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Vorbemerkung 

 

Bei der vorliegenden Dissertation handelt es sich um ein Kooperationsprojekt zwischen der 

Arbeitsgruppe von Prof. Wolfgang Maison, Institut für Organische Chemie und der 

Arbeitsgruppe von Prof. Klaus-Peter Zimmer, Zentrum für Kinderheilkunde und 

Jugendmedizin, Abteilung für Pädiatrie und Neonatologie der Justus-Liebig-Universität 

Gießen. Die in den Kapiteln 4.4 und 4.5 beschriebenen Zellassays wurden von Christian 

Zimmermann aus der Arbeitsgruppe von Prof. Zimmer durchgeführt. Diese Ergebnisse sind 

daher in der geplanten Dissertationsschrift von Christian Zimmermann ebenfalls enthalten. 

Bei dem in Kapitel 4.6 beschriebenen Nebenprojekt handelt es sich ebenfalls um eine 

Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Zimmer. Dieses wird daher in der geplanten 

Dissertationsschrift von Georg Leonhardt enthalten sein. 

Die Messung aller in dieser Dissertationsarbeit verwendeten MALDI-TOF-Spektren erfolgte 

durch Prof. Günter Lochnit aus dem Institut für Biochemie der Justus-Liebig-Universität 

Gießen.  
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1 Einleitung 

1.1 Das Immunsystem 

Der Mensch ist jeden Tag einer großen Vielfalt von potenziellen Krankheitserregern 

(Pathogenen) wie Bakterien, Viren, Pilzen oder Parasiten ausgesetzt ï durch Berührung, 

durch Aufnahme mit der Nahrung oder durch die Atemwege (Abb. 1). Tatsächlich müssen 

sich alle mehrzelligen Organismen gegen Infektion, die durch diese potenziell gefährlichen 

Eindringlinge hervorgerufen werden können, wehren.  

 

Abb. 1.1: Sekundärelektronenmikroskop-Aufnahme des gramnegativen Bakteriums Escherichia coli (links),1 

Cholerabakterien im Elektronenmikroskop (rechts).2
 

 

Die erste physikalische Barriere gegen pathogene Mikroorganismen bildet bei Wirbeltieren 

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

 

 

  

 

 

 

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

Becherzellen und Krypten.3  

Villus 
Becherzellen 

Lamina propria 
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Im Körperinneren sind Epithelien mit einer Schleimschicht, bestehend aus Mucin und anderen 

Glykoproteinen, bedeckt, die sie vor mikrobiellen, mechanischen und chemischen Angriffen 

schützt. Außerdem enthält die Schleimschicht antimikrobielle Peptide, sog. Defensine,
4-6

 die 

Pathogene abtöten oder ihr Wachstum hemmen.
7
  

Gelegentlich durchbrechen Mikroorganismen allerdings die Epithelbarrieren. Dann muss das 

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

Der menschliche Körper verfügt dabei über 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 reagiert.
8,9

  

Beide Typen von Immunantworten arbeiten Hand in Hand, um eingedrungene 

Krankheitserreger zu bekämpfen. So aktiviert das angeborene Immunsystem das adaptive 

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

Das adaptive Immunsystem hat sich in der Evolution erst vor etwa 450 Millionen Jahren 

entwickelt
 
und kommt ausschließlich bei Wirbeltieren vor. Dagegen findet man angeborene 

Immunantworten bei Wirbeltieren, Wirbellosen und auch bei Pflanzen.
10

 

 

1.1.1 Das angeborene Immunsystem 

Das unspezifische, angeborene Immunsystem bildet die erste Verteidigungsmaßnahme gegen 

eingedrungene Krankheitserreger. Diese angeborene Immunabwehr erkennt sog. 

pathogenassoziierte molekulare Muster (pathogen associated molecular patterns, PAMPs) auf 

der Oberfläche von Pathogenen, die dem eigenen Körper fremd sind. Es handelt sich dabei 

meistens um mikrobielle DNA, Lipide, Polysaccharide oder Strukturproteine.
7,11-12

 Ein 

wichtiges PAMP ist das Lipopolysaccharid (LPS), eine spezifische Klasse von Glykolipiden, 

das in der Zellwand von gramnegativen Bakterien wie E. coli vorkommt (Abb. 1.3).
1
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Abb. 1.3: Die Grundstruktur eines Lipopolysaccharids (LPS). Der hydrophobe Transmembranteil besteht aus 

sechs Fettsäureketten, die an zwei Glucosamine gebunden sind. An das LPS folgt eine lange, verzweigte 

Zuckerkette (gekennzeichnet mit R).13 

Die Erkennung erfolgt mittels speziellen Mustererkennungsrezeptoren (pattern recognition 

receptors, PRRs), welche sowohl lösliche Rezeptoren im Blut (Komponenten des 

Komplementsystems)
a
 als auch membrangebundene Rezeptoren auf der Oberfläche von 

Wirtszellen sein können. Das Binden pathogenassozierter Moleküle an spezifische 

Rezeptoren ruft zwei angeborene Immunantworten hervor: die Phagocytose durch Zellen wie 

