des Proteinabbaus durch ProteaScen¢éstandenen
Peptidfragmente werden auf die Zelloberflache transportiert, wo ggdunden an ein inte
grales Membranprotein den T-Zellen prasentiert werdéfi*® Hierbei handelt es sich um
Haupthistokompatibilitatsproteine (major histocompatibility; MiR@teine) der Klasse®f*
(Abb. 1.11).

a) b)

Abb. 1.11: Kristallstruktur eines MH&Klassel-Molekiils gebunden an ein 9raeeptid (a) sowie Blick von
oben auf die Peptidbindungsstelle {b).

Der Komplex aus korperfremdem Peptid, MiR@oteirf und T-Zell-Rezeptor l6st bei den

infizierten Zellen den programmierten Zelltod (Apoptose)®4és.

Klassel-MHC-Proteine bestehen aesi n e r me mbr a n d t«Kette (44 kDg, ie e nd e n
ni cht koval ent an ein extrazel |xMikfoglobudin k1l ei
gebunden isf®?Di eKelt t e besteht aus dr giWad)twibez el | ul
,und dAMikeogldbulin-Untereinheit eine Immunoglobulinfaltung besitzen. Die beiden
Hel i ¢ es uma-Ddihdhen bildendie Peptidbindungstelle fiir die Prasentation an

cyctotoxische TLymphocyten’?

Wahrend MHC-Proteiné der Klasse | auf fast allen Zellen vorhanden sind, findet man

Klassell-MHC-Proteine nur auf Antigeprasentierenden Zell€i’ Letztere beghen aus

® Dass cyctotoxische -Zellen ihre Antigene spezifisch, aber nur in Kombination mit kérpereigenen-MHC
Proteinen erkennen, wurde erstmals 1974 von Zinkernagel und Doherty entdeckt, wofiir sie 1996 den Nobelpreis
in Medizin erhielten.

¢ Da man MHGProteine bei Menschen erst auf Leukocyten (weiRRen Blutzellen) entdeckte, heiRen sie hier HLA
(human leukocyte antigen) Antigene.

11
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zwe i me mbr andur c hs pann-e mBd3e nk DPikettey (86 kD),indt k et t eI
jeweils einer Ig2 h n1 i ¢ h e n, ubakn e Reptifbuhdungsstelle zur Prasentation an
HelferT-Zel | en wi r d v own dyebidet PAbm?. 12}e'h U

b)

Peptid

Abb. 1.12: Kristallstruktur eines MH&KIassell-Proteins gebunden an ein Peptl sowie Blick von oben auf
die Peptidbindungsstel(®).”

Klassell-MHC-Proteine prasentieren HelférZellen Peptide, die durch den Abbau von,
durch Endocyise aufgenommengfroteinen stammet Anders als cytotoxische-Zellen,
sind HelferT-Zellen sowohl fir die Abwehr von extrazellularen, als auch intrazellularen

Krankheitserregern unerlasslich.

Helfer-Zellen aktivieren BLymphocyten zur Produktion von Antikérpern, induzieren bei
Makrophagerdie Phagocytose und helfen cyctotoxischeBellen bei der Tétung infizierter
Zellen™ Sie tun dies durch die Sekretionrsehiedener Cytokine und durch die Expression
von kostimulatorischen Proteinen auf ihrer Oberflache. Einmal aktiviert, kbnnen aus einer
Helfer-T-Zelle zwei unterschiedliche Typen von Effektorzellen entstehent-ZEllen
(Sekretion von IFNo 0 d e-tJ) & bBefider Aktivierung von Makrophagen ung-Zellen

helfen, sowie %i2-Zellen (Sekretion von Interleukinen), dieZllen helferf®

Wahrend also cyctotoxischeZellen Peptide auf MH&Ilassel-Proteinen erkennen, werden
Helfer-T-Zellen diese auf MH@Klassell-Proteinen prasentieft?*#* Die Erkennung erfolgt

bei beiden Typen von-Zellen mittels eines membrangellemen FZell-Rezeptors, der in

seiner Form Antikérpern sehr &ahnlich ist. Dieser AntigRmzeptor besteht aus zwei
Polypeptidketten (U und b (jeweils 43 kD)),
Uber eine Disulfidbriicke miteinander verbunden sibd. e u b d-Ketben weisen jeweils

zwei Ig-dhnliche Doméne mit einer konstanten und einer variablen Regioft Aubie
12
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vari abl en RemgdKete eims Wall-Rezéptors bilden eine Bindungsstetleg
den Komplex aus MH@®rotein sowie dem daran gebundenen korperfremden Peptid

erkennt>®%°

Abb. 1.13: Der T-ZelFRezept or . Di e -dn d iDunfaiReD sind geweils invgtiin, gelb und rot
dargestellf*

Die Affinitdt eines FZell-Rezeptors zu seinem MHREeptidKomplex auf der Antigen
prasentierenden Zelle bzw. der Zielzelle ist in der Regel zu gering, um eine erfolgreiche
Wechselwirkung zwischen den Zellen zu erzeugenZellen benoétigen daher sog.
Korezeptoren, die durch die Erhdhung der Gesamtstarke der ZellRdélision die

spezifische Bindung unterstutzen.

Tc-Zellen exprimieren an ihrer Oberflache ein als €b8zeichnetes Transmembranprotein,
welches aus zwei Polypeptidketten besteht, in der d@hidichen extrazellularen Doménen
nicht mit dem Antigen, sondern mit den konstanten Regionen des-Ki&k3el-Proteins in

Wechselwirkung tretef:®*

Im Gegensatz dazu wird vony-Zellen der Korezeptor CO4xprimiert, der an MH&Klasse
lI-Proteinen bindet™®” Dieses besteht aus vier extrazellularen Immunoglofidiménen

und einem kleinen cytoplasmatischen Abschnitt.

iDi e Abk¢rzung CD steht fer ,,Ccluster of di fferenti
Zellobeaflachenmarker, mit dessen Hilfe man eine Abstammungslinie/Differenzierungsstadium erkennen kann.

Al DS (erworbenes | mmundefektsyndrom; engl.: ,,aquire
dass T-Zellen zu den wichtigsten Zellen der adegph Immunantwort gehéren, da sie bei der Aktivierung fast

aller adaptiven Immunantworten beteiligt sind. DasViHus nutzt u.a. den CDKorezeptor, um in Helfer

Zellen einzudringen. Ohne Helf@rZellen kodnnen sich AidPatienten nicht einmal gegen haos#
Mikroorganismen wehren und sterben an den Folgen einer Infektion.

13
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a) T-Zelle b) Antigenprasentierende Zelle
eetttetestedseantttsananateasennnttteettantatts netaeactascanstaantansteanttnstetattentetattases
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Abb. 1.14: a)Tc-Zellen erkennemit Hilfe des Korezeptors CD8 kérperfremde Peptide, die von NtGsel -
Proteinen prasentiert werdgaus Ubersichtsgriinden sind nur dieDgméanen dargestellt, die an der MHC
Bindung beteiligt sind}® b) Ty-Zellen erkennenmit Hilfe des Korezeptors CD4 MHElassell-Peptid

Komplexe, die ihnen von APCs dargeboten werden.

Dartber hinaus sind -Zell-Rezeptoren in der Plasmamembran mit sechs anderen
Membranproteinen assoziiert (sog. GR8mplex), die, die durch eine Antigenbindung

verursachte Signalkaskade, ins Innere der Zelle weiterf@fteH.

Die Signalubertragungswege lésen bei otyaxischen TZellen die Ausschittung eines in der
Membran der Zielzelle porenbildenden Proteins (Perforin) und bestimmter Proteasen
(Granzyme) aus. Gleichzeitig wird durch FRezeptotv er mi t t el t e (ei n
auf der Oberflache vieler ZelleReaktion die Apoptose der Zielzelle initiiéf£'% Hingegen
werden HelfeiZellen zur Sekretion von Cytokinen (IFN, -2)I dngeregt, welche die
Vermehrung, Differenzierung sowie Antikorperproduktion solcher Zellen, die an der

Pathogenabwehr beteiligt sind, unterstutzen.

Zur Verstarkung der -‘Eell-Antwort nutzen auch Antigeprasentierende Zellen sog.
kostimulatorishe Proteine (z.B. BProteine), die von einem weiteren Korezeptor CD28 auf
der Oberflache der-Zelle'® bzw. dem Korezeptor CD19 auf der Oberflache einéteBe
erkannt werdef®®*°’ Die Expression von kostimulatorischen Proteinen auf der Oberflache

von APCs wird erst durch die Bindung eines PAMPs an ein&ellfRezeptor induziert.

14
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Somit vermeidet das Immunsysnh die Immunreaktion gegen ein Autoantigen (siehe
Abschnitt 1.1.4.

1.1.3 Selbsttoleranz

Die Hauptfunktion des Immunsystems besteht darin, den Organismus vor eindringenden
Fremdorganismen zu schitzen. Gleichzeitig missen Angriffe gegpark@ene Strukturen
verhindert werden. Immunzellen, die Autoantigene erkennen entstehen durchaus, werden aber
durch Selektionsprozesse schon in einem frihen Entwicklungsstadium abgetotet oder

inaktiviert.

Die im Thymus produzierten unreifenZell-Vorlaufer exprimieren zunachst alle einen T
Zell-Rezeptor, sowie sowohl einen CDéls auch CD&orezeptor. Durch positive Selektion
werden diejenigen Zellen beseitigt, die unabhéngig ob Autoantigen oder fremdes Antigen,
nicht mit angemessener Affinitdt an MH&oteine der Klasskoder Klassdl binden (lUber
95%)1%%1% Die (berlebenden Zellen wdEn in einem zweiten Schritt einer negativen
Selektion unterworfeft® Hier werden Zellen, die eine hohe Affinitat fir an korpereigene
Peptide gebundene MHKomplexe besitzen, zukpoptose induziert (variiert zwischen 5 und
70%)M' Somit schlieRen nur solche -Zellen ihre Entwicklung ab, die nicht mit
SelbstantigetMHC-Komplexen reagieren und reifen entweder zu cytotoxischgallen (die

nur CD8 exprimieren) oder zu-Helferzellen (die nur CD4 exprintien) heran, sofern sie im
peripheren Lymphorgan durch eine Antigenbindung stimuliert werden. Trotzdem Uberleben
einige selbstreaktive Zellen, welche durch sog. regulatoriseBell&én supprimiert werden.

Zur Differenzierung und Proliferation von Lymphoaytést nicht nur die Antigenbindung,
sondern auch ein kostimulatorisches Signal noétig, welches erst durch den Kontakt mit
kérperfremden Krankheitserregern ausgeldst WitdDa selbstreaktive Lymphocyten in

Abwesenheit solcher Signale auf ihr Antigen treffen, bleibt ihre Aktivierung aus.

15
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Abb. 1.15: Selektion von TZellen zur Induktion von Selbsttoleranz.

Der Selektionsprozesfihrt das Immunsystem zur sog. Selbsttoleranz: das Unvermdgen
gegen korpereigene Strukturen zu reagieren. Nach einem ahnlichen Prinzip lauft die
Entwicklung von BZellen ab. BZellen, deren Antikérper stark mit Selbstantigenen

reagieren, werden unterdridizw. abgetotet.

1.1.4 Autoimmunkrankheiten

Der Selektionsprozess im Thymus unterdrickt wirksam die Immunantwort gegen
Selbstantigene. Trotzdem kann die Toleranz gegen korpereigene Strukturen gelegentlich
gebrochen werden, so dassuind B-Zellen gegen Selbsihtigene reagieren. In solch einem

Fall liegt eine sog. Autoimmunerkrankung vdEine charakteristische Eigenschaft von
Autoimmunkrankheiten ist, dass selektiv kdrpereigene Zellen, Organe oder Gewebe als
Target fur eine bestimmte Population von sog. aatdireen T oder BZellen dienen.
Beispiele fur Autoimmunkrankheiten sind der insulinabhangige Diabsetebitus, die

Multiple Sklerose, die rheumatoide Arthritis sowie die Glutenunvertraglicfiét?

In vielen Fallen ist nicht geklart, wodurch die selbstreaktiven Lymphocyten oder Antikdrper
entstehen. Oft kdnnen infektiose Bakterien oder Viren eine Rolle spielen. Die Infektion fuhrt
dann zur Entstehung von Antikdrpern uneZéllen, die mit dem Erregekntigen reagieren.
Ahnelt dieses Antigen stark einem Selbstantigen, kann eine Autoimmunreaktion die Folge

sein.
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1.2  Glutenunvertraglichkeit

Mit einer Pravalenz von etwa 1% ist die glutensensitive Enteropathie (auch Zdliakie genannt)
eine der haufigsten Autoimunerkrankungen des Gastrointestinaltrakts in der westlichen
Bevdlkerung. Gleichzeitig zahlt sie zu den haufigsten Lebensmittelsunvertraglichkeiten. Die
Aufnahme von Proteinen (Gluten) aus Weizen, Roggen, Gerste oder Hafer fuhrt bei genetisch
pradisponien Personen zu einer chronischen Entziindungsreaktion im NlsgemBereich
ausgeldst durch eine Fehlreaktion des Immunsystems. Die bislang einzige Therapie der
Zoliakie ist ein lebenslanger Verzicht auf glutenhaltige Lebensrittef

Histologisch unterscheidet sich die Dinndarmschleimhaut eines Zgliakiepatienten von dem
eines gesunden Menschen durch eine Zottenatrophie, Kryptenhyperplasie und Expansion der
Lamina propria (Darmwandschicht direkt unterhalb des Epithels) durch Einwanderung von
Lymphocyten. Die Ruckbildung der Zotten (Villi), ein sog. Zottenschwund, fuhrt zu einer
Oberflachenreduktion der Dunndarmschleimhaut (Abb. 1.16). Dadurch kdnnen
Zoliakiepatienten Nahrstoffe nicht mehr in ausreichender Form aufnehimevianget
erscheinungen wie vermindertes Wachstum, Anamie oder Osteoporose sind die Folge. Zu den
weiteren Symptomen zahlen: Durchfall, Blaban, Gewichtsverlust, Mudigkeit und

Schwaché!®?°

Abb. 1.16: Histologie der Dinndarmschleimhaut unter normalen Bedingungen (links) und bei Zdliakie (rechts).
Zu sehen ist die Zottenatrophie, die Kryptenhyperplasie sowie die Vermehrung der intraephithelialen
Lymphogiten. Die jeweils kleineren Abbilduregn zeigen rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der
gesunden Zotten (Villi) bzw. eine Zottenatrophie. (LP) Lamina propria, (V) Zotten, (C) Kriipten.
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Zoliakiepatienten entwickeln Antikorper gegen Gliadin und die Gewebetransglutaminase 2
(tissue transglutaminase 2; tTG2)etzteres ist ein kérpereigenes Enzym und somit ein Indiz
dafiir, dass Glutenunvertraglichkeit als Autoimmunkrankheit angesehen werdetfk&hn.

Der serologische Nachweis von A#giA- und AntilgG-Transglutaminaséntikorpern,
sowie AntiEndomysiumAntikbrpern kann zur Diagnakt von Zoliakie herangezogen
werden, gefolgt von Diinndarmbiopsif:2*

1.2.1 Eigenschaften von Gluten

Fir die meisten Menschen stellt Getreide einen wichtigen Bestandteil zur Aufrechterhaltung
des Stoffwechsels dar und gewahrleistet eine gesunde, ausgewogene Erndhrung.
Zoliakiepatienten allerdings mussen glutenhalt@etreideprodukte strikt meiden, da die
orale Aufnahme zu einer Schadigung der Diunndarmschleimhaut und zu Entzindungen im
Darmtrakt fuhrt. Weizenproteine werden aufgrund ihrer Loslichkeit in vier Gruppen unterteilt:
Albumine (l6slich in Wasser), Globulinddglich in Salzldsung (z.B. 10% NaCIGlutenine

(z.T. I6slich in saurer oder alkalischer Losung) und Gliadine (l6slich in Alkohol).
Gliadinpeptide (Monomere) und Gluteninpeptide (Polymere aufgrund von Disulfidbricken)
werden als AGlut Gifutzms @ mmeKd geebfea estwei Ch)
Proteinen, 8% Lipiden und 2% Kohlenhydraten und hat fur die Backeigenschaften von
Weizenmehl eine zentrale Bedeutung. In Abhangigkeit von der Aminosauresequenz (etwa
250-300 Aminosauren) konnen Gliadine inew t er e Un t-.e ¥ wr dsGligdiee) ( U
unterteilt werden. Bei den Gluteninen unterscheidet man zwischenAsog-ngplecular
weight A@G0E8W0 Ami nos?2 umodeou)arwe h d h A RGIEeMWR70

330 Aminosauren) (Abb. 1.175%12°

‘ Weizen

J

| | | |

[Albumin {Globulin} [ Gliadin J {Glutenin

j | |

[U, -, bi’adine} [HMW-, LMW-Glutenin]

~

J

Abb. 1.17: Die Bestandteile von Weizenproteingn.
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Die in Alkohol I8slichen Fraktionen von unterschiedlichen Getreidesorten werden als
AProlaminefi bezeichnet . Tabelle 1 zeigt ein
Getreidesorten. Prolamine stelldie toxischen Bestandteile der einzelnen Getreidesorten dar

und sind Ausloser fur die Glutenerkrankung.

Tabelle 1: Ubersicht tiber die toxischen Prolanifiie.

Getreidesorten Prolamine
Weizen(Gluten) Gliadin und Glutenin
Roggen Secalin
Gerste Hordein
Hafer Avenin

Von allen Prolaminen ist die Toxizitat des Gliadins am besten charakterisiert. Gliadinpeptide
bestehen zu einem gro3en Anteil aus den beiden Aminosauren Glutamin (35%) und Prolin
(15%). Prolylreste zeigen aufgrund des in einen Flnfring eingebundenen Stickstoffs eine
relativ hohe Stabilitat gegentber der enzymatischen Verdauung durch gastrointestinale
Proteasen wie Trypsin oder Chymotrypsin. So gelangen Glutenproteine wahrend ihrer
Verdauung in Form relativ langer Peptidketten vom Magen ins Duodenum (Zwdélffingerdarm)

und werden erst im Darmlumen durch mucosale, prolinspezifische Peptidasen langsam

gespaltert?’

Aktuellen Erkenntnissen zufolge gibt es in Abhangigkeit von der Asdinesequenz zwei
unterschiedliche Gruppen von Gliadinpeptiden, die auf unterschiedliche Art und Weise in den
Krankheitsprozess involviert sindGog., , t oxi schei Peptide Kk°nnen
verur sachen, wohi ngegen -Zellan mstimulererd kidmenn dient e A
wiederum durch die Ausschittung inflammatorischer Cytokine eine Immunreaktion

induzieren-2128
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1.2.2 Das Autoantigen der Zoliakie: die Transglutaminase

Durch die repetitive Prdsenz von Glutamin und Prolinresten stellen Gliadinpeptide ideale
Substrate fiir das kérpereigene Enzym Gewebetransglutaminase (tTG2) dar (Abb?°1.18).
Die tTG kommt u.a. in Fibroblasten, Endothelzellen und Monocyten vor. Sie ist intrazellular
lokalisiert, kann aber durch bestimmte Mechanismen (wie z.B. eine Infektion, mediemni
Stress oder eine Entzindungsreaktion) in den extrazellularen Raum freigesetzt werden.
Transglutaminasen nehmen wichtige biologische Funktionen im Kdorper ein, indem sie
Proteine selektiv miteinander kreuzvernetzen. So unterstitzt tTG im Rahmen pagpgoge

durch Polymerisation das Cytoskelett (ein aus Proteinen aufgebautes Netzwerk im
Cytoplasma eukaryotischer Zellen zur Stabilisierung der Zelle) der absterbenden Zelle und

verhindert dadurch, dass potenziell gefahrliche Antigene aus der Zelle hetentdt***

Inhibitor

Abb. 1.18: Kristallstruktur von der Gewebetransglutaminase 2 (tTG2) gebunden an einen Inhibitor (Ac
P(DON)LPFENH,). DieN-t e r mi -Rahblattstruktur ist in blau, die katalytische Doméne in griin und die zwei

C-t er mi rraltblater sirffid in gelb und rot dargestellt. (D@\Diazo-5-oxo-norleucin)**?

Die C&*-abhangige tTG2 ist in Abhangigkeit vom fert sowohl zur Transamidierungsal

auch zur Deamidierung von Glutaminresten in Proteinen befahigt (Abb. 1.19). Bei der
Transamidierung wird ein primares Amin (haufig Lysin) einer Polypeptidkette mit der
Glutaminseitenkette eines Proteins durch Bildung einer Isopeptidbindung kreuzveBeétzt.
einem pH unterhalb von 6.5 oder bei Abwesenheit eines Amins erfolgt die Deamidierung von
Glutamin zur GlutaminsaureBeide Reaktionen werden im aktiven Zentrum des Enzyms
durch die Thiolgruppe eines Cysteins und durch die Bildung eines Thioesters als Intermediat

katalysiert:3#*33
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Abb. 1.19: Die Transglutaminase (tTG2) katalysiert bei einem pH > 6.5 die Transamidierung (Crosslinking) von
Glutaminseitenketten in Peihen oder Polypeptiden (links). Bei sinkendem pH oder bei Abwesenheit eines

primaren Amins tiberwiegt die Deamidierungsreaktion (rechts).

1.2.3 MHC-II -Gliadin-Komplexe

Aufgrund des im Dunndarm vorherrschenden sauren Milieus resultieren bevorzugt
deamidierte Gliadinpeptide. Diese Peptide binden nun aufgrund der negativen Ladung mit
héherer Affinitat an die MH&KIlassell-Proteine (Haupthistokompatilvétsproteine; engl.:

major histocompatibility) HLADQ2 bzw. HLADQ8 auf der Oberflache von Antigen
prasentierenden Zellen (APCs). Aul3erdem liegen die Prelimen Glutenepitope in einer

sog. Polyprolinll-helicalen Konformation vor, die von allen geldenen MHCII-Liganden
eingenommen wird (Abb. 1.20). Beide Faktoren fihren zur Bildung eines stabilerlMHC
GliadinKomplexest***** Die Erkennung des MH@-GliadinKomplexes durch
korpereigene Helfel-Zellen induziert das adaptive Immunsystem, welches zur Sekretion
von inflammatorischen Cytokinen, wie IFN ode+{U, TNXE hr t und -ei ne

reaktion de Diinndarmschleimhaut zur Folge H&t.
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Abb. 1.20: Bindung eines Prolineichen Peptids (z.B. Gliadinpeptid) an HIDXQ2 in der bevorzugten
Polyprolin-ll-helicalen Konformation. Dargestellt sind die Wechselwirkungen der Peptidseitenketten mit den
HLA-DQ2-Bindungstaschen (P1, P4, P6, P7 und P9) sowiBriitkenbindungen der NBruppen des
Peptidriickgrates (gestrichelte Liniérj.

Die HLA(human leukocyte antiger8ntigene sindeng mit dem Ausbruch von Zjliakie
assoziiert. Uber 90% aller Zoliakiepatienten exprimieren HR®2, wohingegen die
restlichen HLADQ2-negativen Zo6liakiepatienten den Genotyp fir HD®8 besitzen. Etwa

25% der europaischen Bevolkerung exprimieren den4BIQR Genotyp, doch nur 4% dieser
genetisch pradisponierten Individuen entwickelt auch tatséchlich zotaK#E.Warum die
meisten HLADQZ2- bzw. -DQ8-positive Menschen trotz genetischer disgosition eine
Toleranz gegenlber Getreideproteinen wie Gluten entwickeln kdnnen, ist derzeit noch nicht

geklart.
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2 Kenntnisstand

2.1  Pathogenesemodell von Zéliakie

Gliadinpeptide kdnnen aufgrund des hohen Prolinanteils nicht bzw. nicht vollstandig durch
gastrointestinale Enzyme hydrolisiert werden. Im Darmlumen liegen sie in Form von relativ
langen Peptidfragmenten (380 Aminosauren) vof’ Bei einer vorliegenden
Zoliakieerkrankung scheint ihre Passage durch die intestinale Epithelschicht aufgrund einer
abgeschwachten Barrierefunktion erleichtert zu sein. Mdgliche Ursachen hierfir kdnnten
Infektionen oder mechanischer Stress $&in.

Nachdem die Gliadinpeptide in der Lamina p
domi natefi Pept i 88 pder 5868, wdureh did &ewebpt@aréglutaminase
(tTG2) deamidiert. Dadurch entstehen Epitope, die mit einer htheren Affinitat an die MHC
[I-Proteine  HLADQZ2 bzw. HLADQ8, welche auf der Oberflache von Antigen
prasentierenden Zellen exprimiert werden,dein. Der GliadirHLADQ2/DQ8-Komplex

wird von spezifischen CD4T-Helfer-Zellen des adaptiven Immunsystems erkannt, die die
Sekretion von inflammatorischen Cytokinen, wie FNF u n do ,| FiNn diueginee r e n
Entziindung der Diinndarmschleimhaut ist die Folge. Die aktivierten® CDZellen
unterstitzen des WeiterenZllen bei der Aussschittung von spezifischen Gliadbizw.
tTG2-Antikorpern. Die Entziindungsreaktion aktiviert auch cytotoxischigmphocyten, die
Schaden an der Schleimhaut verursachen, was zur typischen Zottenatrophie und
Kryptenhyperplasie bei Zoliakiepatiten fiihrt:*° Durch die adaptive Immunantwort kénnen
jedoch nicht alle mit Zéliakie verbundenen Symptome erklart werdenwie beisglsweise

die Expansion der Lamina propria durch die Einwanderung von intraephitelialen
Lymphocyten (diese befinden sich zwischen den Ephitelzellen an der basolateralen Seite des
Epithels).

Hi er kommen die sog. A-43p 2um Frageralie das Bnggbdrenad e ( z
Immunsystem aktivieren. Das Peptid p& kann direkt ein Stressignal ausuiben, indem es
Epithelzellen, Makrophagen und dendritische Zellen zur Sekretion von Interleukin-15)(IL

induziert. Unter diesen Bedingungen exprimieren EntgescMHGCI-Proteine wie MIC (ein
Stressprotein) oder HLA und intraephitheliale Lymphocyten (IEL) und Natirliche
Killerzellen die zugehoérigen Rezeptoren (NKG2D bzw. NKG2C). Das Binden der Rezeptoren
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an ihre Liganden lost die cytotoxischen Funktionen eldgmphocyten aus und fuhrt
letztendlich zur Apoptose der Epithelzellen, wodurch die Permeabilitdt der Dinndarm
schleimhaut erhoht wird. Nun kénnen gréf3ere Mengen an Gliadinpeptiden die Zellmembran
passieren und der Krankheitsprozess setzt sich weitéf foff14°

toxische Peptide » Stressignal =@

Darmlumen @ >
=1
,,\M(
' {/
A
Expansion und

Anreicherung von NK
Rezeptorexprimierten |EL

LAMINA PROPRIA .

immunodominant

zellvermittelte
Thl-Antwort erhohte Permeabilitat und Ausbreitung der Krankhe

durch fortlaufende Prasenz von Gluten

\) chronische Entziindungsreaktion

humorale
Immunantwort

A
Enteropathyassoziierte 7Zell
Lymphome

B-Zelle

Abb. 2.1: Das Zusammenspiel von angeborenen und adaptiven Immunantworten gegentiber dem Glutenverzehr
bei der Pathogenese von Zdliaki2.

Datoxische und immunodominantei@linpeptide eine so unterschiedliche Wirkung auf das
Immunsystem ausitben, wird vermutet, dass verschiedene Prozessierungsmechanismen
vorliegen, die entweder digigenschaften des Antigens andern oder dessen Prasentation an
den MHGProteinen.
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2.2 Intrazellulare Transportvorgange

Die Plasmamembran bildet die Grenzflache zwischen Zellen und ihrer Umgebung. Sie ist eine
dynamische Struktur und trennt das intrazelluldk&lieu (Cytoplasma) von der
extrazellularen Umgebung durch kontrollierte Auhd Abgabe von Materie (z.B. Hormone,
Peptide). Zu den vielfaltigen Funktionen der Plasmamembran zahlt die Signaltransduktion,
interzellulare Kommunikation, intrazellulare Homéese und die Immunantwort. Um diese
Aufgaben zu erfullen, muss die barrierebildende Plasmamembran Gberwunden werden.

Hierfur gibt es verschiedene Mechanismén.

Kleine, lipophile Molekile kdnnen die Lipiddoppelschicht der Membran durch passive
Diffusion entlang eines Konzentrationsgefalles durchwandern. Kleine, wasserlosliche
Molekile (wie z.B. Aminosauren, Zucker, Wasser und lonen) passieren dmafiasbran
durch Poren (sog. tight junctions), Kanale oder aktive Transporter. Oligopeptide kénnen
durch Endocytosenit Hilfe von Vesikeln ins Zellinnere gelangen, wo ihr Abbau erfolgen

kann 142143

Bei der Endocytose unterscheidet man zwischen Phagocytose (Aufnahme von grof3en
Partikeln) und Pinocytose (Aufnahme von in Flussigkeit geldsten Partikeln). Phagocytose ist
nur einigen pezialisierten Zellen des Immunsystems, namlich Makrophagen, dendritischen
Zellen, Monocyten und neutrophilen Granulocyten, vorbehalten. Bindet der Rezeptor (z.B.
TLR oder IgRezeptor) des Phagocyts ein mit Antikbrpern umgebenes Bakterium (der
Prozess, ilem Antikérper Pathogene markieren wird als Opsonierung bezeichnet), so nimmt

der Phagocyt den Erregern in ein Phagosom auf (Abb. 2.2).

L Antikéroer ] cdcaz
0 Fc-Rezeptor @) Rac

Actin

Abb. 2.2: Fc-Rezeptor (Membranrezeptor auf der Oberflacheptiagocytierenden #en, der an E-Doméne
von Antikdrpern bindet) erkennt ein von Immunoglobulinen umhiilltes Bakterium. Eine Signalkaskade induziert

die Umlagerung von Aktinfilamentehn das Bakterium wird in ein Phagosom aufgenomffen.
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Die durch Proteinabbau entstandenen bakteriellen Peptide werden @beldiiche der
phagocytierenden Zelle den-Zellen des adaptiven Immunsystems présentiert (siehe
Abschnitt 1.1).

Im Gegensatz zur Phagocytose kommt die Pinocytose in fast allen Zellen vor. In
Abhangigkeit von der Art des aufzunehmenden Produktes (Lig&steptor, Lipid)
unterscheidet man des Weiteren z.B. die Rezemuonittelte, die Clathrirabhangige oder

die Caveolinvermittelte Endocytose (Abb. 2.2

Pinocytose
Macropinocytose
( .1 em) Clathrin  Caveolin Clathrin- und
Phagocytose © o ° abhangige  vermittelte Caveolirunabhangige
¢ Endocytose Endocytose Endocytose
© (=120 nm)  (~60 nm) (~60 nm)

Abb. 2.3: Verschiedene Mechanismen zur Aufnahme von extrazellultiteterial (iber die Plasmamembrdh.

In polaren Epithelzellen gibt es zusatzlich den gerichteten Transport, die Transcytose.
Darunter versteht man dé&endocytosevorgang von z.B. Gliadinpeptiden an der sog. apikalen
Membran und ihre Exocytose (den reversen Prozess der Ausschleusung) an der basolateralen

Membran mittels Transportvesikeln (siehe Abschnitt 2.2%2).

2.2.1 Endocytose

Als Endocytose bezeichnet man den Eintritt von Molekilen durch Membraneinstilpungen,
die sich im Verlauf des Prozesses von der Zellmembran abschniren. Die internalisierten
Molekile befinden sich un in sog. endocytotischen Vesikeln (EV) und durchlaufen
verschiedene membranumschlossene Zellorganelle im Endomembransystem. Als erstes
erfolgt die Fusion mit frihen Endosomen (EE). Aufgrund des vorliegenden sau@feqsi
(pH = 5.96.5) erfolgt hier bepielsweise die Dissoziation von Rezept@andKomplexen.
Wahrend die Rezeptoren uber Recyclingvesikel (RV) wieder zuriick an die Plasmamembran
26
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transportiert werden, werden ihre Ligandert Hilfe von Carriervesikeln (CV) in spéate
Endosomen (LE) geleitet, wo ihr lysosomaler Abbau stattfindet (Abb%.4).

Endocytose Exocyﬁs@\
RV

Clathrinrumhiilltes

Vesikel \
EV
-~
&
& cV frihes Endosom
Vi
b spates Endosom M
L]
Lysosom \\

Golgi-Netzwerk

............

Endoplasmatisches:’ - '
Reticulum

Nucleus

Abb. 2.4: Intrazellulare Transportvorgange von Makromolekiilen durch die verschiedenen Zellkompartimente

des Endomembransystems. Gezeigt ist sowohl die-Enslauch Exocytose (Abkiirzungen siehe TERY).

Damit die EE ihre vielfaltigen Funktionen wahrend des Endocytosewegs ausiben kénnen,
sind verschiedene Proteine notwendigr die Aufnahme von inkorporiertem Material in die

EE (Fusion) sind GTPasen wie beispielsweise das RR&ad&associated binding proteirund

EEAL1 (early endosomal antigen) 1 letzteres dient auch als Markerprotein fur EEner

laRlich M7

Wa hrend die EE eher als ,, Sorti er lysosmmaleo nf
Abbau von internalisierten Stoffen. Lysosomale Hydrolasemnhalten durch Austausch mit
dem transGolgi-Netzwerk 1 initileren begulnstigt durch den pWert (pH = 5.66.0) den
Abbauprozess. Auch hier spielen GTPasen wie das Rab7 und Rab9tsaieiglende Rolle.
Nutzliche Markerproteine fir LE sind hochgradig glykosylierte Proteine wie LAMPs

(lysosomeassociated membrane protejrmaler Igps fysosomal membrane glyoproteins

27
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In derletzten Phase des Endocytosewsethalten die Lysosomen (L¥nhdocytiertes Material

durch Fusion mit den spaten Endosomen. Hier erfolgt der abschlieRende Verdau durch
Hydrolasen (wie z.B. Proteasen oder Lipasen) bei einerweH von 5.65.5 - oder die
Speicherung von unverdaulichem Matetf4l.

2.2.2 Transcytose in polaren Epithelzellen

Nahrungsproteine werden nach ihrer Aufnahme zuerst durch Proteasen wie Pepsin, Trypsin
oda Chymotrypsin im Gastrointestinaltrakt hydrolisiert und zu Peptiden unterschiedlicher
Lange gespalten. Antigene, die gegenuber den harschen Bedingungen im Magen resistent
waren, mussen im nachsten Verdauungsprozess das intestinale Epithel sowohl als
physkalische, als auch als biologische Barriere passieren. Die Oberflache des
Dunndarmepithels ist von einer Monoschicht aus Epithelzellen umgeben. Bei 80% der
Epithelzellen handelt es sich um Enterocyten mit einer charakteristischen, apikalen
Burstensaummemban und sog. Mikrovilli (Zotten). Diese bewirken eine enorme
VergroBerung der Oberflache und ermdglichen dadurch die Resorption verschiedener
Nahrungsproteine. Gegen das Lumen weisen die Enterocyten eine sog. Glycocalix auf,

welche aus Glycokonjugaten (Giyoroteine und Glycolipide) besteft!*?

In polaren Epithelzellen istdie Zelloberflache in zwei funktional und biochemisch
unterschiedliche Gebiete unterteilt: die apikale und die basolaterale Membran, welche sich in
ihrer Lipid- und Proteinzusammensetzung unterscheiden. An der apikalen Oberflache sind die
Enterocyten durchkleine Poren, sog. tight junctions, untereinander verbunden, die eine dichte
Barriere gegen das Darmlumen darstellen. Sowohl in der apikalen, als auch basalen Membran
befinden sich eine Reihe von Transportern, die fur die spezifische und effizienteti®esorp

von Nahrungsbestandteilen nétig sind.

Abb. 2.5 zeigt mogliche Endocytosewege in einer polarisierten Epithelzelle. Von der
basolateralen Membran internalisiertes Material wird beispielsweise zum grofRten Teil tber
die EE und LE in die Lysosomen transert. Molekile, die recycelt werden, kénnen
entweder zur Membran zurlckkehren, aus der sie endocytiert wurden, oder sie kdnnen die
Epithelzelle durchqueren und auf der anderen Membranseite wieder abgegeben-weanden

Prozess, der als Transcytose betzedt wird™*°
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apikale Plasmamembran

P EV ccv

v Golgi-
Netzwerk

—
ALE e Nucleus
/ Lysosom

BLE cv /

\. ! 9. J

basale Plasmamembran

Abb. 2.5: Schematische Darstellung der Endocytosewege in einer polaren Epithelzelle. (CCV) Clzhteth
Vesikel, (EV) endocytotische Vesikel, (RV) Recyclingvesikel, (AEE) apikales frihes Endosom, (CV)
Carriervesikel(ALE) apikales spates Endosom, (BLE) basales spates Endosom, (BEE) basales frihes Endosom.

Ein méglicher Transcytoseweg ist mit blauen Pfeilen gekennzeitfinet.

2.3 Intrazellularer Transport von Gliadinpeptiden durch Epithelzellen

Laut derzeitigem Kenntnisstand ist noch nicht geklart, wie Gliadinpeptide das intestinale

Eptihel passieren.

Von der Arbeitsgruppe urivleresseet al. wird eine Rezeptevermittelte Transcytose eines
IgA-GliadinKomplexes postuliet® Demnach bilden die unverdauten, langen
Gliadinfragmente polymere Komplexe mit intraluminal ausgeschutteterAtgikorpern.