Makrophagen und das Auslösen einer Entzündungsreaktion. Letzteres ist eine 

multikomponente, Antigen-unspezifische Reaktion des Körpers auf eine Infektion.
14

 

Ein Beispiel für einen löslichen Mustererkennungsrezeptor ist das Mannose-bindende Lektin 

(MBL), ein sog. C-Typ Lektin (Abb. 1.4).
15

  

 

Abb. 1.4: Mannose-bindendes Lektin als Trimer.16 

                                                             
a
 Das Komplementsystem ist ein Mechanismus des angeborenen Immunsystems. Es besteht aus etwa 20 

miteinander interagierenden löslichen Proteinen, die hauptsächlich in der Leber produziert werden. Sie 

zirkulieren im Blut und der extrazellulären Flüssigkeiten, wo sie inaktiv bleiben, bis eine Infektion sie aktiviert. 

Je nach Auslöser unterscheidet man den klassischen (Antikörper), den alternativen (spontan) und den Lektinweg 

(MBL).  Ursprünglich wurden diese Proteine entdeckt, weil sie die Wirkung von Antikörpern verstärken und 

ergänzen (komplementieren).  
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Dieses Serumprotein des Komplementsystems bildet Cluster aus sechs kohlenhydrat-

bindenden Köpfen, die um einen zentralen kollagenähnlichen Stiel angeordnet sind. Diese 

Konstruktion bindet spezifisch an Mannose- und Fucosereste in der Zellwand von Bakterien 

oder Pilzen (Abb. 1.5). Die Bindung von MBL an das Pathogen aktiviert über assoziierte 

Proteasen den sog. Lektinweg
17-18

 des Komplementsystems,
19

 der zur Zerstörung (Lyse) des 

Pathogens führt. 

 

Abb. 1.5: MBP bindet über seine Kohlenhydrat-erkennende Domäne (carbohydrate recognition domain, CRD) 

terminale Zucker eines Oligosaccharids (rechts). CRD des C-Typ-Lektins (Ca2+-abhängig) erkennt spezifisch 

äquatoriale OH-Gruppen an C3- und C4-Position, so wie sie z.B. in N-Acetylglucosamin, Fucose oder Mannose 

vorliegen (links).10 

Viele der membrangebundenen Mustererkennungsrezeptoren sind Mitglieder der Toll-like-

Rezeptor(TLR)-Familie (Abb. 1.6).
13,20-22

 Menschen verfügen über mindestens zehn TLRs. 

 

Abb. 1.6: Die PAMP-Erkennungseinheit des TLR3. Die 23 LRR (s. Text) sind in grün, der N-Terminus in blau 

und der C-Terminus in pink dargestellt (a). Die Struktur eines einzelnen LRR zeigt die Lage der  Aminosäure-

Seitenketten, die einen hydrophoben Kern bilden. Eine Leucinseitenkette ist in gelb dargestellt (b).23  

a)                                                                              b) 

sugars 

terminal sugar 

Ŭ-helical  

coiled           

coil 

sugars 
terminal sugars 

Ŭ-helical   

coiled coil 

 45 Å 

? 

collagen        

helix 
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Abb. 1.6 zeigt die extrazelluläre Domäne dieser Transmembranproteine, die in erster Linie 

aus sich wiederholenden Aminosäuresequenzen besteht ï man bezeichnet sie als leucinreiche 

Wiederholungen (leucine rich repeats, LRRs), weil jedes Repeat mindestens sechs Leucine 

enthält.
23-24

 Daran schließt sich eine Transmembranhelix, sowie eine intrazelluläre, signal-

übertragende TIR(Toll/Interleukin-1-Rezeptor)-Domäne an. Letztere dient als Andockstelle 

für bestimmte Proteine, die über eine Signaltransduktionskaskade zur Aktivierung eines 

Transkriptionsfaktors und letztlich zur Sekretion extrazellulärer Signalstoffe (Cytokine) 

führen.
25

 Cytokine induzieren eine Entzündungsreaktion und tragen zur Aktivierung des 

adaptiven Immunsystems bei.  

Einige Zellen des angeborenen Immunsystems können auch direkt eine adaptive 

Immunantwort induzieren, indem sie mikrobielle Antigene sog.n T-Zellen des adaptiven 

Immunsystems präsentieren. 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 peripheren Lymphorgan und stimulieren - als sog. 