Diese IgAGliadinrKomplexe kénnten ra einen IgARezeptor und durch einen spezifischen
Transcytoseweg in intakter Form von der apikalen in die basale Zellmembran der Enterocyten

transportiert und in die Lamina propria freigesetzt werden (Abb. 2.6). Als Rezeptor wurde
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CD71 benannt, ein Rezeptoder eine entscheidende Rolle bei der Endocytose von
Transferrin (ein Glykoprotein zum Transport von Eisen) spielt und von dem bekannt ist, dass
er seine Liganden vor dem lysosomalen Abbau schitzt. Bei Z6liakiepatienten wurde eine
héhere Expression vonDZ1 an der apikalen Oberflache von Enterocyten beobadftet.

a) b) Gliadinpeptide

Gliadinpeptide

intraepitheliale

CTL Epithet
schaden

CTL

_ dendritische N \ Q
Zelle A regulatorische

9 T-Zelle Glutenspezifische

\ 1, » TH-Zellen \
© 38 \ 20
S : — = lgA
/ di e B-Zelle  Plasmazell N
. X inflammatorische
@. @ dendritische Zelle

regulatoriscne  B-Zelle Plasmazelle Blutgefafs
T-Zellen

Abb. 2.6: a)Unter normalen Intestinalbedingungen wird IgA von Plasmazellen in die Lamina propria sezerniert.
Nachdem sie die Epithelschicht passiert haben, werden sie im Darmlumen freig@sétat.Falle einer
Entzindugsreaktion erfolgt die Retrotranscytose von -@hadin-Komplexen mittels CD7Rezeptor in die
Lamina propria. Glutenspezifische-Eellen induzieren EZellen zur Sekretion weiterer Immunoglobuline (so
wie 1gG), die von E-Rezeptoren auf der Oberflache tigen-prasentierender Zellen (APCs) erkannt werden.

IgA und 1gG gelangen in die Blutbahn, wo sie zur Diagnose von Zéliakie herangezogen werden¥énnen.

2.4 Orale Toleranz

Unter physiologischen Bedingungen erfolgt nach dem Verzehr von Nahrunsgmittelantigenen
ihre Aufnahme durch Enterocyten mittels Endocytose. Die luminalergémeiwerden tber

die EE in die LAMR sowie HLA-DR-positiven LE transportiert. LE haben eine wichtige
immunologische Bedeutung, da sich in ihrem Lumen MPtGteine der Klasse Il (HLDR)

befinden, die dort mit exogenen Antigenen assoziieren kdnnen. Inrevelerlauf kbnnen
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die AntigerMHC-Komplexe an der Zelloberflache an CDB-Lymphocyten mit Supressor

wirkung, sogenanten regulatorischeizZ@&llen des Immunsystems, prasentiert werden. Hierbei

wird keine Il mmunant wort i

Toleranzin bezeichnet

wird.

nduziert

sondern

Immunodominate Gliadinpeptide, wie beispielsweisé-§8, werden ebenfalls in HL-AR-

positiven LE transportiert und konnten somit eine Toleranzreaktion induzieren. Bei

Zoliakiepatienten werden jedoch auch diese immunodominanten Gliadinpeptide dureh HLA

DQ-positive Antigerprasentierende Zellen in der Lamipeopria den TLymphocyten des

Immunssystems prasentiert, welche eine Entziindungsreaktion hervorrufen.

Im Gegensatz zu immunodominanten Gliadinpeptiden wird vermutet,

dass toxische

Gliadinpeptide, wie das p343, in den HLADR-negativen EE verbleiben undcht in die LE

transportiert werden. Somit kdnnen letztere nicht regulatorischdrymphocyten im

Diinndarm présentiert werden, wodurch eine Toleranzreaktion ausbleibt (Abb!¥%%).

Gliadinpeptid
S%  p3143

apikale Membran
L ]
[ BN ]
o° > o..:.
EE _
LE
Nucleus
\_basolaterale Membran J

Nucleus

Gliadinpeptid
p31-43-CTB

EE\_
f

LE

\_ basolateral&lembran

A

apikale Membra

DS

N

Abb. 2.7. a) Das toxische Gliadinpeptid wird an dapikalen Membran von Enterocyten mittels Endocytose

aufgenommen. Die Induktion einer oralen Toleranz bleibt aus, da das Peptid in den LAMPILA-DR-

negativen EE lokalisiert bleibb) Durch Konjugation an CTB kann das toxische Peptid-431n die LE

transportiert werden. lhre Prasentation an der basolateralen Membran viallNPH&einen kann

moglicherweise eine orale Toleranz induzieren.
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Bei der Entwicklung eines Therapieansatzes zur Behandlung von Zobliakie, ist die
Lokalisation von toxischen Gliadeptiden in HLADR-positiven LE zur Induktion einer
oralen Toleranz interessant. Dies kann durch die Konjugation dent&einheit des
Choleratoxins als Adjuvans gewahrleistet werden (Abb. 2.6 b). Diesbeziglich konnte in
ersten Versuchen gezeigt werdeassl die Konjugation des toxischen Gliadinpeptids-431

mit CTB den Transport des Peptids in die LE zur Folge'¥laDies kénnte eine
Verminderung der toxischen Immunreaktion sweinen Anstieg von regulatorischen T
Zellen bewirkert*

2.5 Choleratoxin

Choleratoxin ist ein Protein, welches von den Bakteriophagbrio choleraeproduziert
wird. Es wurde erstmals im Jahre #8%on dem lItaliener Filippo Pacini als Ursache fir die
Cholera, einer Infektionskrankheit im Dunndarm, entdé¥kCholeratoxin gehort zu der

153 Das 84 kDaschwere Protein besteht aus eineruid einer B

Familie der AB-Toxine
Untereinheit, die Uber nicitovalente Bindungen miteinander in Wechselwirkung stehen
(Abb. 2.8 a). Die pentamere-Bntereinheit formen flunf identische Peptide, die zu einem

Ring assoziiert sind (Abb. 2.9.b

Abb. 2.8: Réntgenkristallstruktur von Choleratoxia) sowie Blick von oben auf das CTBentametb).'*?

Wahrend die AUntereinheit die toxische Aktivitat des Proteins bestimmt ist, ist das-CTB

Pentamer (ein Lektin) fir die Bindung verantwortlich.
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Die Bindung erfolgtspezifisch Giber einen GMGangliosidRezeptor, ein Sialinsautealtiges
Oligosaccharid, welches kovalent an Plasmamembrane gebunden ist und sich auf der
Oberflache von Epithelzellen und anderen Antigeiisentierenden Zellen befindat:!>#>°
Trennt man beide Untereinheiten voneinander, soeisiekT oxizitat festzustellen. Daher kann

CTB, gekoppelt an ein entsprechendes Antigen, als sog. Immunisator furlgterét®
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3 Zielsetzung

Zoliakie ist einer der haufigsten Erkrankungen des Gastrointestinaltraktes ausgeldst durch
eine fehlendeToleranzentwicklung nach dem Verzehr glutenhaltiger Nahrungsmittel bei
genetisch préadisponierten Personen. Bisher gilt eine lebenslange glutenfreie Erndhrung als
einzige wirkungsvolle Therapiemoglichkeit. Diese Diat stellt allerdings eine erhebliche
Belastung fur die Patienten dar, weil sie relativ aufwendig und teuer ist und schrankt zudem
ihre Lebensqualitat ein.

Ziel der vorliegenden Doktorarbeit war es, weitere Erkenntnisse im Pathomechanismus der
Zoliakie zu gewinnen. Der besondere Fokus sollte slabei auf den intrazellularen
Transportweg von Gliadinpeptiden richten. Die Arbeit wurde in einem Kooperationsprojekt
mit der Abteilung fir P&adiatrie und Neonatologie am Zentrum fur Kinderheilkunde und
Jugendmedizin der Justugebig-Universitat GieRen dahgefuhrt.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit galt es die vammer et al. aufgestellte Hypothese,
dass toxische Gliadinpeptide in EE lokalisiert sind, zu Uberpriifeazu wurden
verschiedene Zellkompartimente mit Antikdrpern markiert und ihre Kolokalisation mit
fluoreszenzmarkierten Gliadinpeptiden mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie gezeigt.
Wie bereits erwahnt, kbnnte die Abwesenheit toxischer GliadinpeptiddMP- und HLA-
DR-postiven LE die Ursache fir ihre Toxizitdt sein. Durch Konjugation toxischer
Gliadinpeptide an die ®Jntereinheit von Choleratoxin (CTB) als Adjuvans sollten diese
gezielt Uber GMARezeptoivermittelte Aufnahme von den EE in die LE trpogiert werden.

Es ist bekannt, dass CTB bei Kopplung an ein Antigen eine veréanderte Prozessierung bewirkt
und dadurch Einfluss auf die Entwicklung der Immuntoleranz nehmen kbBhnte.
Diesbeziglichwurdein ersten Versuchen bereits gezeigt, dass die Konjugation des toxischen
Peptids p349 mit CTB den Transport des Gliadinpeptids in das LE zur FolgEhas. galt

daher zwrifen, ob Endocytose und intrazellularer Transport des ebenfalls toxischen Peptids

p31-43 auf die gleiche Weise zu beeinflussen wére.

Nach dem Transport toxischer Gliadinpeptide in die LE, sollte das Gliading&pBe
Konjugat selektiv gespalten werdemm wieder die nativen Gliadinpeptide freizusetzen, so

dass diese regulatorischefZ€llen des Immunsystems préasentiert werden kdnnten.
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Fir diesen Ansatz sollten Gliadinpeptide mit einem peptidischen Linker dargestellt werden,
der selektiv in den LE durchad Enzym Cathepsin D (CatD) gespalten wird. Bei letzterem
handelt es sich um eine Aspartatprotease, die in hoher Konzentration in den LE VDidiegt.
Spaltung verschiedener Linker durch CatD sollte anhand von Inkubationsversuchen und mit
Hilfe von Flissighromatographie/Massenspektrometrie (LC/MS) analysiert werden.

Durch Einbau einer Lysineinheit in die Linkersequenz kdnnen Uber dieNkieGruppe in
der Seitenkette stabile, fluoreszenzmarkierte Konjugate gebildet werden (Abb. 3.1). Ob bei
den Gliadinpptid-CTB-Konjugaten ein verdnderter Prozessierungsweg vorliegt, kann

ebenfalls mittels Fluoreszenzmikroskopie untersucht werden.

enzymatische Spaltung
)

0
ey
~
/ NN s asAsasT Y N

(6]
O o J
Y Y
Spacer CatD-labiler Linker \\\
NH,

Abb. 3.1: Das darzustellende Konjagaus fluoreszenzmarkiertemi&linpeptid und CTB. DaPeptid ist tber
einen CatDBspaltbaren Linker sowie einem Spacer mit Maleimidfunktionalitdt mit dem Adjuvans verbunden

(AS: Aminosaure).

Aufbauend auf den Ergebnissen dieser Arbeit kdnnte der vorliegende Mechanismus fir
therapeutische Ansatze in der BehHand bzw. in der Entwicklung neuer
Praventionsmdglichkeiten gegeniber Zobliakie genutzt werden. Mdglicherweise koénnen
genetisch pr2adisponi ert e -kbhpgiesten Gkadinpeptidencver Al mp

dem Auftreten von Symptomen bewahrt werden.
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4 Resultate und Diskussion
4.1 Besondere Methoden und Reagenzien

4.1.1 Festphasenpeptidsynthese

Als Festphasenpeptidsynthe¢solid phase peptide synthesiSPPS)bezeichnet man die
Darstellung eines Peptids, welches lber einen selsgaltbaren LinkeXAnkergruppe)an

ein unlésliches Tragermateri@iesin) kovalent gebunden ist. Die Methode wurde im Jahre
1963 von Robert Bruce Merrifield entwickelt, wofiir er 1984 den Nobelpreis effiielt.

Das zu synthetisierende Peptid wird bei der SPPS stufenweis€vpam N-Terminus, also
entgegen der Anat ¢rl i ch'®Diéersg&)-termina snd Beitenht un g
kettengeschitzte Aminoséure ist Uber die Carldigryppeund Gber einen Linkeain das feste
Tragermaterial gebundeie Aminoschutzgruppevird abgespalten undie Kupplung der
nachsten geschutzteAminosauren in der erforderlicheReihenfolgedurchgefiihrt Nach

Aufbau der gewlnschten Peptidsequenz erfdlg Abspaltung des Peptids von der festen
Phasei haufig werden die Seitenkettenschutzgruppen dabei simultan abgedpafien.

Hierfur sind meist starke Sauren wie HF (BSirategie) oder TFA (FmeStrategie)
notwendig(Abb. 4.1).

= Schutzgruppe fiir die Seitenkette

(o]
H RX+1 o R? o
N\‘)k Q H H O Schutzgruppe fiir den N-Terminus
o . \)LN)}( %OH
Ry X H
o\ RX /, 0 Ry

I —
Verkniipfung mit O = feste Phase

dem Linker
Abspalten der Schutzgruppen
und der festen Phase

(o)
\
o om0
Ry

| |
| RX* o\ R )
Abspalten der H H
N N
Schutzgruppe O\H \ng)ﬁ( o O
o o TX n 0 Ry
I
HoN
: \)ko G
R Abspalten der
| n Schutzgruppe
| und Kupplung
2
Kupplung R H 1%
N
O\NJj( ﬁ)\o O
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Abb. 4.1: Allgemeines Schema der Festphasenpeptidsyntfiese.
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Als Festphase fur die SPPS wird haufig Polystytatz eingesetzt, welches mit2%
Divinylbenzol (DVB) qervernetzt is{Abb. 4.2) Die trockenen Polystyrelragerkigelchen

besitzen einen Durchmesser von2® e m und k°nnen in organisc
CH.Cl, oder DMF bis zuné-fachen Volumen quellef?**°°

b) _

Abb. 4.2 Elektronenmikroskopische Aufnahme von Polystyrolkiigelcte@nsowie die Struktur des Styrol
161-162

DivinylbenzolCopolymergDb).

Zur Verknupfung derSyntheseintermediate mit ddéesten Phasekommen Linker zum
Einsatz Saurelabile Linker sind die altesten und die am haufigsten verwendeten Linker zur
Darstellungvon Peptilen mitfreier Carboxylgruppe ar®-Terminus Die Saurelabilitat beruht
meistensauf der Acidolyse benzylischer-G-Bindungen und der Stabilitat des resultierenden
Benzylkations. Erstmals von Wang 1973 verwendet, hat sich-Benzyloxybenzylalkohol
Linker als einer der gangigsten Link@¥angLinker) erwiesert®® Quervernetztes Polystyrol,
welches mit dem Wang Linker funktionalisiert ,istvird als WangHarz bezeichnet.
Dargestellt werden kann es durch Veretherumit Methyl4-hydroxy-benzoat und
anschlieBender Reduktion des Methylesters mit LiAldisgehend vom Maéfield-Harz

(Abb. 4.5)**" Das Wang Harz ist geeignet firr die Darstellung von Peptiden gemaR der Fmoc
Stratege. Die Acidolyse erfolgt mi®5% TFA.

(e}
Cl \/©/O IS [ro\/©/
° |
saurelabil

Abb. 4.5: (a) Merrifield-HarZ*® mit einer Chloromethylgruppe alé\nkereinheit und(b) saurelabiles Wang

Harz 166
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Dialkoxy- und Trialkoxybenzylester singdurelabiler als der Wasrignker. Ein Beispiel ist

das Sasrifsuper acidsensitive resipHarz, welches bereits mit 0B% TFA n CH.Cl,
abgespalten werden kaffi*"® Auf gleiche Weise lassen sidhitylalkohol-Linker abspalten.
Diese supesaurelabilen Linker eignen sich fur die Darstellung geschitzter Peptidfragmente
fiir die konvergente Peptidsynthggéb. 4.6)°°

a) c) d)
/=9

MeO HN

<«——— saurelabil
jogel T

N_PecQ Meo

saurelabil saurelabil

saurelabil

Abb. 4.6: (a) SasrinHarz, (b) Trityl-Harz, (c) NovaSyn TG FHarz und(d) Rink-Amid-Harz!"

Unter konvergenter Synthese versteht man die Zerlegung ddgmgehten Polypeptids in
mehrere Segmentedie jeweils einzeln mittels linearer SPPS dargestellt werden. Die
anschlieBende Verknupfung der einzelnen geschiitzten Segmente fihrt zum Aufbau der

Zielsequenz.

In vielender fir die Festphasensynthese verwendétarze sind die Linker Uber einen sog.
Spacer mit dem Tragermaterial verbund@bb. 4.7) Diese flexiblen Spacer erleichtern die
Diffusion der Reagenzien zu dem Festphgskbundenen Syntheseintermediat, indem sie die
Distanz zu den Polyméfigelchen vergiern und somit sterische Einschrankungen
minimiereni eine Tatsache, die vor allem flr schwierig zu synthetisierende Peptidsequenzen

von Vorteil ist!"

Spacer

—
o o
H H
R\n/o R\H/OH + FSC\n/O
O —— — o (0]
Linker Festphase

Abb. 4.7: Acidolyse eines saurelabilen Linkéfs.

Bei der SPPSist eine besondere Kompatibilitat der verschiedenen Schutzgruppen gefordert
welches als Orthogonalitatsprinzigezeichnet wird’* Orthogonale Schutzgruppen kénnen
unter bestimmten Spaltbedingungen vollstandig entfernt werden, ohne dabei andere

Schutzgruppen zu beeintrachtig&uo beginnt jeder repetitive Syntheseschritt (Abspalesn d
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Schutzgruppe und Kupplungsreaktion) mit der selektiven AbspaltungNeerminalen
Schutzgruppe. Der Linker sowie die Seitenkettenschutzgruppen missen unter diesen
Bedingungen chemisch stabil bleiben. Die saurelaieifeButyloxycarbonyGruppe (Boc)

und diebasenlabile Fluorem@-methyloxycarbonylGruppe (Fmod)y>'’® zahlen zu den zwei
bevorzugten temporaren Schutzgruppen furdrerminus.

Das Standardprotokoll nach Merrifield verwendet die BoeHEhutzgruppenstrategie,
welches auf der selektiven Spaltung durch Acidolyse beruht. Die@oppe wird als

temporareN-terminale Schutzgruppe in Kombination mit Berayligen Schutzgruppen fur
159

die Seitenketten der Aminosauren einges@&hbb. 4.8)

Abb. 4.8: Boc/Bn-Schutzgruppenstrategia der SPPSMBHA = 4-MethylbenzhydrylamirHarz; 2,6Dcb =

2,6-Dichlorobenzyl*™

Die Abspaltung der Bo&chutzgruppe erfolgt mit TFA (280%), wohingegen die finale
Abspaltung des dargesteliten Peptids von der festen Phase iRaisfolgt!’’ wobei die

Seitenkettenschutzgruppen ebenfalls abgespalten werden (Abb?4.8).