Antigen-präsentierende Zellen - T-Zellen direkt zur Antwort auf die Pathogene.
26-27

    

 

Abb. 1.7: Dendritische Zellen im Elektronenmikroskop.28 

TLRs befinden sich auch auf der Oberfläche von anderen phagocytierenden Zellen wie 

Makrophagen, Monocyten, neutrophilen Granulocyten, aber auch auf den Darm- sowie 

Lungenepithelien. Bindet ein Ligand an einen solchen Rezeptor, stülpt der Phagocyt seine 

Plasmamembran über den Erreger und nimmt ihn in ein großes membranbegrenztes 

Phagosom auf. Einmal phagocytiert, setzen die phagocytierenden Zellen eine beeindruckende 

Kombination aus abbauenden Enzymen (Lysozym, Hydrolasen), antimikrobiellen Peptiden 

(Defensinen), reaktiven Sauerstoffspezies frei.  
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Außerdem setzen aktivierte Makrophagen Signalstoffe (Chemokine) frei, die eine 

Entzündungsreaktion hervorrufen, weitere phagocytierende Zellen an den Infektionsort locken 

und das adaptive Immunsystem aktivieren.
29

  

Anders als Bakterien oder Parasiten tragen Viren auf ihrer Oberfläche keine 

pathogenassozierten molekularen Muster. Im Lebenszyklus vieler Viren tritt allerdings eine 

doppelsträngige RNS als Zwischenprodukt auf. Virusinfizierte Zellen können diese aufspüren. 

Durch Synthese und Ausschüttung zweier Cytokine ï Interferon Ŭ (IFN-Ŭ) und Interferon ɔ 

(IFN-ɔ) wird ein intrazellulärer Signalweg induziert, der die Virusvermehrung hemmt. 

Außerdem werden Natürliche Killerzellen (NK-Zellen) aktiviert, die bei den infizierten Zellen 

die Apoptose einleiten.
30-31

   

 

1.1.2 Das adaptive Immunsystem 

Für die erstaunliche Spezifität der adaptiven Immunantworten ist eine Untergruppe der 

weißen Blutzellen verantwortlich: die Lymphocyten. Man findet sie stets zirkulierend 

zwischen Blut und Lymphe (farblose Flüssigkeit in den Lymphgefäßen, die die Lymphknoten 

des Körpers untereinander und mit dem Blutkreislauf verbinden) (Abb. 1.8).
32-33

  

 

Abb. 1.8: Die Lymphorgane des Menschen.34 

T-Zellen entwickeln sich im Thymus und B-Zellen im Knochenmark (engl.: bone marrow, 

daher B), die deswegen als zentrale (oder primäre) Lymphorgane bezeichnet werden. Ein Teil 

Knochenmark als Bildungsstätte von 

Lymphocten 

Lymphkapillare 

Milz  

Einmündung des Milchbrustfangs in 

linke Arm-Kopf-Vene 

Thymusdrüse 

Milchbrustgang 

Lymphknoten 

Mandeln 

Lymphgefäß 

rechter Hauptlymphgang 

Peyer-Plaques im 

Dünndarm 
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der jungen Lymphocyten reifen heran und wandern in periphere (oder sekundäre) 

Lymphorgane ï wie Lymphknoten, Milz, ephitheliale lymphatische Gewebe des Magen-

Darm-Traktes, Atemwege und Haut -  wo sie erstmals auf fremde Antigene treffen. Erst nach 

dieser Antigenaktivierung werden T- und B-Zellen, die sich ursprünglich aus den gleichen 

Stammzellen entwickeln, morphologisch unterscheidbar. Sie werden zur Proliferation 

stimuliert und reifen zu Effektor-T-Zellen, sowie antikörpersezernierenden Effektor-B-Zellen 

heran.
35

  

Es gibt zwei unterschiedliche Klassen von T-Zellen: cytotoxische T-Lymphocyten (TC) und 

Helfer-T-Zellen (TH). Während TC-Zellen infizierte Zellen direkt töten, helfen TH-Zellen bei 

der Aktivierung von Makrophagen, B-Zellen und TC-Zellen durch Ausschüttung von 

Cytokinen.
36

  

Das adaptive Immunsystem besteht aus zwei unterschiedlichen Systemen: der humoralen 

(oder Antikörper-vermittelten) Immunantwort und der zellulären (oder zellvermittelten) 

Immunantwort. Hierfür sind entsprechend die zwei unterschiedlichen Klassen von 

Lymphocyten verantwortlich: für die Ersteren die B-Zellen und für die Letzteren die T-Zellen. 

Während bei der humoralen Immunantwort Antikörper an Pathogene binden, erkennen bei der 

zellulären Immunantwort cyctotoxische T-Lymphocyten ein fremdes Antigen, welches ihnen 

auf der Oberfläche von körpereigenen Zellen (Wirtszelle) präsentiert wird, und töten diese 

pathogeninfizierte Zelle ab.  

Zudem kann sowohl die Antikörperbindung an eingedrungene Krankheitserreger, als auch die 

von T-Zellen vermittelten Signalmoleküle Makrophagen zur Phagocytose aktivieren.
37

 

 

1.1.2.1 Humorale Immunantwort  

Bei der humoralen Immunantwort binden lösliche Proteine, die man als Antikörper oder 

Immunoglobuline bezeichnet, an körperfremde Antigene und kennzeichnen diese als 

Eindringlinge von außen. Die Sekretion der Antikörper erfolgt durch Plasmazellen, die aus 

Lymphocyten (B-Zellen) hervorgehen. In diesem Zusammenhang wird ein körperfremdes 

Makromolekül, das gezielt an einen Antikörper bindet, als Antigen bezeichnet. Löst die 

Bindung eines fremden Moleküls physiologisch eine Immunantwort aus, so wird diese als 

Immunogen bezeichnet. Die spezifische Affinität eines Antikörpers richtet sich nicht gegen 
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das gesamte Antigen, sondern nur gegen eine ganz bestimmte Stelle auf diesem Molekül, 

welches als Epitop oder antigene Determinate bezeichnet wird.  