Da die wiederholte Versetzung des Peptids mit starken SaueeriTFA zu vorzeitiger
Abspaltung von der festen Phase, Spaltung von empfindlichen Peptidbindungen sowie
saurekatalysierten Seitenreaktionen fihren kann, wurde in den 1970er Jahren eine mildere
Methode fiir die Festphasensynthese von Peptiden entwickeile Bmoc/Bu-
Schutzgruppenstrategie beruht auf der Basenlabilitat der von Carpino im Jahre 1972
eingefuhrten Fmo&ruppe. Dieses wird Uber eine basenkatalysierte Eliminierung mit
Piperidin (2025%) abgespaltefAbb. 4.9)*"°
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L _ Dibenzofulven

Abb. 4.9: Mechanismus defFmocAbspaltung.Die H-Abstraktion durch Piperidin fihrt zur Bildung eines
Carbanions. Dieses instabile Intermediat zerfallt in das Eliminierungsprodukt Dibenzofulven und einem

Carbaminséurénion, welches decarboxyliert und zur Freisetzung der Asénreiihrt.!"”

Die Abspaltung von der &en Phase sowie der meitstt-Butyl-geschitzten Seitenketten
erfolgt simultan in einem Schritt mit TFA (Abb. 4.10). Somit umgeht man bei dieser Methode
im Gegensatz zur BeStrategie den Umgang mit gefahrlichem HF, welches aufgrund seiner
Eigenschaften (@s zu atzen, spezielles Laborequipment erfordert.

TF

TFA
. TFA __
. . . O
Piperidin 0

ookt L8

ZIO

L7, y
vy © ' g
O TFA Wang-Harz
“ J
Y
Fmoc
Abb. 4.10: Fmoec/'‘Bu-Schutzgruppenstrategie in der Festphasensyntfese.
Auf den Gebrauch von sog. AScavengernfi i st

wahrend der Abspaltung von der festen Phase reakiambokationen entstehen, die das
Peptid an empfindlichen Positionen (z.B. Tyrosin, TryptoptiaHy irreversibel alkylieren
kénnen, missen Reagenzien wie Anisol, Thioanisol, Dimethylsulficharigithiol,
Triethylsilan oder Triisopropylsilan als Scavenger verwendet werden, die schneller mit den
reaktiven Spezies reagieren als das synthetisierte P&btidm das Risiko einer
Racemisierung wahrend der Kupplungsreaktion zu minimieren, hat sich die Verwendung von

Kupplungsreagenzien wie Carbodiimide, Phosphonioder Uroniumsalze mit HOBt/HOAt
als Additive als vorteilhaft erwiesefi*'®
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4.1.2 Fluoreszenz

Bei Raumtemperatur befinden sich Molekile im niedrigsten Schwingungsniveau des
elektronischen Singuleterundzustandes (5 Wird ein Molekil mit Licht hohen
Energiegehalts’ beispielsweise UV/VisStrahlungi bestrahlt, so werden di@hotonen
absorbiert. Dadurch werden die Elektronen aus dem Grundzustaneergchiedene
Schwingungsniveausines elektronisch angeregtBmergieniveas (S;) oder direkt in hohere
Energieniveaus ($Ss, usw.)gehoben

Diese energiereichenugtande sind wgunstig und somitnstabil. Daher kehrt das Elektron

aus dem durch Absorption erreichten angeregten Schwingungszustand zunéchst in den
Schwingungsgrundzustand des angeregten Zustandes zurlck. Dieser Vorgang geschieht
strahlungslos und wird als vibroniscRelaxation bezeichneYon diesem Zustand aksnn

das Molekil direkt in denGrundzustand zurtickkehren. Dabei wird Licht einer
charakteristischen Wellenlange emittiert. Der Ubergang erfolgt in der Regel zwischen 10
und 10% s und wird als Fluoreszenzzsbchnet.

Ein Molekiil, das sich in einem Schwingungsniveau eines héheren Energiezustandeg (z.B. S
befindet, verliert innerhalb von 16 s uberschiissige Schwingungsenergie durch
Molekulstélle und gelangt dabei durch sog. interne Konversion in hdhere
Schwingungsniveaus des-BustandesNach Schwingungsrelaxation in degGrundzustand

erfolgt eine Deaktivierung des Moleklls nter Abgabe eies Photons in das
Schwingungsniveadles $-Grundzustandedaher ist die Energie des emittierten Photons

stets geringer als die des absorbierten Photons. Dies ist der Grund, warum man fur das
Fluoreszenzspektrum im Vergleich zum Absorptionsspektrum eige so ARot ver schi e
beobachtet. Die spektrale Verschiebung zwischen der AbsorptionvandSder Emission

vonSwi rd al-Y$eAStbkebBungfi bezeichnet.

Eine nitzliche Methode, um die Absorptiensd Emissionsprozesse im Detail zu verstehen,
ist die Darstellung in Form eines sog. JablorBlkagramms, welches erstmals von Alexander
Jablonski in den 1930er Jahren eingefiihrt wif8i&s stellt die Energieniveaus des Grund

bzw. angeregten Zustandes eines Molekiils oder AtomsgAtsr. 4.13)
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Abb. 4.13:Das Jablonski ermshema®"*%

4.1.3 Fluorophore

Molekile mit fluoreszierenden Eigenschaften werden als Fluorophore bezeichnet.
Fluorophore sind Substanzedie aufgrund ihres strukturellen Aufbaus der Lage sind,
absorbiertes Licht in Form von Fluoreszenz wieder abzugdhearophore verfligen uber
konjugierte Doppelbindungssysteme und sind planar. Haufig handelt es sich dabei um
arometi sche Ver bi ndunge nElektroren. Dies¢besikzan! zudem @inet e n
geringe Energiedifferenz zwischen dem angeregten und dem Grundzustand, so dass relativ
energiearme Photonen dd¥- undsichtbaren Bereiches des elektromagnetischen Spektrums
ausreichend sind, um die Elektronen in angeregte Energiesizeaheben. Im Allgemeinen

gilt, je mehr konjugierte Doppelbindungen ein Molekil besitzt, desto geringer ist die
bendtigte Absorptionsenergie und desto langer die Absorptionswellen{@impe 4.15)

Gleiches gilt fiir das Emissionslicht

Mit zunehmender Konjugatiomehmen die Fluoreszenzintensitat und somit auch die
Fluoreszenzquantenausbeltdi ) . Letzteres ist der Quotient aus der Anzabkorbierter

Photonen und der Anzahl emittierter Photonen. Die theoretische Obergrenze 1 wird nur von
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wenigen Molekilen erreicht. Je hoher der Wert, desto geeigneter ist eine Substanz fur
fluoreszenzspektroskopische Bestimmungen. Fimreszenzeigenschieh werden stark von

ihrer Umgebung beeinflusst. So spielgisungsmitteleffekte, pfWerte und die Anwesenheit
sonstiger chemischer Spezigre wichtige Rolle fiir die Entstehung von FluoresZ&hz.

Alexa488 (Abs.) Alexab594(Abs.)
520 (Em.) 620 (Em.)

Alexa 488 Alexa 594

Absorption

/ \

400 450 500 550 600 650 700

Wellenlange [nm]

Abb. 4.15: Mit zunehmender Konjugation verschiebt sich die Absorption und Emission zu léangeren
Wellenlangen. So besitzt der AlexaBB4a r bst of f aufgrund ®oppetbindunigénteieer en An
langerwellige Absorfon. Gleichzeitig steigt der Absorptionskoeffiziéfit %2

Es gibt viele organische Substanzen, die intrinsische Fluoreszenz fl@Attezenz)
aufweisen und daher Anwendung bei der spezifischen Markierung von Komponenten in
biologischen Systemen findét. Ein Beispiel ist das griifiuoreszierende Protein (GFP),
welches erstmals 1961 von Shimomura aus der Qualle Aequoria vismiie&xt wurde und

mit dem ChemilumineszerRrotein Aequadn assoziiert wat®>*** Tatsachlich erhalt GFP in
seinem Ursprungsorganismus seine Absorptionsenergie durch strahlungslosen Erefagietran
von Aequorin und fluoresziert griin. Die Chromopi@&uppei ein Imidazolidoming i wird

aus den drei Aminosauren SEyr-Gly in einem autokatalytischen Prozess gebildze
enorme Bedeutung des GFP liegt heute in der Moglichkeit, dieses genetidaidime von

lebenden Zellen zu fusionierét.
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Abb. 4. 16: Die Qualle Aequoriaictoria, aus dem dagrunfluoreszierende Protein (GFP) isoliert wurBabei
ist zu beachten, dass es sich bei gigmenErscheinung nicht um Fluoreszenz, sondernaimArtefakt der
Aufnahme handelt. Die GFPluoreszenindet man mr im Bereich deif entakelans&tz&®

Far in vitro- und in vivo-Fluoreszenzimagindnwendungen werden jedoch typischerweise

chemisch synthetisierte Fluorophore eingesetzt. HeutzutageFkiodeszenzfarbstoffe mit
Absarptions und Fluoreszenzmaxima im Spektralbereich von 350 bis 800 nm kauflich zu

erwerben. Die Anforderungen an diese Farbstoffe sind vielféaltig: hohe Photostabilitat, hohe

chemische Stabilitat, hoher Absorptionskoeffizierahdn Fluoreszenzquantenausbeute, gute

Wasserloslichkeit, gamge Toxizitat. In Abbildung 4.1%t eine Auswahl an verschiedenen

Fluoreszenzfarbstoffen dargestéft.

N3
Hg

3C CHgs (l\;l HC C O
® =N\ =
A~ ) N

9033\/\) SO;H

Cyanin 728

Pacific Blue Alexa Fluor 532

4 5

Rhodamin Green
2

BODIPY 530/550
6

Abb. 4.17: Auswahl einiger kommerziell erhaltlicher Fluoreszenzfarbstdffe.

Fluorescein
3
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CyaninFarbstoffe wiel sind Strukturen, die sich aus zwei quartaren betematischen

Basen zusammensetzen, die Uber eine Polymethinkette miteinander verknupft sind. Je nach
Struktur absorbieren sie im Bereich von 5@€ T60 nm, sind stabih ein einem pkHBereich

von 4.09.0, besitzen jedoch geringe Fluoreszenzquantenaesbgittis zu 0.52)772%

Fluorescein3 und seine Derivate sind gangige Farbstoffe zur Markierung von Prot&fnen.
Neben der hervorragenddhl uor eszenzguantenausbeute (U0
stimmt das Absorptionsmaximum von 494 nm sehr genau mit der Spektrallinie (488 nm) des
Argon-lonenlasers ubereinund stellt daher ein wichtiges Fluorophor fir konfokale
Laserscanningiikroskopie Anwendungen dar. Nachteile sind die Tendenz zum Photo
bleaching (Fluoreszenzléschuff)und die pHabhéngige Fluoreszenz, mit signifikanter- Re
duktion bei einem pHWVert unterhalb 7.G°*

Strukturelle Verwandtschaft mit dem Fluorescein besitzen die Rhoeaeninate 2.2052%

Das Grundgerist des Rhodankiluorophors besteht aus einem planaren Xanthengerust, das
an denPositionen C3 und C6 jeweils eine Aminogruppe tragt. An Position 9 tragen
RhodaminDerivate oft einen Benzoesaureraskylierungen der beiden aromatischen Amin
oder des Xanthenger@sfihen zueiner breiten strukturellen VariabilitdéSo erfolgt die
Einfuhrung reaktiver @ppen wie z.B. Sulfonylchlorid odeMaleinimid. Durch die
unterschiedlichen Substituenterhélt man Rhodamiberivate, die ihr Absorptionsmaximum

im Bereich von 485 bi§00 nm besitzef?’ Anwendung finden diese Fluoropieobei der
Markierung von Nukleotiden und Nukleinsaur&h.

Fur vielfarbige Fluoreszenzuntersuchungen, wie z.B. Immunofluoresssays, ist ein
Fluorophor, welcher blaues Licht emittiert, interessant, da es leicht voargrigelbem oder
rotem Licht unterschieden werden kann. Chemisch gesehen stellen CoumarineUBenzo
pyrone dar(Abb. 4.17,4). Durch ihre Absorption im U\Bereich kann egedoch zu
Storungen der Messungdarch Autofluoreszenz des Gewebes bzwPhotogshade an den
lebenden Zelleoder am nativeGewebedurch das energiereiche Licht komnigh??%%1°

Zu den wohl bekanntesten, aber auehersten Fluogghoren zéhlem\lexa-Farbstoffewie 5.
Sie zeichnen sich durch hohe Photostabilitat, gute Wasserloslichkeitingddhangige
Fluoreszenzeigenschaften, klar definierte Absorptiamsl Emissionsspektren, sowie hohe
Fluoreszenzquantenausbeute und lange Flaeneebensdauer alis. Entstanden sind die
Alexa-Fluorophore ausgehend von Coumarirund RhodamifFarbstoffen durch
Sulfonierung®! Die zahlreichen kommerziell erhaltlichen AleRarbstoffe decken den

vollstandigen sichtbaren, sowie -Bereich des elektromagnetischen Spektrums [ie.
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Nummer hinter dem Namen kennzaet dabeidas jeweilige Absorptionsmaximum der
Fluorophore?*?

BODIPY-Derivate wie 6 nehmen unter den Fluorophoren eine Sonderstellungdairsie

relativ unpolar sind und der Chromophor keine Ladung t(agb. 4.17, xx) Der Name
BODIPY leitet sich von dem Grundgerust al®DIPY-Derivate abBordipyrrol oder auch
Borat-Dipyrromethin BODIPY-Farbstoffe werden bevorzugt fir die Markierung von
Nukleotiden, Aminosduren und anderen niedermolekularen Liganden verwendet, da die
Eigenschaften des natiirlichen Liganden durch Eibstoff kaum beeinflusst werd&i**
BODIPY-Derivaie sind deutlich photostabiler als Fluoreseeader RhodamibDerivat,
besitzen schmale und scharfe Emissionsbanden, wodurch sie fir Untersuchungen mit

mehreren Fluorophoren gut geeignet $iid*®

4.1.4 Cathepsin D

Cathepsin (CatD) zahlt zu Klasse der Asartatproteasen, welches sich Uberwiegend in den
Endosomen und Lysosomen befindet. Bei saurerWstten spaltet es hier intraund
extrazellulare Proteinm groRere Peptidfragmente und leitet somit ihre weitere Degradation
durch verschiedene lysosomaledBnund Exopeptidasen efft! Dariiber hinaus spielt (at
eine wichtige Rolle bei der Antigenprozessierung wprdsentation an CD4T-Zellen des

Immunsystems durch MH&lassell -Proteine’*®

Die Beteiligung von C& in vielen pathologischen Prozessen wie Apoptose,
Entziindungsreaktionéf’??* rheumatische Krankheitéd und Alzheimer Krankheit®
werden diskutiert. In Brustkrebszellen wird CatD in hdéherer Konzentration exprimiert,
wodurch dasMetastaseRisiko steigt. CatD wird dahezxur Diagnose und Prognose von

Brustkrebs als Tumormarker verwend&t2°

Das Enzym wird als Prapr€atD im rauhen Endoplasmatischen Reticulum synthetisiert und
Uber den GolgKomplex zu den Lysosomen transportierDies geschieht Uber
phosphorylierte Oligosaccharidketten des Enzyms mittels MarGi@swsphaRezepor-
vermittelter Aifnahmeln den Lysosomeerfolgt eine proteinolysche Spaltung in Pr@atD.

Aus diesem bildet sich Uber einen autokatalytischen Prozess eine einkettige Intermediarform
(48 kDa), die zu der stabileren zweikettigen Form mit einer kleMd¢arminalenRegion

(14 kDa) und einer groRerédrterminalen Region (34 kDa) umgeformt wigabb. 4.18)?*’
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Abb. 4.18:Kristallstrukturvon menschlichem Catin aktiver Form bei einem pM/ert von 7.5%°

Die Substratspezifitat voBatD ist bekannt und in Abb. 4.Hrgestellt?"??° So spaltetlie
Aspartatproteasselektiv die Bindung zwischen zwei hydrophoberbevorzugt zwischen
zwei aromatischen Aminoséaureninnerhalb einer Polypeptidkett®eptide bestehend aus
mindestens finf Aminosauren ¢éin geeignete CatBubstrate. Beispielsweispaltet CatD
in dem Hexapeptid7 selektiv die Bindung zwischen Pihe und zwischerPheTyr,
wohingegen im Pepti@ die Bindungen zwischen Heeu und MePhe gespalten werden
(Abb. 4.19.

Spaltung
a) b)
P2 P1 P1" P2 P3 P4 PY Gly-PhePheTyr-Thr-ProLys (7)
hydrophobi hydrophohi hydrophobi ionischi X i X T ionisch

(Leu/aromatisch) (basisch) (basisch) -Plo/e-Leu-PhePheArg-Leu @)

Abb. 4.19: a) Aminosauresequeriuster, welches gewnilich durch Cdd gespalten wird, sowi®) zwei

CatD-Substrate als Beispiel (die Spaltstellen sind mit blauen Pfeilen gekennzeichnet).

Die katalytische Hydrolyse von Peptidbindungen durch CatD kann diiecKoordination

eines Wassermolekils zwischen zwei AspaRasten imkatalytisch aktiven Zdénum des
Enzyms formuliert werden. Durch die sauren Bedingungen in den Endosomen und
Lysosomen liegt eine Asparaginsaure dissoziiert vor. Das Asgfariah abstrahiert das
Proton eines Wassermolekiils. Die dadurch entstandene Hydroxygruppe kann denlCarbony
Kohlenstoff einer Peptidbindung unter Bildung einer tetraedrischen Zwischenstufe nucleophil
angreifen. Die Spaltung der tetraedrischen Zwischenstufe setzt die freie Gasdoowg

Amino-Komponente durch erneute Deprotonierung einer Asparaginsaur@Afrbi 4.20)
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Resultate und Diskussion

Durch diesen katalytischen Mechanismus lasst sich da@mgiihum von CatD, welches bei
pH = 3.55.5 liegt, erklare®’

Abb. 4.20: Mechanismus der Peptidspaltung durch Aspartatproteasen.

4.2  Syntheseder Zielverbindungen

4.2.1 Darstellung von Gliadinpeptiden mittels konvergenter Synthese

4.2.1.1 Fragmentkondensation in Losung

Zur Herstellung des 13mer Gliadinpeptids LGQQQPFPPQQRNIrde die Sequenz in zwei
Fragmente unterteilfAbb. 4.2, die anschlieRend einer Fragmentkondensation in Lésung

unterzogen wurden.

p31-43:

[}
[}
Leu-Gly-GIn-GIn-GIn-Pro-PherPro-Pro-GIn-GIn-Pro-Tyr
[}
Fragment 1 I Fragment 2
10 11

Abb. 4.21: Darstellung des Gliadinpeptids pdB und Unterteilung in zwei Fragmente.