 

Antikörper 

Antikörper verteidigen den menschlichen Organismus gegen Infektionen, indem sie Viren und 

Mikroorganismen inaktivieren, sowie das Komplementsystem und verschiedene Typen von 

Lymphocyten veranlassen, die eingedrungenen Krankheitserreger zu töten. Antikörper 

werden ausschließlich von B-Zellen synthetisiert ï es gibt etwa 10
9
 verschiedene 

Antikörperproteine, jedes mit einer unterschiedlichen Aminosäuresequenz und einer 

unterschiedlichen Antigenbindungsstelle. Antikörper, die man auch als Immunoglobuline (Ig) 

bezeichnet, sind die Hauptproteinkomponenten des Bluts, wo sie etwa 20% aller 

Plasmaproteine ausmachen.
38-40

  

 

Die einfachsten Antikörpermoleküle sind Y-förmige Strukturen mit zwei identischen 

Antigenbindungsstellen (bivalente Antikörper). Die Grundstruktur enthält vier 

Polypeptidketten, zwei identische leichte Ketten oder L-Ketten (25 kD) und zwei identische 

schwere Ketten oder H-Ketten (50 kD; engl.: heavy), die jeweils über Disulfidbrücken 

miteinander verknüpft sind.
41-42

 Die Funktion der Antikörper beschränkt sich nicht nur auf die 

Fähigkeit, Antigene zu binden, sondern sie besitzen auch andere wichtige biologische 

Aktivitäten, die man als Effektorfunktionen bezeichnet.
38

 Beispielsweise starten Antikörper 

über den klassischen Weg die Komplementkaskade, welches zur Lyse der Zielzellen führt. 

Vermittelt werden diese Vorgªnge ¿ber den ĂStielñ des Y-förmigen Moleküls, den man als Fc-

Fragment (fragment crystallizing) bezeichnet. Entsprechend heiÇen die beiden ĂArmeñ Fab-

Fragmente (fragments, antigen-binding).
43-44

  

Da in einem Antikörper zwei Bindungsstellen vorhanden sind, kann es mehrere Antigene 

vernetzen. Diese Aggregate können von Makrophagen schnell phagocytiert und abgebaut 

werden. Die sog. Scharnier-Region (oder hinge-Region) erhöht zudem wegen ihrer 

Segmentflexibilität die Effizienz der Antigenbindung und der Kreuzvernetzung (Abb. 1.9).
45
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Abb. 1.9: Die durch die hinge-Region gegebene Flexibilität bei der Antigenbindung (a) sowie die 

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

Untersucht man die dreidimensionale Struktur von Antikörpermolekülen, so stellt sich heraus, 

dass jede leichte und schwere Kette aus einer bestimmten Anzahl von sich wiederholenden 

Strukturelementen, den Immunoglobulin(Ig)-Dömanen, aufgebaut ist. Diese sog. Immuno-

globulinfaltung besteht aus zwei ɓ-Faltblattstrukturen, die über eine Disulfidbrücke mit-

einander verbunden sind. Die L-Kette besteht aus einer N-terminalen variablen Domäne (VL) 

und einer C-terminalen konstanten Domäne (CL) bezogen auf die Aminosäuresequenz, 

während eine H-Kette aus einer N-terminalen VH-Region, sowie ï je nach Antikörperklasse ï 

aus drei oder vier CH-Regionen.
42

 Die Variabilität der Aminosäuresequenzen der variablen 

Domänen der L- und H-Ketten konzentriert sich auf drei kurze, sog. hypervariable oder kom-

plementaritätsbestimmende Regionen (complementarity-determining regions, CDRs), die als 

Schleifen aus dem Ende der variablen Ig-Domänen herausragen und die Antigenbindungs-

stellen bilden (Abb. 1.10).  

 

Abb. 1.10: Kristallstruktur des Fab-Fragments eines monoklonalen Antikörpers einer Maus. Die jeweils drei 

CRDs der VH-Region sind in rot und die der VL-Region in blau dargestellt.46 

Antigen 

hinge-Region 

a)                                                                   b) 

antigene           

Determinante 
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Abweichungen in der Aminosäuresequenz der Schleifen sind der wichtigste Mechanismus, 

mit dem das Immunsystem die Vielfalt der Antikörper (und auch der T-Zell-Rezeptoren, wie 

in Abschnitt 1.1.3 beschrieben wird) erzeugt.
47-49

 

Pro Antikörper-ĂArmñ nªhern sich sechs hypervariable Schleifen ï nämlich jeweils drei der 

VL- und VH-Regionen ï so einander an, dass sie eine einzige Oberfläche bilden, die die 

Antigenbindungsstelle aufbaut. Wasserstoffbrücken, elektrostatische Wechselwirkungen, van-

der-Waals-, sowie hydrophobe Wechselwirkungen ergeben eine hochspezifische, stark affine 

Antikörper-Antigen-Bindung. GemªÇ dem Ăinduced-fitñ-Modell passt sich der Antikörper zu 

einem gewissem Grad in seiner Struktur an das Antigen an.
50-53

  

In Säugetieren gibt es fünf verschiedene Klassen von Antikörpern: IgA, IgD, IgE, IgG und 

IgM. Von allen Antikörpern liegt IgG im Blutserum in der höchsten Konzentration vor (75%). 

Es ist ein vierkettiges Monomer, das während der sekundären Immunantwort ausgeschüttet 

wird und u.a. die Aktivierung des Komplementsystems unterstützt.
54-55

  

In Körpersekreten wie Muttermilch, Blut, Tränen, sowie Ausscheidungen der Atemwege und 

des Magen-Darm-Traktes ist IgA der am häufigsten vorkommende Antikörper. Während IgA 

im Blut ein Monomer aus vier Polypeptidketten ist, liegt es in den Sekreten als Dimer aus acht 

Polypeptidketten vor. Das IgA-Dimer wird mit Hilfe eines spezifischen FC-Rezeptors, 

welches auf der Oberfläche von sekretorischen Epithelzellen exprimiert ist, aus dem 

extrazellulären Raum durch die Epithelzelle hindurch in das Sekret transportiert. Dieser 

Rezeptor kann ï wenn auch wesentlich schlechter ï auch IgM in die Sekrete einbringen. Dies 

ist der Grund, warum bei Personen mit einem IgA-Mangel (das am häufigsten vorkommende 

Antikörperdefizit) keine klinischen Symptome nachweisbar sind.
56

 

 

1.1.2.2 Die zelluläre Immunantwort 

Lösliche Antikörper erkennen sehr gut extrazelluläre Krankheitserreger, bieten aber gegen 

Mikroorganismen, die sich überwiegend im Inneren einer Wirtszelle aufhalten, wie 

beispielsweise Viren, keinen Schutz. Zur Bekämpfung derartiger Pathogene ist die von T-

Zellen ausgehende zellvermittelte Immunantwort unerlässlich. Während B-Zellen und die von 

ihnen ausgeschütteten Antikörper intakte und native Antigene erkennen, reagieren T-Zellen 

mit Fragmenten (meistens kurze Peptidsequenzen) von Proteinantigenen, die innerhalb einer 
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Antigen-präsentierenden Zelle (dendritische Zellen, Makrophagen oder B-Zellen) entste-

hen.
57-58

 Die im Cytoplasma während des Proteinabbaus durch Proteasomen
59

 entstandenen 

Peptidfragmente werden auf die Zelloberfläche transportiert, wo sie - gebunden an ein inte-

grales Membranprotein ï den T-Zellen präsentiert werden.
60-63

 Hierbei handelt es sich um 

Haupthistokompatibilitätsproteine (major histocompatibility; MHC-Proteine) der Klasse I
b,64

 

(Abb. 1.11).  

                           

Abb. 1.11: Kristallstruktur eines MHC-Klasse-I-Moleküls gebunden an ein 9mer-Peptid (a) sowie Blick von 

oben auf die Peptidbindungsstelle (b).65  

Der Komplex aus körperfremdem Peptid, MHC-Protein
c
 und T-Zell-Rezeptor löst bei den 

infizierten Zellen den programmierten Zelltod (Apoptose) aus.
66-69

  

Klasse-I-MHC-Proteine bestehen aus einer membrandurchspannenden Ŭ-Kette (44 kD), die 

nicht kovalent an ein extrazellulªres, kleineres Polypeptid (12 kD), dem ɓ2-Mikroglobulin 

gebunden ist.
70-72

 Die Ŭ-Kette besteht aus drei extrazellulªren Domªnen (Ŭ1, Ŭ2 und Ŭ3), wobei 

Ŭ3 und die ɓ2-Mikroglobulin-Untereinheit eine Immunoglobulinfaltung besitzen. Die beiden 

Helices der Ŭ1- und Ŭ2-Domänen bilden die Peptidbindungstelle für die Präsentation an 

cyctotoxische T-Lymphocyten.
72

 

Während MHC-Proteine
c
 der Klasse I auf fast allen Zellen vorhanden sind, findet man 

Klasse-II -MHC-Proteine nur auf Antigen-präsentierenden Zellen.
73-74

 Letztere bestehen aus 

                                                             
b
 Dass cyctotoxische T-Zellen ihre Antigene spezifisch, aber nur in Kombination mit körpereigenen MHC-

Proteinen erkennen, wurde erstmals 1974 von Zinkernagel und Doherty entdeckt, wofür sie 1996 den Nobelpreis 

in Medizin erhielten. 

 
c
 Da man MHC-Proteine bei Menschen erst auf Leukocyten (weißen Blutzellen) entdeckte, heißen sie hier HLA- 

(human leukocyte antigen) Antigene.  