Die Synthese des ersten FragmeRtsocLGQ(Trt)Q(Trt)Q(Trt)PF 10 erfolgte an einem
FmocPheNovaSynTGTFHarz mittels SPPS nach einem Standardprotokoll gemaR der
Fmoc/Bu-Strategie:>**"® Die Kupplungschrittevurdenmit 2 Aq. der Aminosaureffmoc
(L)-Pra, Fmoc(L)-GIn(Trt), Fmoe(L)-Gly, Fmoc(L)-Leu und 2 Ag.der Kupplungsreagen
zien HBTU/HOBt?*’ sowie 4 Aq. der Base DIPEA durchgefiihrt.
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Resultate und Diskussion

Da es sich bei dem NovaSynT&darz um ein stark saurelabiles Tragermaterial handelt,
erfolgte die Abspaltung des volistandjgschitzten Peptidfragments mit 1% TFA inCH.
Nach chromatographischer Reinigung mittels HPLC/RP konnte das Pra@ukit einer
Ausbeute von 28% erhalten werdgbb. 4.22)

(0]
FmocHN\.)J\O
U Ui =0
(0]

Fmoc-Phe-NovaSyn TGT Harz

1)i) 25% Piperidin in DMF
ii) 2 Aq. Fmoc-AS, HBTU, HOBt, DMF,
26% 4 Aq. DIPEA

2) 1% TFAin CH,CI,

NHTrt NHTrt

va A &

(@) NHTrt

10

Abb. 4.22 Synthese und Abspaltung des ersten Fragments-EAQTrt)Q(Trt)Q(Trt)PF10 ausgehend vom
FmocPheNovaSynTGFHarz. AS = Aminosaure.

Die Darstellung des zweiten Fragme®BQQPY11 ausgehend von einem Fmdgr(‘Bu)-
NovaSynTGTFHarz erfolgte analo¢gAbb. 4.23.

Da es sich bei Fragment 2 aufgrund des hohen Prolinanteils um sgiméetisch
problematische Peptidequenz handelt, wurden Aliquots des Harzes abgespalten und
massenspektrometrisch dientstehung des jeweiligen Syntheseintermediats koniedil
(Tabelle 4.1)

Tabelle 4.1:Massenspektrometrisch identifizierte Syntheseintermediateeb@atstellung von Fragment 2

m/z Zuordnung Fragment
373.3 [M+H]™ PY(Bu)
580.3 [M+H]* FmocPY(Bu)
705.5 [M+H]* Q(Trt)PY(Bu)
727.3 [M+Na]* Q(Trt)PY(Bu)
1172.7 [M+H] * PQ(Tr)Q(Trt)PY(Bu)
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O
FmocHN \./U\O O

H
/©/ O O N_ PEG—O
‘BuO !

Fmoc-Tyr('Bu)-NovaSyn TGT Harz

1) i) 25% Piperidin in DMF
ii) 2 Ag. Fmoc-AS, HBTU, HOBt, DMF,
27% 4 Aq. DIPEA

2) 1% TFAin CH,Cl,

NHTrt O'Bu

O

H
FmocN J\ N \)L N ji
=Ny

e

(6] HTrt

12

Abb. 4.23 Darstellung des zweiten Fragments FRRRQ(Trt)Q(TrtPY(Bu) 12 und Abspaltung vom Fmec
Tyrt(‘Bu)-NovaSynTGFHarz.

Fur die Fragmentkondensation in Losumgisste die Fmoe&chutzgruppe arfrragment 2
abgespalten werden. Dies erfolgtach einer Literatur bekannten Vorschriftmit 20 Aqg.
Polymergebundenem Piperazit3, welches das freiwerdende Dibenzofulven an der festen
Phase bindetund eine Ruckreaktion mit dem Produkt verhindéAbb. 4.24) Die
chromatographische Reinigungttels HPLC/RP liefertd1in 27% Ausbeute.

/ \ /~ \
HN N N N
ook« _%:%M R E — ?Db

R = NHTrt

O'Bu
H ”\ \\IJ\E\'( N \)L \\| j\ OH

(0] NHTrt
1

Abb. 4.24 Abspaltung der Fme&chutzgruppe nhiPolymergebundenem Piperazibh3 und das erhaltene
Produktll
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Dannwurden 1.2 Aqdes Fmoegeschiitzten Fragment® mit 1.2 Aq. HBTU sowie 1.%\q.
DIPEA in DMF als Losungsmittel voraktivierind anschlieend Fragment (21) mit
weiteren 1.5 Aq. DIPEA zur Kondensation zugefiu@abb. 4.25) Jedoch konnte
massenspektrometrisch kein Prodiinachgewiesen werden.

10 + 11

' HBTU, DIPEA, DMF

NHTrt NHTrt

\]
O+_NH o
? © OBu
(0] (0]
(@] O H 0 fe)
H H \| H
N\/lL N\)J\N @(N\:)J\N \“‘J\N ~‘\\\”\ N\)L (Ii
FmocHN ” i H H O U N T ONW N OH
o 0 4( o © ; Ho D I I T
O™ "NHTrt 07 NHTrt

14

Abb. 4.25 Versuch zur Darstellung vahd mittels Fragmentkondensation in Losung.

4.2.1.2 Fragmentkondensation an der festen Phase (CSPPS)

Da die Loslichkeit von v.a. langeren geschitzten Segmenterganischen Losungsmitteln
gering ist, erfolgt bei der CSPPS die Kondensation der separat synthetisierten
Peptidfragmente nacheinanderdasC-terminale Peptidfragment, welches sich an der festen
Phase befindetHierfir wurde das Gl@inpeptid LQLQPFPQPQRY 15 ebenfalls in zwei
Segmente unterteilt.

p56-68:

[}
[}
Leu-GIn-Leu-GIn-Pro-PherPro-GIn-Pro-GIn-Leu-Pro-Tyr
[}
Fragment3 | Fragment 4

16 17

Abb. 4.26 Darstellung des Gliadinpeptids p8 und Unterteilung in zwei Fragmente

Die Synthese des FragmerfEsnocLQ(Trt)LQ(Trt)PF 16 erfolgte an einem HRocPhe
NovaSynTGTFHarz nach derin Abschnitt 4.2.1.1 bereits beschriebenen Vorgehensweise
(Abb. 4.27) Nach Abspaltung von der festen Phase mit 1% TFA inGIHkonnte das

gewtlnschte Fragmert6 massenspektrometrisch identifiziert werdekls Nebenprodukt
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wurde 16 mit vorzeitig abgespaltener Fm&chutzgruppe nachgewiesedach chromate
graphischer Reinigung wurden 67% des Produktes erhalten.

(0]
FmocHN \.)I\O O

O Ot

Fmoc-Phe-NovaSyn TGT Harz

1)i) 25% Piperidin in DMF
ii) 2 Aq. Fmoc-AS, HBTU, HOBt, DMF,
67% 4 Aq. DIPEA

2) 1% TFAin CH,Cly

NHTTt NHTTt

FmocHN \)lj%\( N\)J\Tj\r(j\( JJ\OH

©

Abb. 4.27. Synthese desregments Fmot.Q(Trt)LQ(Trt)PF 16 und Abspaltung vom FmeeheNovaSynTGF
Harz.

16

Die Darstellung des Fragments @@)PQTrt)LPY('‘Bu) 17 wurde an einem Fmetyr(‘Bu)-
WangHarz durchgefihrt, wobei hier wiedevahlweise nach einem Kupplungsschritt die
Entstehung dergewiinschten Syntheseimezdiate mittels Aliquots an Harz massen
spektrometrisch nachgewiesen wurdén Tabelle 4.2 sind die identifizierten Segmente

dargestellt.

Tabelle 4.2:Massenspektrometrisch nachgewiesene Fragmente bei der Synthese von PQ(Trt)PQIB)LPY/(

m/z Zuordnung Fragment
279.1 [M+H]* PY
301.1 [M+Na]* PY
392.2 [M+H]* LPY
617.4 [M+H]* PQLPY
842.5 [M+H]* PQPQLPY

Nach Abspaltung de-terminalen Fmo<Schutzgruppe wurde das Peptidfragm&ntan der
festen Phase belassgkbb. 4.28.
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O
FmocHN \/U\ o

'BuO :

Fmoc-Tyr('Bu)-Wang-Harz

i) 25% Piperidin in DMF
ii) 2 Aq. Fmoc-AS, HBTU, HOBt, DMF,
4 Ag. DIPEA

O NHTrt

C%NJUENJ& wk U;(CL@O

TrtHN™ ~O

18

Abb. 4.28 Darstellung des Festphasgabundenen Fragments PQ(Trt)PQ(Trt)LIBY) ausgehend von einem
Fmoc Tyrt(‘Bu)-WangHarz.

Die Kondensationwurde zweimalmit jeweils 1 Ag.XX, 2 Ag. HBTU/HOBt und 4 Aq.
DIPEA in DMF fur 2 h durchgefihrt. Nadk-terminaler Entschitzung wurde das Peptid mit
95% TFA von der festen Phase abgespa(@&bb. 4.29) Jedoch konnte massenspektro
metrisch kein Produkt identifiziert werden. Weder die Zwgabn 2 Ag. des Fragments,

noch die wiederholte Durchfihrung des Kupplungsschrittes, noch die Verlangerung der

Kupplungszeit lieferten das gewiinschte Prodigkt

18

1) 1Aq. 16,
2 Aq.HBTU, HOBt
4 Aq. DIPEA,
DMF

2) 95% TFA

NHTrt NHTrt TrtHN O

WBY Qs Lot T Gdog

19

4.29 Versuch zur Darstellung vatd mittels konvergenter Festphasenpeptidsynthese.
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Die Peptidfragmentd0, 11 und 16 konnten durch Synthese an NovaSynFBdrzen mit
moderaten bis guten Ausbeuten dargestellt werti@mit 28%,11 mit 27% undl16 mit 67%
Ausbeute). Die anschlieRende Kondeimsasowohl in Losung als auch an der festen Phase
mit dem Festphasegebundenen Fragmeri8 lieferten jedoch nicht die gewilnschten
Zielpeptide.Mdglicherweise kdonnte dies daran liegen, dass in beiden Falldd-tieninale
Kupplung an unreaktiveres Prolidtig war.

4.2.2 Darstellung von Gliadinpeptiden mittels linearer SPPS

Tabelle 4.3stellt die im Rahmen dieser Arbeit fur die Untersuchung des intrazellularen
TransportwegebenotigterGliadinpeptidedar, die mittds linearer SPPSynthetisiert wurden

Tabelle 4.3:Durch lineare SPPS dargestellte Gliadinpeptidéach chromatographischer Reinigung.

Bezeichnung Lénge Peptid Ausbeute in %
M1 p31-49 19-mer LGQQQPFPPQQPYPQPQPF 81
M1 p31-43 13-mer LGQQQPFPPQQPY 71*
M1 p31-43 deamid 13-mer LGQEQPFPPQQPY 49*
G5 p5668 13-mer LQLQPFPQPQLPY 83
G5 p5668 deamid 13-mer LOLQPFPQELPY 83
DQ2-a| p60-68 9-mer PFPQPQLPY 41*
DQ2-a-| p60-68 deamid 9-mer PFPQELPY 66*
p56-88 33-mer LQLQPF(PQPQLPY)PQPQPF 87

Die Synthesen des 9mer Peptids PFPQPQRPYInd der deamidierten Form PFPQPELPY
21 erfolgten jeweils an einem Fmdgyr(‘Bu)-WangHarz mittels linearer SPPS nach einem
Standardprotokoll gemaR der FniBetSchutzgruppenstratedié? Die Kupplungsschritte
wurden mit jeweils 6 Ag. der Aminosaurémoc(L)-Pro, Fmoc(L)-Leu, Fmoc(L)-GIn(Trt),
Fmoc(L)-Glu('Bu), Fmoc(L)-Phe und 6Aq. der Kupplingsreagenzierl BTU/HOBt, sowie

12 Ag. der Base DIPEA durchgefuhrmie Abspaltung der 9mere vom Harz erfolgte mit
TFA/TIS/H,O (95:2.5:2.5).Nach chromatographischer Reinigung mittels HPLC/RP gelang
die Darstellung von PFPQPQLP20 mit 41% Ausbeutaind von PFPQPELP21 mit 66%
AusbeutgAbb. 4.30)
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(0]
FmocHN\/u\ /\©\
p (0]
Q/: A9
BuO

Fmoc-Tyr(‘Bu)-Wang-Harz

1)i) 25% Piperidin in DMF
ii) 6 Ag. Fmoc-AS, HOBT, HBTU, DMF,
12 Aq. DIPEA

2)  TFATIS/H,O (95:2.5:2.5)

O R OH

H © H © 0 y O o
N N\E)LN N\:)LN "\\\”\N N\_)I\N J OH
"o ) o) 'ﬁj H o‘_<é I N X
0wk

20: R = NHy, 41%
21:R = OH, 66%

Abb. 4.30 Synthese von PFPQPQLP0 und PFPQPELPY®1 ausgehend vom Fmékyr(‘Bu)-WangHarz.

Die Darstellung der Gliadinpeptide LGQQQPFPPQQPY {$319), LOLQPFPQPQLPY
(p56-68, 15) sowie derdeamidierten Formen LGQEQPFPPQQPY {3ldeamid,22) und
LQLQPFPQPELPY (p5®8 deamicl23) wurde an einem Fmetyr(‘Bu)-WangHarz analog
der Vorgehensweise wie fir die 9mere beschrieben durchgéfidivt 4.31 und 4.3R2

(e}
FmocHN\)l\ /\@\
Y (@)
J@(: e
BuO

Fmoc-Tyr(‘Bu)-Wang-Harz

1) i) 25% Piperidin in DMF
ii) 6 Aq. Fmoc-AS, HOBT, HBTU, DMF,
12 Aq. DIPEA

2) TFAITISIH,O (95:2.5:2.5)

Oy NH, O NH2 0. _NH, OH
o]
fe) e} H o (o] o}
H H N L H 0
N R
HoN N\/U\N N\.)J\” QK : {lj N ‘“\\”\N N SN ‘\\\U\N OH

04( O d H 04( Q n
0”R

9:R=NH, 71%
22:R = OH, 49%

Abb. 4.31: Synthese von LGQQQPFPPQQPYund des deamidierten Analoga@@mittels linearer SPPS.
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O
FmocHN \/U\ /\@\
Y O
‘BuO

Fmoc-Tyr('Bu)-Wang-Harz

1) i) 25% Piperidin in DMF
ii) 6 Aq. Fmoc-AS, HOBT, HBTU, DMF,
12 Aq. DIPEA

2) TFATIS/IH,O (95:2.5:2.5)

O R OH

o) O O

H H 0 H o H 9 o

:Nj\mNY(NiWNQLN Sy ('“j\mN?LN M ANANAN A on
SO AR PR R
07 NH, 07 NH, H,N"S0 \<

15: R = NH, 41%
23: R =OH, 83%

Abb. 4.32 Synthese von LQLQPFPQPQLP und der deamidierten Forg3.

Einzig die Synthese des p®8 deamid 23 erfolgte an einem automatisierten Peptid
synthesizer mit jeweils 5.2 Aqg. der jeweiligen AminosauFenoc(L)-Pro, Fmoc(L)-Leu,
Fmoc(L)-Glu('Bu), Fmoc(L)-Phe und 5 Aqder Kuppligsreagenzien HBTU/HOBt unter
Zugabe von 1@\q. der Base DIPEA

Die Abspatung der vier 13mererfolgte mit Hilfe von TFA/TIS/HO (95:2.52.5) von der
festen PhaseNach chromatographischer Reinigung mittels I@FRP konnén 71% p3443
(9) und 49% p3t43deamid 22) isoliert werdenAuf eine Reinigung vomp56-68 (15) und
p56-68deamid 23) konnte verzichtet werden, so dass diese jeweils mit einer Ausbeute von

83% in ausreichender Reinheit erhalten wurden.

Auch fur die Darstellung des 19mdrt&QQQPFPPQQPYPQPQPF (p39, 24; Abb. 4.33
und des 33mers LQLQPF(PQPQLRFDPQPF [§56-88, 25 Abb. 4.334 wurde ein
automatisierter Peptidsynthesizer verwendet. Ausgehend von einemHPfRb¢angHarz
wurden jeweils %Ag. Fmoc(L)-Pro, Fmoc(L)-Leu, Fmoc(L)-GIn(Trt), Fmoe(L)-Phe und 5
Aqg. der Kupplingsreagenzien HBTU/HOBt, sowie ¥). der Base DIPEA zugefiigt. Die
Abspaltung wurde mit 95% TFAurchgeflhrtDas Ausféllen aus eiskaltem Diethylether und
anschlieBende Gefriertrocknueggalen81% des 19mer24 und 87% des 33mer Peptids

in ausreichender Reinheit, so dass auf eine iReng mittels HPLC/RP verzichtet werden

konnte
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FmocHN \/1(10/\@
Q
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Fmoc-Phe-Wang-Harz

1) i) 25% Piperidin in DMF
ii) 6 Aq. Fmoc-AS, HOBT, HBTU, DMF,
81% 12 Aq. DIPEA

2)  TFATIS/H,0 (95:2.5:2.5)

O NH, O NH2 o
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Abb. 4.33 Darstdlung des 19mer Gliadinpeptid¥ an einem Fmo®heWang Harzmittels automatisierter
SPPS

FmocHN \io/\©\
e
o

Fmoc-Phe-Wang-Harz

1) i) 25% Piperidin in DMF
ii) 5 Aq. Fmoc-AS, HOBT, HBTU, DMF,
87% 10 Aq. DIPEA

2) TFAITIS/H,O (95:2.5:2.5)

Abb. 4.34 Synthese des 33mer Pepti@ls an einem Fmoe®heWangHarz mit Hilfe eines automatisierten
Peptidsynthesizers.

Die Darstellung der Gliadinpeptid2®, 21, der 13mere p343 (9), p3143 deamid R2), p56
68 (15), p5668 deamid 23) sowie des 19mer2f) und des 33mer Peptid25) gelang mit

guten bis sehr guten Ausbeuten z.T. manuell bzw. mit Hilfe eines automatisierten

Peptidsynthesizers. Die chromatographische Reinigusgfern erforderlichh der Rohpre
dukte mittels HPLC/RP8 bzw. RP18 war problemioéglich und lieferte die jeweiligen
Produkte mit hoher Reinheit.
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4.2.3 Markierung der Gliadinpeptide mit einem Fluoreszenzfarbstoff

Um den intrazellularen Transportweg von toxischen und immunodominaten Gliadinpeptiden
mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopim éebenden Zellkulturmodell zu untersuchen, ist
die Fluoreszenzmarkierung dieser Peptide erforderlich. Hierflir wurden die im Abschnitt 4.2.2
mittels linearer SPPS dargestellten Gliadinpeptide mit zwei unterschiedlichen
Fluoreszenzfarbstoffen markieiie Anforderungen an einen Fluoreszemzker wurden in
Abschnitt 4.2.2bereits beschriebeufgrund der hohen Stabilitat und Ldslichkeit in einem
weiten Bereich von Lésungsmittefiel die Wahl zum einen auf dé&omoFluor48826) und

zum anderen awdasLissamin Rhodamin B27). Ihre Strukturen sowie die Absorptienand
Emissionsspektren sind in Abb. 4.88zeigt( Pr o mo F |l @4 r 4 8 B ¢nA B20 nng-
Lissamin Rhodamin Basps= 5 6 0 emn B30 nmg-Der PromoFluoiFarbstoff istkauflich

mit einer SuccinimidytAktivesterEinheitund das Lissamin Rhodamkluorophor mit einer
Sufonylchlorid-Einheit zu erwerben

1 1
= Absorption ﬁ b = Absorption ﬁ

= Emission = Emission

Absorption / Intensitat
Absorption / Intensitat

250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 350 400 450 500 550 600 650 7060 800 850 900

Wellenlange [nm] Wellenlange [nm]

26 27

Abb. 4.35 Die fir die Zellassays verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe.