 

Ŭ1 domain   Ŭ2 domain 
Ŭ1 domain 

Ŭ2 domain 
Ŭ3 domain 

ɓ2m  

Peptid 

Peptid 

a)                                                                  b) 
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zwei membrandurchspannenden Polypeptidketten (Ŭ- (33 kD) und ɓ-Kette (30 kD)), mit 

jeweils einer Ig-ªhnlichen Domªne (Ŭ2 und ɓ2). Die Peptidbindungsstelle zur Präsentation an 

Helfer-T-Zellen wird von den Domªnen Ŭ1 und ɓ1 gebildet (Abb. 1.12).
75-79

  

 

Abb. 1.12: Kristallstruktur eines MHC-Klasse-II -Proteins gebunden an ein Peptid (a) sowie Blick von oben auf 

die Peptidbindungsstelle (b).74 

Klasse-II -MHC-Proteine präsentieren Helfer-T-Zellen Peptide, die durch den Abbau von, 

durch Endocytose aufgenommenen, Proteinen stammen.
67

 Anders als cytotoxische T-Zellen, 

sind Helfer-T-Zellen sowohl für die Abwehr von extrazellulären, als auch intrazellulären 

Krankheitserregern unerlässlich.  

Helfer-Zellen aktivieren B-Lymphocyten zur Produktion von Antikörpern, induzieren bei 

Makrophagen die Phagocytose und helfen cyctotoxischen T-Zellen bei der Tötung infizierter 

Zellen.
74

 Sie tun dies durch die Sekretion verschiedener Cytokine und durch die Expression 

von kostimulatorischen Proteinen auf ihrer Oberfläche. Einmal aktiviert, können aus einer 

Helfer-T-Zelle zwei unterschiedliche Typen von Effektorzellen entstehen: TH1-Zellen 

(Sekretion von IFN-ɔ oder TNF-Ŭ), die bei der Aktivierung von Makrophagen und TC-Zellen 

helfen, sowie TH2-Zellen (Sekretion von Interleukinen), die B-Zellen helfen.
80

  

Während also cyctotoxische T-Zellen Peptide auf MHC-Klasse-I-Proteinen erkennen, werden 

Helfer-T-Zellen diese auf MHC-Klasse-II -Proteinen präsentiert.
74,81-84

 Die Erkennung erfolgt 

bei beiden Typen von T-Zellen mittels eines membrangebundenen T-Zell-Rezeptors, der in 

seiner Form Antikörpern sehr ähnlich ist. Dieser Antigen-Rezeptor besteht aus zwei 

Polypeptidketten (Ŭ  und ɓ (jeweils 43 kD)), die beide die Plasmamembran durchspannen und 

über eine Disulfidbrücke miteinander verbunden sind. Die Ŭ- und ɓ-Ketten weisen jeweils 

zwei Ig-ähnliche Domäne mit einer konstanten und einer variablen Region auf.
85-88

 Die 

Ŭ1 ɓ1 

Ŭ2 
ɓ2 

Ŭ1 

ɓ1 

Peptid 
a)                                                       b) 
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variablen Regionen der Ŭ- und ɓ-Kette eines T-Zell-Rezeptors bilden eine Bindungsstelle, die 

den Komplex aus MHC-Protein sowie dem daran gebundenen körperfremden Peptid 

erkennt.
89-90

   

 

Abb. 1.13: Der T-Zell-Rezeptor. Die drei CRDs der VŬ- und Vɓ-Domänen sind jeweils in grün, gelb und rot 

dargestellt.74 

Die Affinität eines T-Zell-Rezeptors zu seinem MHC-Peptid-Komplex auf der Antigen-

präsentierenden Zelle bzw. der Zielzelle ist in der Regel zu gering, um eine erfolgreiche 

Wechselwirkung zwischen den Zellen zu erzeugen. T-Zellen benötigen daher sog. 

Korezeptoren, die durch die Erhöhung der Gesamtstärke der Zell/Zell-Adhäsion die 

spezifische Bindung unterstützen.  

TC-Zellen exprimieren an ihrer Oberfläche ein als CD8
d
 bezeichnetes Transmembranprotein, 

welches aus zwei Polypeptidketten besteht, in der die Ig-ähnlichen extrazellulären Domänen 

nicht mit dem Antigen, sondern mit den konstanten Regionen des MHC-Klasse-I-Proteins in 

Wechselwirkung treten.
91-93

  

Im Gegensatz dazu wird von TH-Zellen der Korezeptor CD4
e
 exprimiert, der an MHC-Klasse-

II -Proteinen bindet.
94-97

 Dieses besteht aus vier extrazellulären Immunoglobulin-Domänen 

und einem kleinen cytoplasmatischen Abschnitt.  

                                                             
d Die Abk¿rzung CD steht f¿r ,,cluster of differentiationñ (Differenzierungscluster) und bezeichnet einen 
Zelloberflächenmarker, mit dessen Hilfe man eine Abstammungslinie/Differenzierungsstadium erkennen kann. 

e AIDS (erworbenes Immundefektsyndrom; engl.: ,,aquired immunodeficiency syndromeñ) ist ein Beispiel daf¿r, 
dass TH-Zellen zu den wichtigsten Zellen der adaptiven Immunantwort gehören, da sie bei der Aktivierung fast 

aller adaptiven Immunantworten beteiligt sind. Das HI-Virus nutzt u.a. den CD4-Korezeptor, um in Helfer-

Zellen einzudringen. Ohne Helfer-T-Zellen können sich Aids-Patienten nicht einmal gegen harmlose 

Mikroorganismen wehren und sterben an den Folgen einer Infektion. 

VŬ 
Vɓ 

CŬ Cɓ 
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Abb. 1.14: a) TC-Zellen erkennen mit Hilfe des Korezeptors CD8 körperfremde Peptide, die von MHC-Klasse-I-

Proteinen präsentiert werden (aus Übersichtsgründen sind nur die Ig-Domänen dargestellt, die an der MHC-

Bindung beteiligt sind).98 b) TH-Zellen erkennen mit Hilfe des Korezeptors CD4 MHC-Klasse-II -Peptid-

Komplexe, die ihnen von APCs dargeboten werden.99
 

Darüber hinaus sind T-Zell-Rezeptoren in der Plasmamembran mit sechs anderen 

Membranproteinen assoziiert (sog. CD3-Komplex), die, die durch eine Antigenbindung 

verursachte Signalkaskade, ins Innere der Zelle weiterleiten.
100-101

  

Die Signalübertragungswege lösen bei cyctotoxischen T-Zellen die Ausschüttung eines in der 

Membran der Zielzelle porenbildenden Proteins (Perforin) und  bestimmter Proteasen 

(Granzyme) aus. Gleichzeitig wird durch Fas-Rezeptor-vermittelte (ein ,,Apoptoserezeptorñ 

auf der Oberfläche vieler Zellen) Reaktion die Apoptose der Zielzelle initiiert.
102-104

 Hingegen 

werden Helfer-Zellen zur Sekretion von Cytokinen (IFN-ɔ, IL-2) angeregt, welche die 

Vermehrung, Differenzierung sowie Antikörperproduktion solcher Zellen, die an der 

Pathogenabwehr beteiligt sind, unterstützen.   

Zur Verstärkung der T-Zell-Antwort nutzen auch Antigen-präsentierende Zellen sog. 

kostimulatorische Proteine (z.B. B7-Proteine), die von einem weiteren Korezeptor CD28 auf 

der Oberfläche der T-Zelle
105

 bzw. dem Korezeptor CD19 auf der Oberfläche einer B-Zelle 

erkannt werden.
106-107

 Die Expression von kostimulatorischen Proteinen auf der Oberfläche 

von APCs wird erst durch die Bindung eines PAMPs an einen T-Zell-Rezeptor induziert. 

TCRɓ 

TCRŬ 

CD8ɓ 

ɓ2m 

         Antigen-präsentierende Zelle                                              T-Zelle 

CD8Ŭ 

                   T-Zelle                                             Antigen-präsentierende Zelle 
  a)                                                                        b) 
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Somit vermeidet das Immunsystem 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 schützen. Gleichzeitig müssen Angriffe gegen körpereigene Strukturen 

verhindert werden. Immunzellen, die Autoantigene erkennen entstehen durchaus, werden aber 

durch Selektionsprozesse schon in einem frühen Entwicklungsstadium abgetötet oder 

inaktiviert.  

Die im Thymus produzierten unreifen T-Zell-Vorläufer exprimieren zunächst alle einen T-

Zell-Rezeptor, sowie sowohl einen CD4- als auch CD8-Korezeptor. Durch positive Selektion 

werden diejenigen Zellen beseitigt, die unabhängig ob Autoantigen oder fremdes Antigen, 

nicht mit angemessener Affinität an MHC-Proteine der Klasse-I oder Klasse-II binden (über 

95%).
108-109

 Die überlebenden Zellen werden in einem zweiten Schritt einer negativen 

Selektion unterworfen.
110

 Hier werden Zellen, die eine hohe Affinität für an körpereigene 

Peptide gebundene MHC-Komplexe besitzen, zur Apoptose induziert (variiert zwischen 5 und 

70%).
111

 Somit schließen nur solche T-Zellen ihre Entwicklung ab, die nicht mit 

Selbstantigen-MHC-Komplexen reagieren und reifen entweder zu cytotoxischen T-Zellen (die 

nur CD8 exprimieren) oder zu T-Helferzellen (die nur CD4 exprimieren) heran, sofern sie im 

peripheren Lymphorgan durch eine Antigenbindung stimuliert werden. Trotzdem überleben 

einige selbstreaktive Zellen, welche durch sog. regulatorische T-Zellen supprimiert werden. 

Zur Differenzierung und Proliferation von Lymphocyten ist nicht nur die Antigenbindung, 

sondern auch ein kostimulatorisches Signal nötig, welches erst durch den Kontakt mit 

körperfremden Krankheitserregern ausgelöst wird.
106

 Da selbstreaktive Lymphocyten in 

Abwesenheit solcher Signale auf ihr Antigen treffen, bleibt ihre Aktivierung aus. 
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Abb. 1.15: Selektion von T-Zellen zur Induktion von Selbsttoleranz. 