Die funktionellen Gruppen beider Fluoreszenzmarker reagieren jeweils selektiv mit der freien

NH,-Gruppe der Gliadinpeje und bilden so stabile Farbstéféptid Konjugate.
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Im Folgenden wurden das toxische p8 (9), sowie das immunodominate pb56
Gliadinpeptid (15 mit dem PromoFlueAktivester unter Zugabe von NEund DMF als
Losungsmittel markiertAbb. 4.36 und Abb. 4.37)

NEt;
abs. DMF
O+ NHy

OH
s 9y w9 o
; <\‘j\ § \\\\\”\N N\a)J\N “\‘\lk OH
< SUER

o H H
&’ L
07 "NH,

Abb. 4.37: Synthese des Fluoreszemzrkierten p5668 Gliadinpeptid29.

Nach chromatographischer Reinigung an der HPLC/RP kazhtmit einer Ausbeute von

51% und29 mit einer Ausbheute von 46% erhalten werden.
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Analog erfolgte die Markierung des Gliadinpeptids {86 25 mit dem PromoFluer
Farbstoff. Nach Reinigung koten 62%des gewlnschten Prodsk0 isoliert werden(Abb.
4.38).

30
Abb. 4.38 Darstellung des PromoFluanarkierten 33mer Gliadinpepticg0.

Zusammenfassend gelang die Markierung der Gliadinpeptidet®3%), p5668 (15) und
p56-88 (25 mit dem PromoFlueFarbstoff mit guten Ausbeuten. Der Nachteil bei der

Verwendung dieses Fluoroplsast die Tatsache, dassredativ teuer ist.

Die Peptide p3-43 und p5668 wurden desWeiteren mit dem Lissamin Rhodamin -B
Farbstoff markiert. Dazu wurden jeweils 1.5 Ag. @@sbstoffsmit NEt; mit dem jeweiligen
Peptid in DMF als Lésungsmittel umgesdt&bb. 4.39 und Abb. 4.40)

31

Abb. 4.392 Darstellung von Lissam-markiertem p3143 Gliadinpeptid31
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Abb. 4.40 Markierung des p568 Peptids mit dem LissamiRhodaminFluorophor.

Die Reaktion zu den Lissamimarkierten Peptiden verliafnvollstandig,vermutlich wegen
sterischerHinderung durch die LeuciBSeitenkette und das Aromatensystem am Farbstoff
Die LCMS-Laufe der Rohprodukte wiesen neben zahlreichen nicht identifizierbaren
Nebenprodukten auch unmarkiertes Peptid und hydrolysierten Lissamin Rhdeznoatoff

auf. Daher gstaltete sich die Isolierung von reineRrodukt durch chromatographische
Reinigung als schwierig, wodurcBl in Spuren und32 nur mit einer Ausbeute von 2%

erhalten wurde.

4.2.4 Versuch zur Optimierung der Synthese Lissamirmarkierter

Gliadinpeptide

Die Synthese der in Abschnitt 4.4.3 beschriebenen mit dem Lissamin Rhodamin B
SulfonylchloridFarbstoff markierten Peptide verlief imcht zufriederstellenden Ausbeuten.
Daher wurde versucht, diese Reaktion durch Markierung an der festen Phase zuamptimie
Hierfur wurden zwei Modépeptide hergestellt: AAKQY 33 sowie AGAAKQY 34 mit

einem zusétzlichen Alanin als Spacer.

Beide Modellpeptide wurden jeweils an einem Frige('Bu)-WangHarz mittels linearer

SPPS nach einem Standardprotokoll gemaR decfBueSchutzgruppenstrategie dargestellt.
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Die Kupplungsschritte wurden mit jeweils 2 Ag. der Aminosawreme(L)-GIn(Trt), Fmoc
(L)-Lys(Mtt), Fmoc(L)-Ala, Ac-(L)-Ala und 2 Aq.der Kupplungsreagenzien HBTU/HOB,
sowie 4Aq. der Base DIPEA durchgefibrt

Bei der MttGruppe handelt es sich um eine besondérsedabile Schutzgruppe, welche
selektiv inAnwesenheit anderer saurelabi@ehutzgruppen wilBu oder Trt mit 1% TFA in
CH.Cl, abgespalten werden kann. Daduneird die NH-Gruppe der LysikSeitenkett
freigesetzt und eine Markierung mit dem LissaiiRarbstoff an der festen Phase mdglich
gemacht. Die Verwendung von acetyliertem Ala anstelle von Fgeschitzem Ala irN-
terminaler Position ist zwingend erforderlich, da die basenlabile FSobatzgruppdei der
Umsetzung mit Lissamin Rhodamin B durch Zugabe von Base vorzeitig abgespalten werden
kann, wodurch eine zweifache Markierung des Modellpeptids mit dem Farbstoff stattfinden

wirde.

In Abbildung 4.41 ist der Versuch zur Darstellung von Lissamiarkiertem Modellpeptid
Ac-AKQY 33 gezeigt. Nach Synthese der PeptidsequenAKRQY wurde dieses an der
festen Phase belasséb) und die MttSchutzgruppe selektiv mit 1% TFA abgespalten unter
Beibehaltung der Ubrigen saurelabilen Schutzgruppen. Dann wutdé.5nAg. Lissamin
Rhodamin B und 3 Aq. Bl zu 36 umgesetzt. Nach anschlieRender Abspaltung vom Harz mit
TFA/TIS/H,O (95:2.52.5) konnte jedoch das gewiinschte Pro@kinassenspektrometrisch

nicht nachgewiesen werden, sondern nur deacetyliertes Edukt AKQY.
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0
FmocHN _J /\O\
<0
O/: 9
‘BuO

Fmoc-Tyr(‘Bu)-Wang-Harz

1) i) 25% Piperidin in DMF
ii) 2 Aq. Fmoc-AS, HBTU, HOBt, DMF,
4 Aq. DIPEA

2) i) 25% Piperidin in DMF
ii) 2 Aq. Ac-AS, HBTU, HOB, DMF,

4 Aq. DIPEA
|
O NHTT Oy NHTH
@) 0
o o} o A % H H
H H 3) 1% TFA in CH,CI
)LNJ\H/N\_)LN N\:)‘\O/\©\ LTI N N\)L N\E)\O/\Q\/O
H o H H o = i : " (0]
NHMtt
35

Abb. 4.41:Versuch zur Darstellung von Lissarmimarkiertem Modellpepti®7 an der festen Phase.

Der Versuch zur Synthese von Lissarmarkiertem Modellpeptid AAAKQY 38 mit einem
zusatzlichen Lysin als Spacerfolgte analog und ist in Abb. 4.42 dargesteditich hier
konnte leider massenspektrometrisch kein fluoreszenzmarkiertes Pr@dgukbndern nur

unmarkiertes Edukt AAAKQY 34, identifiziert werden.
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(0]
FmocHN\/U\ /\@\
T O
/(j 9
‘BuO

Fmoc-Tyr(‘Bu)-Wang-Harz

1) i) 25% Piperidin in DMF
ii) 2 Aq. Fmoc-AS, HBTU, HOBt, DMF,
4 Aq. DIPEA

2) i) 25% Piperidin in DMF
ii) 2 Aq. Ac-AS, HBTU, HOBt, DMF, 38
4 Aq. DIPEA

| 5) TFAITIS/H,O (95:2.5:2.5)
,

NHTrt NHTrt

O, O,

H O Ho 9 H 9 3) 1% TFAin CH,Cl, HoQ HO§ H Q

NI AN AR K S NP W N LI

\ﬂ/ E : N H /O 4) Lissamin, NEts, ER R H /O
O'Bu (( O'Bu

NHM{t

39

40

Abb. 4.42:Versuch zur Darstellung von 4saminmarkiertem Modellpepti@8 an der festen Phase.

Die Versuche zur Darstellung von fluoreszenzmarkierten Pep8damd 38 an der festen
Phase anhand der beiden ModellpeptideA&®QY 33 und AcAAKQY 34 brachten keinen
Erfolg. Statt den gewilnschtdProdukten wurde nur das EduBd bzw. im Fall von37

deacetyliertes Edukt massenspektrometrisch nachgewiesen.

Vermutlich ist diesterische Hinderung durch das Harz und die sterisch anspruchsvollen
Schutzgruppender AminosauresSeitenketten sowie die hydrophoben Wechselwirkungen
innerhalb der Peptidketten nicht zu unterschatzen. Die Verwendung eines Harzes mit
geringerer Beladungsdite kbnnte hier Aufschluss Uber den sterischen Effekt geben,

gleichbedeutend mit der Tatsache, dass eine geringere Ausbeute an Produkt zu erwarten ist.

Desweiteren ist fraglich, ob die evtl. gebildete FarbsRafptidBindung stabil gegeniiber den
Abspaltkedingungen ist. Moglich ware der Zerfall de$arbstoffs in  nicht

fluoreszenzmarkierte Fragmente in Gegenwart von 95%iger0dsAing. Der Einsatz eines
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Harzes, welches sich bei milderen Reaktionsbedingungen abspalten lasst, konnte hier
Aufschluss Uber die iBdungsstabilitat geben.

4.2.5 Einbau von Spacern zur Markierung mit Lissamin-Rhodamin B

Der LissaminRhodamin BFarbstoff ist im Vergleich zum PromoFluor4&arbstoff deutlich
kostengiinstiger. Da die Markierung der Gliadingbptmit dem Lissamukluorophor
wahrscheinlich aus sterischen Grinden jedoch mit schlechter Ausbeute erfolgte, wurden
Glycin und Aminohexansauf@hx) als sog. Spacer eingebaut.

Zunachst wurde Glycinmethylesteliydrochlorid 41 mit dem LissamirFarbstoff markiert.

Dazu wurden 1.5 Aq. degarbstoffsunter Zugabe von 3 Ag. NEin DMF umgesetzt. Nach
saulenchromatographischer Reinigung des Rohproduktes mit einem Laufmittelverhaltnis
CH.ClL,/MeOH (4:1) konnte das Produld2 als lila Feststoff mit einer Ausbeute von
immerhin 34% isoliert werdefAbb. 4.43) A

N/

1.5 eq. Lissamin
3 eq. NEt3, abs. DMF

o @ O 0°C-rt,48h
cl H3N/Y

OMe 34%

Y

41 42

Abb. 4.43 Darstellung von Lissamimarkiertem Glycinmethylester2

Daher wurde das Gliadinpeptid Gh1-43 (43) mittels linearer SPPS gema@r FmocBu-
Strategie nach Ublichem Standardprotokoll datglit. Nach Fallen des Pepidls TFASalz
aus einer kalten Diethyleth&sung und anschlieBender Gefriertrocknung, korfi8en

ausreichender Reinheit mit einer Ausbeute von 65% erhaltenmverde

Nach Reaktion von GLGQQQHRFPQQPY mit dem LissamiRhodaminFarbstoff und
chromatographischer Reinigung mittels HPLC/RP wurde das Prddukiit 45% Ausbeute
erhalten(Abb. 444).
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FmocHN \)CJ)\O/\©\
e
ol

Fmoc-Tyr(‘Bu)-Wang-Harz

BuO

1) i) 25% Piperidin in DMF
ii) 6 Aq. Fmoc-AS, HOBT, HBTU, DMF,
65% 12 Aq. DIPEA

2)  TFAITISH,O (95:2.5:2.5)

HzN\)J\‘S\’( \/”\H(N\)LH”Q( \)LN .J\ \)LG lL OH

o NH2 o NH2

OH

43

abs. DMF

NJEYNJLH\,,OY JN IJVUYNJL £ g

o NHz o) NH

45%l Lissamin, NEts,

44
4.44 Synthese von Lissamimarkiertemp31-43-Gliadinpeptid mit Glycin als Spaced4).

Fur die Verwendung von i als Spacer wurde nach einer Literatur bekann¥orschrift
Boc-Ahx-succinimid45 synthetisiert>*23* Dazuwurde Ahx 46 mit Boc,O und 2 M NaOH in
einem HO/DioxanGemisch (1:2) zu Bogeschiitzteni\hx 47 umgesetzt47 konnte in einer
Ausbeute von 79% erhalten werden. DieschlielRende Reaktion mit NHSH und EDC in
trockenem Diethylether lieferiBoc-Ahx-succinmid 45 in 70% Ausbeut€Abb. 4.45. Somit
konnte das gewinschte Produk in zwei Schritten mit einer Gesamtausbeute von 55%

erhalten werden.

Boc,0, 2 M NaOH,

f . NHS-OH, EDC, (0]
OH Dioxane/H,0 (2:1), 3h, rt OH abs. CH,Cl, o
HZN/\/\/\[( BocHN/\/\/\[( — "> BocHN N
79% o
o o 70% o
o
46 47 45

Abb. 4.45 Darstellung von BoeAhx-succinimid45s.
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SOCI,, MeOH,
24 h, rt

COOH 90% HoN CO,Me
49

Abb. 4.46 Synthese vomN-Leucinmethylested9 aus48 durchMethylierung mit Thionylchlorid in Methanol.

Die Kupplung vond5 mit N-(L)-Leucinmethylested9, welches zuvor mit Thionylchloridnd
MethanolausN-(L)-Leucin gemaR einer Literaturvorschrifiargestellt wurdg¢Abb. 4.46,%%
lieferte das KupplungsprodukiO mit einer Ausbeute von 85%. Die anschliel3ende-Boc
Abspaltung mit einem Gemisch aus TFA/LH, im Verhdltnis 1:1, verlief innerhalb von
einer Stunde quantitativ. Die anschlieende Kupplung 3bmit dem LissamirFarbstoff
ergab nachsédulenchromatographisch&einigung mit einem L&sungsmittelverhaltnis von

CH.Cly/MeOH (3:1) das Produlg2in 54% AusbeutéAbb. 4.47.

(] 49, NEt; abs. DMF,

[oR 24 h, rt BOCHN/\/\/\[‘( vCOZMe
BocHN/M( N _—

TFA/CH,CI, (1:1),
o 8% thr
(0]
45 quant.
1.5 Aq. Lissamin,
3 Aq. NEt, abs. DMF, H
0°C-rt, 4d F ® N CO,Me
i FLF NN
S~ Nw vCOZMe 54% g
o o hg
Spacer
52 51

Abb. 4.47 Darstellung von Lissamimarkiertem Leucimethylester mit Ahxals Spacer52).

Durch die Verwendung eines Spacers konnten die Ausbeuten fur die Markierung mit dem
LissaminFarbstoff erhoht werden. Wahrend die Synthese von Lissaraikiertem
Gliadinpeptid p3143 mit Glycin als Spacedfl) mit einer Ausbeute von 45%elang, konnte

durch Verwendung von i 52 mit sogar 54% Ausbeute dargestellt werden.

Daher wurden im Folgenden die fur die Zellassays bendtigten Gliadinpeptidehmilg\

Spacer synthetisiert.
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4.2.6 Synthese von Lissamirmarkierten Gliadinpeptiden mit A hx als

Spacer

Mittels linearer SPPS erfolgte die Synthese des Gliadinpeptidst®32) wie bereits in
Abschnitt 4.4.2beschrieben ausgehend von einem Fifip' Bu)-WangHarz. Die Kupplung
des Peptids miBoc-Ahx 47 erfolgte an der festen Phase mit 4 ABTU/HOBt und 8 Aqg.
DIPEA. Nach Abspaltung vom Wasgarz mit 95% TFA und anschlielender
Gefriertrocknung wurde das Produd mit einer Ausbeute von 19% erhalt@bb. 4.48)

FmocHN \/(l)l\o/\©\
9
ol

Fmoc-Tyr(‘Bu)-Wang-Harz

BuO

1) i) 25% Piperidin in DMF
ii) 6 Aq. Fmoc-AS, HOBt, HBTU, DMF,
12 Ag. DIPEA
19% iii) 4 Aq Boc-Ahx, HBTU, HOBt, DMF,
8 Aq. DIPEA

2

)
O+ NH, O NH: o. _NH, OH

0 HoQ Ho§ Hjl\ 7 © o o

N H
HoN <\/)’U\ N \/u\ N N \)l\ N N : N “\\\J\ N .\\\\”\ N \)J\ ”\ OH
s N H : H g o O Q N T NSy
AL o IS
07 > NH, 0P NH,

53
Abb. 4.48 Kupplung des Gliadinpeptids p3B mt BocAminohexansaure an der festen Phase.

TFA/TISIH,O (95:2.5:2.5)

AnschlieRend wurd&3 mit 1.5 Aq. des Lissamifrarbstoffsunter Zugabe von NEitn abs.
DMF als Losungsmittel umgese{&bb. 4.49.
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8

NEt,
40% ‘abs. DMF

O<_NH,

H\)?\”/\H,H\)ok gt i IJ\ (j\((j\( \)j\H,r(j\r \)LOH
‘< ZINHZ OINHZ NH2 \©\OH

54

Abb. 4.49 Synthese von Lissamimarkiertemp31-43 mit Ahx als Spacer.

Die chromatographische Reinigung mittels HPLC/RP erwies sich im Vergleich zum
Lissaminmarkierten p3#43 ohne Ahx als Spacer als unproblematisch, da nur hydrolysierter
LissaminFarbstoff und minimale Verunreiniguag vom Produktzu trennen waren54

konnte daher mit einer Ausbeute von 40% erhalten werden.

Die Kupplung von p3#3 deamid22 mit BocAhx wurde in Losung durchgefihrt. Dafur
wurde BoeAhx-succinimid45 mit 22 unter Zugabe von NEtumgesetz{Abb. 4.50.
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22 + BocHN /\/\/\ro‘jﬁ

45

1) NEts, abs. DMF

2) TFA/ICH,Cl, (1:1)

Oy NH, Oy NH2 0. _NH; OH
o)
o) 0 o H o o o)
H N N | H o
HQNMJJ\’NS\(N\/:N%W(N\)LN N()\( \)LN Aon A N Ay L o
N N éHoo;-UQu C My
o O/J/\/ Or G H O
0~ "OH 07 NH,

55

abs. DMF

0._OH 0
1 o o o0 Ho Q (j\rH 0
N/\rrns H(H\)LN Iy @QYN\)I\NE\WN N\_é/U\OH

07 NH, 07 NH,

4%J Lissamin, NEt3

56

Abb. 4.50: Darstellung von Lissamimarkiertem p3#3deamid mit Ahx als Spacé€s6).

Die Analyse mittels LCMS ergab, dass neben der gewtnschten Verbindung, das Produkt mit

vorzeitig abgespaltener Beéichutzgruppe vorlag, sowie niadekuppeltes Eduk22.

Die Abspaltung der BaS&chutzgruppe im nachsten Schritt mit TFAACH, im Verhaltnis 1:1
verlief quantitativ.Die Markierung von Ah»p31-43 mit dem Lissamit-luorophor lieferte
das Produkt56 (Abb. 4.50 neben ungekuppeltem Lissantiarbstoff, sowie nicht

identifizierbaren Nebenprodukten. Daher erwies sich die Reinigung mittels HPLC/RP als

schwierig, weswegen das gewilnschte Produkt nur mit einer Ausbeute von 4% rein isoliert

werden konnte.

Nach der gleihen Syntheseroutsurdendas Lissamirmarkierte Ahxp56-68 (57) und Ahx-
p56-68 (58) deamid hergestellt (Abb. 4.h1
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15: R = NH. 0.
Bn-on  *  BocHNTTNNY Eﬁ

45

1) NEts, abs. DMF
2) TFA/ICH,Cl, (1:1)
O_R

OH
o
H o H 9 o
N |
e X (Nj\( \)LN »“‘LB\(N\)\N S A on
- g al oo gl
(e} \/\L O\< H 3§
O NH, 07 NH, H,N" Yo

59: R = NH,
60: R = OH

Lissamin, NEt3,
abs. DMF

57: R =NH, 18%
58: R=0H, 6%

Abb. 4.51 Synthese von Lis&hx-p56-68 (57) und LissAhx-p56-68 deamid 68).

Die Rohprodukte der Kupplung vob5 bzw. 23 mit Boc-Ahx-succinimid wiesen emeut
Produkt mit vorzeitig abgespaltener BGcuppe auf Die vollgandige Entschitzung im
Anschlussverlief quantitativ. Die Lissamimarkierten Peptidés7 und 58 konnten nach
Reinigung immerhin mit eineAusbeute von 1% und 6% erhalten werdeiie geringen
Ausbeuten liegen darin begriindet, dass die Reinigung aufgrund von vorliegenden

Nebenprodukten schwrig ist.

Abbildung 4.52zeigt den Syntheseweg zur iBeellung von LissAhx-p31-49 (61). Letzteres

konnte nach Reinigung mittelsFHLC/RP mit einer Ausbeute von%3isoliert werden.

Die Synthese von Lissamimarkiertem p58 Reptid ©62) ist in Abbildung 4.53argestellt.
Dieses wurde mit 198 Ausbeute erhalten.
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1) NEt3, abs. DMF

2) TEA/CH,Cl, (1:1)

o, | Lissamin, NEt3
" A)J abs. DMF

61

Abb. 4.52 Syntheseweg zur Dstellung von LissAhx-p31-49 61).

o
25+ BocHN’\/\/\n/O‘N
o
o
45

\ 1) NEtz abs. DMF

2) TFA/ICH,Cl, (1:1)

HN_O
o H
0 H i
S Ji:{l\ljﬁ( N \)IIIS\’((,D\(
N i Al o/
RS 7y
07 NH

2 HO'

64

o, | Lissamin, NEt3
7 /‘"abs DMF

62

Abb. 4.53 Synthese von Lis&hx-p56-88 (62) durch Kupplung von Beé&hx-succinimid45an das Peptid p56
88 (25) undanschlielRender Reaktion mit Lissapithodamin BFarbstoff.

Durch die Verwendung von & als Spacer konnten die Ausbeuten zur Darstellung von

Lissaminmarkierten Gliadinpeptiden erhéht werden.
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Zusammenfassend konnte L-i8bx-p31-43 (54) in drei Schritten mit einer Gesamtausbeute
von 8% dargesteltverden, wahrend das Ligshx-p31-43 deamid(56) mit 4% synthetisiert
wurde. Liss-Ahx-p56-68 (57) sowie LissAhx-p56-68 deamid(58) konnten in dreiSchritten
mit einer Gesamtausbeute von 18% bz8%% gewonnen werden. Das Lisdx-p31-49 (61)
und LissAhx-p56-88 (62) hingegen wurden mit 28 bzw. 186 Ausbeute erhalten.

Die Kupplung von Bo@Ahx-succinimid an das entsprechende Peptid ist an der festen Phase
wahrend der linearen Synthese des Peptitiglioh. Hier erfolgte die Abspaltung des Peptids
sowie der BoeSchutzgruppe simultan wahrend der Abspaltung vom Harz mit TFA. Eine
Reinigung des abgespaltenen Kupplungsproduktes jedoch ist haufig unumganeggcilas
Peptid allerdings schon isolierter Form vor, so kann die Kupplung auch in Ldsung mit guter
Ausbeute durchgefiihrt werdelBine Reinigung ist nur im letzten Schritt zur Isolierudes
Lissaminmarkierten Peptilerforderlich.

Durch den Einsatz von WX als Spacer konnte die sterischHinderung bei der
Kupplungsreaktion der Peptide mit dem Fluorophor minimiert werden. Das Vorhandensein
von Nebenprodukten gestaketlie chromatographische Reinigung als schwierig, wodurch

sich die immer noch nicht guten Ausbeuten erklaren lassen.

4.2.7 Synthese vondurch CatD selektiv spaltbaren, peptidischen Linkern

Bei der Entwicklung eines Therapieansatzes zur Behandlung der Autoimmunerkrankung
Zoliakie, ist der gezielte Transport von toxischen Gliadinpeptiden, wie derd33ih die
HLA-DR-positivenLE interessant. Es wird vermutet, dass toxische Gliadinpeptide wahrend
ihres intrazellularen Transportweges in den HDR-negativenEE verbleiben und daher

keine orale Toleranz induzieren kdnnen. In ersten Versuchen konnte bereits gezeigt werden,
dass die Kojugation des toxischen Gliadinpeptids p&d mit CTB den Transport des Peptids

in die LE zur Folge hatNachdem CTB als Adjuvans seine Funktion erfiillt hat, muss dieses
abgespalten werden, um das native Gliadinpeptid wieder freizusetzen, so dass letzteres

regulatorischen -Lymphocyten des Immunsystems prasentiert werden kann.

Hierflr ist es notwendig, eine s o g . ALi nk er fitd unedvCTBeinzzibaue e m P ¢
welcherselektiv in den spaten Endosomen gespalten Wiiddas Design eines Linkers kann

von der Tatsache Gebrauch gemacht werden, dass die &sptgbse CatD in h6herer
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Konzentration in deiLE, sowie Lysosomen vorliegtDie Substratspezifitdt des Enzyms ist
Literatur bekannt?”??° So spaltet & bevorzugt die Peptidbindung zwischen zwei
hydrophoben Aminosauren, v.a. aber zwischen zwei aromatischen Aminosauren wie

Phenylalanin oder Tyrosin.

Gemal der Substratspezifitdt wurden daher peptidische Linker fur die selektive Spaltung
durch CatDdargest#t.

Der erste peptidische Linker AGAALAK 65 wurdein Anlehnung an die von Czerwinski

al. veroffentlichte Arbeft’” mittels inearer SPPS gemaR der FriBe/Strategie ausgehend
von einem Fmodys(BocyWangHarz synthetisiert. Die Kupplungsschritte wurden mit
jeweils 6 Ag. der AminosaureRmoc(L)-Leu, Fmoe(L)-Ala, Ac-(L)-Ala und 6 Aq.der
Kupplungsreagenzien HBTU/HOBt, sowie 1R&g. der Base DIPEA durchgefiihrDie
Abspaltung vom Harz erfolgte mit TFA/TISIB (95:2.52.5) und lieferte das gewiinschte
Produkt65in ausreichender Reinheit mit einer Ausbeute von 48bb. 4.59.

FmocHN \_)OJ\O/\©\ /O
:\H ¢

NHBoc

Fmoc-Lys(Boc)-Wang-Harz

1) i) 25% Piperidin in DMF
ii) 6 Aq. Fmoc-AS, HBTU, HOBt, DMF,
12 Aq. DIPEA

46% | 2) 1) 25% Piperidin in DMF
ii) 6 Ag. Ac-AS, HBTU, HOBt, DMF,
12 Aq. DIPEA

3)  TFATIS/H,O (95:2.5:2.5)

\J
iu/'\ffn\j)\m/'\yfnﬂmj\(“iw
o * 0‘<- o i

NH,
65

Abb. 4.54 Darstellung von AAAAALAK 65ausgehend von einem Fmbygs(Boc}WangHarz.

Durch den Einbau einer Lysineinheit in die Linkersequenz wurde eine Ankergruppe fur die
Markierung mit einem Fluoreszenzfarbstoff geschaffen. Eine Markierung wurde mit 2 Ag. des
Lissamin Rhodamin BFluorophors unter Zugabe von 4 Agq. NEh abs. DMSO als
Losungsmittel durchgefihriNach chromatographischer Reinigung mittels HPLC/RP wurde
66 mit 39% Ausbeute erhalten (Abb. 4)55
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Abb. 4.56 zeigt das LCMSSpektrum des RohprodisktAbb. 4.58 hingegen das LCMS

Spektrum des gereinigten Prodsig6.

65

abs. DMSO

39%J Lissamin, NEt3,

66

Abb. 4.55: Synthese on Lissaminmarkiertem Linkei66.

Intensitat
5
X Sloé LissaminFarbstoff TIC + All MS
‘3 kiertes Peptid /
5 3 unmarkiertes Pepti Produki66
2 -;— / /
13
0 3
[mAU]—E UV-Chromatogramm, 210 nin
2500 =
2000 =
1500 =
1000 =
500 =
01 : - : .
10 15 20 25
Zeit [min]
Abb. 4.56: LCMS-Spektrum des Rohproduskt Das Atot al ion chromatogr amhi

das UV:Chromatogramm bei 210 nm in rot (obeD)e zugehoérigen Massenspektren der einzelnen Signale sind
in Abb. 457 gezeigt.
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Intensitat
- M+H]* .
x 10 . %86,4] unmarkiertes Peptid +MS, 11.611.9 min
3=
23
1=
Int 't'(')tE : :
ntensita T
M+H .
= . . +MS, 17.718.3 min
X 10;.5% 9. LissaminFarbstoff S 8.3
203
15=
1.0; [M+H]+
053 1117.4
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Abb. 4.57:Massenspektren der einzelnen Signale im Rohprodgktidsaminmarkierten Linker&6.

Intensitét
x1 ° 1 0914291 .0
1 TIC + All MS Myﬂjpj&ﬁ
3
35 ~
°3 PN s SN
13 N
07 —
[MAUL| uv Chromatogramm, 210 nm
1000 =
800 =
600 -
400%
200+
0= : A — ——————
‘5 I 10 15 20 25
Zeit [min]
Abb. 4.58 LCMS-Spektrum demereinigten Verbindun@é. Das Atot al ion chromatogr

dargestellt (oben) und das &Shromatogramnbei 210 nm in rot (unten).

Ebenfalls ausgehend von einem Friwys(BocyWangHarz erfolgte die Synthese des
GLLFFK-Linkers 67 (Abb. 4.®). Fiur die Kupplungen wurden jeweils 4 Agmoc(L)-Phe
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Fmoc(L)-Leu, FmoeGly, 4 Ag. HBTU und HOBt, sowie 8 Ag. DIPEA verwendet. Nach der

Abspaltung vom Harz mit 95% TFA und chromatographischer Reinigung mittels HPLC/RP
wurden74% des Linker$7 erhalten.

o
FmocHN ?{OA@OQ

NHBoc

Fmoc-Lys(Boc)-Wang-Harz

1) i) 25% Piperidin in DMF
ii) 6 Ag. Fmoc-AS, HBTU, HOBt, DMF,
55% 12 Aq. DIPEA

2) TFAITIS/H,O (95:2.5:2.5)

e s G,
WY

NH,

Abb. 4.59: Synthese degeptidischen Linkers GLLFFI&7.

Die Darstellung von RGFFK68 erfolgte an einem Fmekys(BocyWangHarz durch
Kupplung mit jeweils 2 AqFmoc(L)-Phg FmocGly, Fmoc(L)-Arg(Mtr), 2 Aq. HBTU/
HOBt und 4Aq. Base(Abb. 4.60.
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FmocHN \_).io/\©\ /O
:\H 0

NHBoc

Fmoc-Lys(Boc)-Wang-Harz

1) i) 25% Piperidin in DMF
ii) 6 Aq. Fmoc-AS, HBTU, HOB, DMF,
12 Aq. DIPEA

2) Reagenz K: 81.5% TFA
16% 5% Thioanisol

5% Phenol

5% H,O

2.5% Propandithiol
1% TIS

/
0 ! >~ 0
JLW%%@J
1, O

NH

A

HNZ ~NH, NH,

68
Abb. 4.6Q Darstellung von RGFFI8.

Die Mtr-Schutzguppe ist weniger saurelabil aBoc- oder 'Bu-Schutzgruppen. Daher kann

die Abspaltung dieser Schutzgruppe je nachdem, wie haufig es in der Peptidsequenz
vorhanden ist und welche Scavenger verwenggten, bis zu 24 h benétigen. Eine spezielle
Abspaltlosung A Re a g &hward fik i@ Abspaltung von der festéthase bendtigt, wie

in Abb. 4.60gezeigt ist.

Die erste Abspaltng des Linkers von dem Harz lieferzevar das gwiinschte Produké8,
jedoch konnte noch Migeschitztes Peptid massenspektrométrisachgewiesen werden
Aus diesem Grunde wurde das Rohprodukt erneut mit. der Abspaltldsung versetzt und
16 h bei RT gerthrt. Anschlieend wur@8 aus kaltemDiethylether geféllt, gefrierge
trocknet und chromatographisch gereinigt. RGFF8<wurde somit mit einer Ausbeute von
16% erhalten.

Analog zu RGFFK68 wurde der LinkerAc-RGFFK 69 mit acetyliertemN-Terminus
synthetisiert. Hierfur wurde nach der letzten Frddaxspaltung an der festen Phase ein sog.
ACappi ng% Pyndin und 10% A© durchgefiihré®? Aufgrund der Problematik bei
der Entfernung der MiSchutzgruppe, erfolgte die Abspaltung vom Haber48 h lieferte
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dann abemach Reinigung an der HPLC/Rfas gewinschte Produ&® mit 41% Ausbeute
(Abb. 4.6]).

o)
FmocHN gf/\Q\OD

NHBoc

Fmoc-Lys(Boc)-Wang-Harz

1) i) 25% Piperidin in DMF
ii) 6 Aq. Fmoc-AS, HBTU, HOBt, DMF,
12 Aq. DIPEA

2)  10% Pyridin, 10% Ac,0, DMF
41%
3) 81.5% TFA

5% Thioanis

5% Phenol

5% H,0O

2.5% Propandithiol

1% TIS

\J

y O y O VR,
\[]/N\.-)LN/\H/N\;)J\N N\;)J\OH
o) E\LH o = H o °
L0
HNJ\NHZ NH,

69
Abb. 4.61 Synthese vo®9 einschlief3lich Capping zum acetylierten Produkt.

Die Darstellung des nachsten LinkerssRGFFP70 erfolgte mit jeweilsA Ag. der benotigten
Aminosauren und Kupplungsreagenzien, so®iéq. der Base DIPEA. Die Acetylierung
wurde mit 10% Pyridin und 10% A© durchgefuhrtNach Abspaltung vom Hariber 4 h,
wies die massenspektrometrische Analyse das gewinschte Produktnietteidentifizier
baren Nebenprodukten adaher konnte nach Reinigung mittels HPLC/RPnur mit einer
Ausbeute von 8% erhalten werd@xbb. 4.62.
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Fmo@(O\/@O QD

o

Fmoc-Pro-Wang-Harz

1) i) 25% Piperidin in DMF
ii) 4 Aq. Fmoc-AS, HBTU, HOB, DMF,
8 Aq. DIPEA

)

10% Pyridin, 10% Ac,0, DMF

3) 81.5%TFA
5% Thioanisol
5% Phenol
5% H,0
2.5% Propandithiol
1% TIS

70
Abb. 4.62 DarstellungdesLinkers Ac-RGFFP70 an einem Fmoe®roWangHarz.

Auch die Synthese mit Hilfe eines automatisierten Peptidsynthesizers lig@ente in Spu
ren zusammen mit den gleichen nicht identifizierbaren Nebenprodukten, die auch bei

manueller Synthese vorlagen.

Da sich die Syntheseon AcRGFFP 70 ausgehend von einem FmBco-WangHarz als
schwierig erwies, wurde die Sequenz ausgehend von einem-IBme@oc)yWangHarz
dargestellt. Der Einbau von Lysin hat zudem den Vortell, dass die Ldslichkeit des Linkers
verbessert und eine Anketgppe fir die Konjugationmit einem Fluoreszenzfarbstoff
geschaffen wird. Eine zusatzliche Modifikation wurde durch die Einfihrung eines Glycins als

Spacer vorgenommen.

Abb. 4.63zeigtdie Darstellung von ARGFFPK71 und AcRGFFPGK72 an einem Fmoc
Lys(Boc)yWangHarz.71 wurde mit einer Ausbeute von 36% uf@mit einer Awsbeute von
37% erhalten
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o) o)
FmocHN \i)\:)/\©\o/o FmocHN \;i:jA@O/O

NHBoc
Fmoc-Lys(Boc)-Wang-Harz
1) i) 25% Piperidin in DMF

NHBoc
Fmoc-Lys(Boc)-Wang-Harz

1) i) 25% Piperidin in DMF i) 259
) ii))4AZ4. Fr;noc—AS HBTU, HOBt, DMF ii) 4 Aq. Fmoc-AS, HBTU, HOBt, DMF,
8 Aq. DIPEA o 8 Aq. DIPEA
2)  10% Pyridin, 10% Ac,0, DMF 2)  10% Pyridin, 10% Ac,0, DMF
0,
36% 3)  81.5% TFA 37% 3) 81.5%TFA
5°/l Thioanisol 5% Thioanisol
5"/0 Phenol 5% Phenol
b
5% H,0 5% H,0 N
2.5% Propandithiol 2.5% Propandithiol
O
Y 1% TIS 1% TIS NH2

H\)OLHWNQL 8% 1 Ko \H/H\)OLHWNQL L?jw o
Lo (( (S

NH
NH
e 2 J\NHz

71 72

Abb. 4.63: Synthese detinker AccRGFFPK71 und AcRGFFPGK72.

Der letzte CatBabile Linker wurde in Anlehnung an die von Scarborough al.

vertffentichten Arbeiten dargestelit.

o)
FmocHN \%:)/\Q\O/O

NHBoc
Fmoc-Lys(Boc)-Wang-Harz

1) i) 25% Piperidin in DMF
ii) 4 Aq. Fmoc-AS, HBTU, HOBt, DMF,
8 Aq. DIPEA

80% |2 81.5%TFA

5% Thioanisol

5% Phenol

5% H,0O

2.5% Propandithiol
1% TIS

Y
HoN NH

HZNE)J\@‘\\J\ \jIOj\,(N\)jj}(N\)LN/\H/N\)LOH

S Yo TS

73

Abb. 4.64: Synthese des Linkers KPILFFRLGK3 ausgehend von einem Frmbgs(Boc}WangHarz.
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Hierbei wird eine Spaltung der RRheBindung innerhalb des Substrats KPILFFRL- be
schrieben (Abb. 4.64Dieses Substrat wurdé-terminal durch den Einbau eines Glycins als
Spacer sowie eines Lysins modifizieanalog den Arbeiten von Baecldeal®*® Der Linker
KPILFFRLGK 73 wurde somit nach Abspaltung vom Frabgs(Boc)WangHarz tber 48 h
mit einer Ausbeute von 80% erfpeich synthasiert

Zusammenfassend wurden acht sediedene Linkermolekile mitguten Ausbeuten
synthetisiert. Einzig i@ Darstellung von ARGFFP 70 war problematisch, da hier die
Kupplung der ersten Aminosaure an das unreaktivere Prolin erfolgen musste. Zahlreiche
Nebenprodukte gestalteten die Reinigung schwierig, wodurch nur 8% des Produktes erhalten
werden konnte. Andere Linker, so wie-AAALAK 65 und KPILFFRLGK73, erforderten
hingegen keine Reinigung, sondern wurden nach Abspaltung vom Harz und Ausféllen aus
eiskaltem Diethylether direkt mit hoher Reinheit und Ausbeuten von 46% bzw. 80% erhalten.
Durch den Einbau eines Lysins in die Linkersequiedznen tber die freie NHGruppe in

der Seitenkette stabile, fluoreszenzmarkierte Konjugate dargestellt werden. Diesawurde
Beispiel derSynthese von AAAAALAK(Liss) 66 mit einer moderaten Ausbeute von 39%
gezeigt.

Im néchsten Schritt gilt es die selekt Spaltbarkeit der dargestelliten Strate 65 bis 73

durch Cab zu untersuchemies wird in Abschnitt 4.®eschrieben.

4.2.8 Synthese von Gliadinpeptiden mit CatBlabilen Linkern

Fur die Synthesevon CTB-GliadinpeptidKonjugaten wurde zunachsias toxische Peptid
p31-43 mit jeweils zwei durch CatD spaltbaren Linkern synthetigiétt 76). Diese sind in
Tabelle4.4 dargestellt.

Tabelle 4.4:Gliadinpeptide mit CatBabilem Linker. * Nach chromatographischer Reinigung.

Lange Gliadinpeptid Ausbeute
18mer Ac-AAALALGQQQPFPPQQPY 74 41%
19mer Ac-AAALA KLGQQQPFPPQQPY 75 39*
18mer Ac-RGFFPLGQQQPFPPQQPY 76 49*
19mer Ac-RGFFRKLGQQQPFPPQQPY 77 61
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Die Erweiterung der Linker AQAALA und Ac-RGFFP mit einer zusatzlichen Lysineinheit
ermoglicht die Markierung mit einem Fluoreszenzfarbstoff tber die freie Gldppe in der
Lysin-Seitenkettd75, 77).

Die Synthese der Verbindungéfd und 75 erfolgte wie in Abschnitt 4.4.Dbeschrieben
ausgehend von einem Fmdgr('Bu)-Wang Harz mittels ihearer SPPSDie Kupplungs

schritte wurden mit jeweils 6 Ag. der Aminosaufémoc(L)-Pro, Fmoc(L)-GIn(Trt), Fmoc

(L)-Phe FmocGly, Fmoc(L)-Leu, Fmoc(L)-Ala, Ac-(L)-Ala (und Fmoc(L)-Lys(Boc) fur

75 und 6 Aqg.der Kupplingsreagenzien HBTU/HOBt, sowie2 Ag. der Base DIPEA
durchgefuhrt Die Abspaltung vom Harz erfolgte mit TFA/TIS/B (95:2.52.5). Die

chromatographische Reinigung mittels HPLC/Réferte das gewinschte Produkd mit

einer Ausbeute von 44 und 75 mit einer Ausbeute von 39¢Abb. 4.65 und Abb. 4.66

o
mocl \)J\

Fmoc-Tyr('Bu)-Wang-Harz

BuO

1) i) 25% Piperidin in DMF
ii) 6 Aq. Fmoc-AS, HBTU, HOB, DMF,
12 Aq. DIPEA

41% | 2) i) 25% Piperidin in DMF
ii) 6 Aq. Ac-AS, HBTU, HOBt, DMF,
12 Aq. DIPEA

3) TFAITIS/H,O (95:2.5:2.5)

B N Y

07 NH,

74

Abb. 4.65 Darstellung des Gliadinpeptids pdB mit CatDlabilem Linker AcAAALA.

(o}
FmocHN \)J\
SR OWe

Fmoc-Tyr('Bu)-Wang-Harz

BuO

1) i) 25% Piperidin in DMF
ii) 6 Aq. Fmoc-AS, HBTU, HOBt, DMF,
12 Aq. DIPEA

39% | 2) i) 25% Piperidin in DMF
ii) 6 Ag. Ac-AS, HBTU, HOBY, DMF,
12 Aq. DIPEA

TFA/TIS/H,0 (95:2.5:2.5)

x J\WN\)L J\WN\)I\ JYNJ/S\( \):LJ\( JJV\J\((DW(N\)LN o 3\(&)&@ Y J:Ej
o NHz OINH

Abb. 4.66 Darstellung des Gliadinpeptids pd8 mit CatDlabilem Linker undzusétzlicher Lysineinheit.
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Am Beispel von AGCAAALAKLGQQQPFPPQQPY 75 wurde die Markierung mit dem
Fluorophor Lissamin Rhodamin B durchgeflipgbb. 4.67. Dazu wurde75 mit 1.5 Ag. des
Farbstoffsunter Zugabe von NEtals Base und DMSO als Lésungsmittel umgesétas
gewunschte Produkt8 wurde mittels LCMSnachgewiesen (Abb. 4.681d Abb. 4.69. Auf

eine Reinigung wurde verzichtet.

75

Lissamin, NEt3,
abs. DMSO

07 NH,
78
Abb. 4.67 Markierung von75mit dem Lissamin Rhodamin-Barbstoff.
Intensitéat

x 10} BPC + All MS
5 3
e LissaminFarbstoff
3 - unmarkiertes Peptid / Produkt:78
23 o /
13
03 A

[mAU]—_ UV-Chromatogramm, 210 nm

1000 =

800 =

600 =

400 =

200 :
0: A

5 10 15 20 25 Sait [min]
Abb. 4.68: LCMS-Spektrum des Rohproduktes vaB. Das , , base peak <chroneat ogr ami

seherund das UYChromatogramm bei 210 nm in r@ben) Die Massenspektren der relevanten Signaleisind

Abb. 4.69dargestellt.
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Intensitat on
x 10* i E unmarkiertes Peptid ['l/l0+428|-.|% +MS, 18.018.4 min
. [M+3H]**
z 699.3
2 = 973 4
= 909.5
1-5_ l | P i } 1 | Y
Intensitat= +
4 L inF ff [2M+H] +MS, 21.822.0 min
X 1045 E issaminFarbsto el
41 eH’
33 559.1
13
Intensitat ™ .
X 104 | Produkt:78 [M+3H] +MS, 23.423.9 min
52 879.4
4z [M+2H]*
s , 1318.6
33 Ac-AAALAK(Liss)LGQQQPFPPQQPY
2 é /
1z | i o
0~ , ,
500 750 1000 1250

m/z

Abb. 4.69: Massenspektren des Rohproduldes Lissamirmarkierten Peptisi78.

Die Darstellung von ARGFFPLGQQQPFPPQQPY6 sowie AcRGFFPKLGQQQPFPP
QQPY 77 erfolgte an einem automatisierten Régynthesizer mit jeweil$.2 Ag. der ent
sprechendeminoséaurenFmoc(L)-Pro, Fmoc(L)-Leu, Fmoc(L)-GIn(Trt), Fmoc(L)-Phe,
FmocGly, Fmoc(L)-Leu, Fmoc(L)-Arg(Mtr) (und Fmoec(L)-Lys(Boc) fiir xx) und 5 Ag.
der Kupplingsreagenzien HBTU/HOBt unter Zugabe von A). der Base DIPEADie
Acetylierung wurde nach der letzten Fmabspaltung mit 10% Pyridin, 10% A© und
HOBt in DMF als Lésungsmittel durchgefuhrt.

Die Abspaltung des Gliadinpegs 76 vom Harz lieferte das gewtlinschte Produkt, jedoch
konnte noch Mtgeschitztes Peptid nsenspektrometrisch nachgewiesen werden. Nach
chromatographischer Reinigung konnte aber re&emit einer Ausbeute von 49% isoliert
werden(Abb. 4.7Q.
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o)
mOocCi \/u\
FmocHN : o/\@\O/O

Fmoc-Tyr('Bu)-Wang-Harz

BuO

1) i) 25% Piperidin in DMF
ii) 5 Aq. Fmoc-AS, HBTU, HOBY, DMF,
10 Ag. DIPEA

2)  10% Pyridin, 10% Ac,O, HOBt, DMF

49% 3) 81.5%TFA

5% Thioanisol

5% Phenol

5% H,0

2.5% Propandithiol
1% TIS

\Ir\)L/\n/\)L @YAW H( JLN Jk OYOY J:%YOY Ao
R G G T Q.

NH 07 "NH, O NH, NH2

76

Abb. 4.7Q Synthes von AcRGFFPLGQQQPFPPQQPHG.

Im Gegensatz dazwurde nach 48&tiindiger Abspaltung vom TyBu)-WangHarz das
Produkt 77 mit einer Ausbeute von 61% in ausreichender Reinheit erhalten und wies kein

Mtr-geschitztes Edukt mehr auf, so dass auf eine Reinigung verzichtet werden(Rbimte

4.79).

(0]
moc \)l\
F :HN 0,0

Fmoc-Tyr('Bu)-Wang-Harz

‘BuO

1) i) 25% Piperidin in DMF
ii) 5 Aq. Fmoc-AS, HBTU, HOBt, DMF,
10 Aq. DIPEA

2)  10% Pyridin, 10% Ac,0, HOBt, DMF

61% | 3) 81.5%TFA

5% Thioanisol

5% Phenol

5% H,0

2.5% Propandithiol
1% TIS

O_NH, O _NH,
o y O 7 o o b O o o o y o
)LHJiNJLH ¥ U‘JL” S /YH\):N%\(H s @%HﬁB\KQYNJOH
/ OIHOEO”ooorHoO'Q
07 NH, OH

Abb. 4.71 Darstellung wn 77.
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Somit konnten die in Tabelle 4.4 dargestellten Gliadinpeptdeis 77 einschlie3lich Catb
labiler Linkereinheit in guten Ausbeuten erhalten werden.

Wahrend die mittels linearer SPPS mantbeligesteliten Verbindungét und 75 Ausbeuten

von 41% bzw. 39% lieferten, konntéf6 und 77 mit Hilfe eines Peptidsynthesizers mit
Ausbeuten von 49% bzw. 61% erhalten werden. Durch die Synthese von Lissamin
markierten Ac-AAALAK(LisS)LGQQQPFPPQQPY78 konnte gezeigt werden, dass uber die
freie NH-Gruppe der LysirSeitenkette die Verknipfung mit einem Fluoreszenzfarbstoff
moglich ist Solche fluoreszenzmarkierten Konjugate konnen zur Untersuchung durch
konfokale Fluoreszenzlasermikroskopie mit Hilfe nvdchtzeitaufnahmen herangezogen
werden. Dadurch kdnnen Aussagen dartiber gemacht werden, ob bei deali@diBpeptid

Konjugaten ein verdnderter Prozessierungsweg vorliegt.

4.2.9 Versuche zurDarstellung von CTB-Gliadinpeptid-Konjugaten

4.2.9.1 SPDP als Linker

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wird vermutet, dass die KonjugatiorC¥@&an das
toxische Gliadinpeptid p343 den Transport des Peptids in i€ zur Folge hat und dadurch
Einfluss auf die Entwicklung einer Immuntoleranz austiben kann. Um zu prufe@TBb
tatsachlich eine veranderte Prozessierung bewirkt, wurde die Konjugation des Adjmvans
das Peptidzunachst tUbeN-Succinimidyt3-(2-pyridyldithio)-propionat (SPDP) als Linker
durchgefuhrt. SPDP ist ein bifunktionaler Linker mit einddHS-Aktivester und einer
Pyridinyldisulfid-Einheit. Ersteres reagiert effizient mit primaren Aminen in Peptiden oder
Proteinen und letzteres mit Thiolgruppen unter Bildung reversibler Disulfidbri@kien
4.72).

Abb. 4.72: Der fur dieKonjugation mit CTB verwendete, bifunktionale Linker SPDP.
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Da die Prozessierung des CTBiadinpeptidKonjugats mittels Fluoreszenzmessungen
beobachtet werden sollte, wurde das toxische Peptiddp3hit einer zusatzlichen Lysin

Einheit verlangert.

Die Dastellung von Lysp31-43 (79) erfolgte mit Hilfe linearer SPPS geméaR der Frige/
Strategie wie bereits beschrieben. Die Kupplungsschritte wurden mit jeweils 6 Aq. der
AminosaurenFmoc(L)-Pro, Fmoc(L)-GIn(Trt), Fmoe(L)-Phe FmocGly, Fmoc(L)-Leu,
Fmoc(L)-Lys(Boc) und 6 Ag.der Kupplingsreagenzien HBTU/HOBt, sowie 1&. der

Base DIPEA durchgefiihrtDie Abspaltung des Peptideom FmocTyr(tBu)-WangHarz
erfolgte mit TFA/TIS/HO (95:2.52.5). Durch Ausféllen aus kaltem Diethylether und
anschlielender Gefriertrocknung wuréin ausreichender Reinheit mit einer Ausbeute von
58% erhalterfAbb. 4.73)

(0]
FmocHN\)j\
SR PW

Fmoc-Tyr(‘Bu)-Wang-Harz

BuO

1) i) 25% Piperidin in DMF
ii) 6 Aq. Fmoc-AS, HBTU, HOBt, DMF,
58% 12 Aq. DIPEA

2)  TFAITIS/H,0 (95:2.5:2.5)

OsNH, OH

o) NH, O NH,
0 0
0 Ho$ Ho9 § L9 H Q@ o
HzN\)kNﬁ\y( NV[LEW(NE)LH " JLQNJLN "“JJ\N N AL OH
LR H Of o © Q H : Q N
AN L O

NH,

79
Abb. 4.73 Synthese von Lyp31-43 (79) ausgehend von einefmoc Tyr(‘Bu)-WangHarz mittels SPPS.

Die anschlieBende Kupplung mit dem SPDRker wurde unter Zugabe von NEh DMF

als Losungsmittel durchgefih{Abb. 4.79. Da die massenspektrometrische Analyse ergab,
dass noch Edukt indfm des ungekuppelten Peajsti79 vorlag, wurde das Rohprodukt erneut
mit 1 Ag. SPDP umgesetzt. Jedoch konnte hiernach weder Edukt noch P8fdirkt

Massenspektrum detektiert werden.
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HZN\)L’S\'( JLH( \)LE\W(I\(H\)LN O@ '\ N\)J\Q kg

o L
o] NH2 NH,

NH2
79
o
| A
N7 SS\/\H/O—'}E
° o
E NEts, abs. DMF
O+ _NH, o
o
o)
HZN\)J\XN\/[LE\(NJJ\E\W@( \)L IJE\(N\)LN £ on
of AR I
o NHz 07 "NH,

80
Abb. 4.74 Kupplung des Ly$31-43 (79) mit dem SPDR.inker in Lésung.

Eine Kupplung des Linkers wurde daher an fester Phasghgkifiihrt. Hierzu wurde Lys
p31-43 (79) wie oben bedwieben synthetisiert (Abb. 4.Y.5
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o
moc \)l\
FmocHN o/\@\O/O

Fmoc-Tyr('Bu)-Wang-Harz

BuO

ii) 6 Aq. Fmoc-AS, HBTU, HOBt, DMF,

1) i) 25% Piperidin in DMF
12 Aq. DIPEA

FmocHN\)l\<1( \)LH( \)LH((%( \)I\ ”\ ”\j\/j\'(N\)L IJ\ /Q\Q/

NHTrt (@) NHTrt
NH Boc

2) 25% Piperidin in DMF
23% 3) 1.5 Ag. SPDP, DIPEA, abs. DMF
4) TFA/TISIH,O0 (95:2.5:2.5)

Oy NH, O NH2
Z o) (o] o HoQ
CL HﬁYHVmH(HJLE@NJN
N ,S N N v N B
ve \/\Ic])/ ﬁ o] Ho & "o 0 ;

O NH

07 "NH, 07 "NH,

NH,
81

Abb. 4.75 Kupplung des SPDRinkers an der festen Phase.

2 OH
0 o o
Ly BYH\)L 0

Nach deretzten FmoeAbspaltung wurden 1.5 Aq. SPDP und\g. DIPEA zugefigt und fur

1 h bei Raumtemperatur gerihrt. Die Abspaltung des Kupplungsproduktes vom Harz erfolgte
mit TFA/TIS/H,O (95:2.52.5). Die Fallung aus kaltem Diethylether und anschlief¥ende

Gefriertrocknung lieferte das gewiinschte Prodikin 23% Ausbeute.

Im nachsten Schritt wurd®l mit 1.5 Ag. Lissamin Rhodamin-Barbstoff zur Synthese des

fluoreszenzmarkierten dhjugats82 umgesetzt (Abb. 4.756
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Abb. 4.76 Darstellung deddioreszenzmarkierten Konjuga82 durch Kupplung mit dem Lissamifarbstoff.

In Abb. 4.77 ist ds LCMSSpektrum des Rohprodikgezeigt, wohingegen die zugehérigen
Massenspektren in Abb. 4.78 dargestellt sind.

Intensitat

x 10°

25 LissaminFarbstoff

2.0 /
15 Produkt:82

1.0 /

0.5
0.0

BPC + All MS

[mAU] UV-Chromatogramm, 210 nm
1000

800
600
400
200

0

25 30 40 45
Zeit [min]

Abb. 4.77: Ausschnitt aus dem LCMSpekrum des Rohprodu&B2. In blau ist das,base peak
chromat ogr ammf, -Ghoomatagramm (210 ) zudehen (obev). Die Massenspektren der
relevanten Signale sind in Abb. 4.78 dargestellt.
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