Der Selektionsprozess führt das Immunsystem zur sog. Selbsttoleranz: das Unvermögen 

gegen körpereigene Strukturen zu reagieren. Nach einem ähnlichen Prinzip läuft die 

Entwicklung von B-Zellen ab. B-Zellen, deren Antikörper stark mit Selbstantigenen 

reagieren, werden unterdrückt bzw. abgetötet.  

 

1.1.4 Autoimmunkrankheiten  

Der Selektionsprozess im Thymus unterdrückt wirksam die Immunantwort gegen 

Selbstantigene. Trotzdem kann die Toleranz gegen körpereigene Strukturen gelegentlich 

gebrochen werden, so dass T- und B-Zellen gegen Selbstantigene reagieren. In solch einem 

Fall liegt eine sog. Autoimmunerkrankung vor. Eine charakteristische Eigenschaft von 

Autoimmunkrankheiten ist, dass selektiv körpereigene Zellen, Organe oder Gewebe als 

Target für eine bestimmte Population von sog. autoreaktiven T- oder B-Zellen dienen. 

Beispiele für Autoimmunkrankheiten sind der insulinabhängige Diabetes mellitus, die 

Multiple Sklerose, die rheumatoide Arthritis sowie die Glutenunverträglichkeit.
112-114

  

In vielen Fällen ist nicht geklärt, wodurch die selbstreaktiven Lymphocyten oder Antikörper 

entstehen. Oft können infektiöse Bakterien oder Viren eine Rolle spielen. Die Infektion führt 

dann zur Entstehung von Antikörpern und T-Zellen, die mit dem Erreger-Antigen reagieren. 

Ähnelt dieses Antigen stark einem Selbstantigen, kann eine Autoimmunreaktion die Folge 

sein.  

positive Selektion   negative Selektion 

TCR 

TCR 

CD4 

CD8 

Helfer-T-Zelle 

(CD4-positiv) 

cytotoxische T-Zelle 

(CD8-positiv) 
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1.2 Glutenunverträglichkeit  

Mit einer Prävalenz von etwa 1% ist die glutensensitive Enteropathie (auch Zöliakie genannt) 

eine der häufigsten Autoimmunerkrankungen des Gastrointestinaltrakts in der westlichen 

Bevölkerung. Gleichzeitig zählt sie zu den häufigsten Lebensmittelsunverträglichkeiten. Die 

Aufnahme von Proteinen (Gluten) aus Weizen, Roggen, Gerste oder Hafer führt bei genetisch 

prädisponierten Personen zu einer chronischen Entzündungsreaktion im Magen-Darm-Bereich 

ausgelöst durch eine Fehlreaktion des Immunsystems.  Die bislang einzige Therapie der 

Zöliakie ist ein lebenslanger Verzicht auf glutenhaltige Lebensmittel.
115-118

  

Histologisch unterscheidet sich die Dünndarmschleimhaut eines Zöliakiepatienten von dem 

eines gesunden Menschen durch eine Zottenatrophie, Kryptenhyperplasie und Expansion der 

Lamina propria (Darmwandschicht direkt unterhalb des Epithels) durch Einwanderung von 

Lymphocyten. Die Rückbildung der Zotten (Villi), ein sog. Zottenschwund, führt zu einer 

Oberflächenreduktion der Dünndarmschleimhaut (Abb. 1.16). Dadurch können 

Zöliakiepatienten Nährstoffe nicht mehr in ausreichender Form aufnehmen ï Mangel-

erscheinungen wie vermindertes Wachstum, Anämie oder Osteoporose sind die Folge. Zu den 

weiteren Symptomen zählen: Durchfall, Blähungen, Gewichtsverlust, Müdigkeit und 

Schwäche.
119-120

  

 

Abb. 1.16: Histologie der Dünndarmschleimhaut unter normalen Bedingungen (links) und bei Zöliakie (rechts). 

Zu sehen ist die Zottenatrophie, die Kryptenhyperplasie sowie die Vermehrung der intraephithelialen 

Lymphocyten. Die jeweils kleineren Abbildungen zeigen rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der  

gesunden Zotten (Villi) bzw. eine Zottenatrophie. (LP) Lamina propria, (V) Zotten, (C) Krypten.121 
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Zöliakiepatienten entwickeln Antikörper gegen Gliadin und die Gewebetransglutaminase 2    

(tissue transglutaminase 2; tTG2) ï letzteres ist ein körpereigenes Enzym und somit ein Indiz 

dafür, dass Glutenunverträglichkeit als Autoimmunkrankheit angesehen werden kann.
122-123

 

Der serologische Nachweis von Anti-IgA- und Anti-IgG-Transglutaminase-Antikörpern, 

sowie Anti-Endomysium-Antikörpern kann zur Diagnostik von Zöliakie herangezogen 

werden, gefolgt von Dünndarmbiopsien.
120,124

 

 

1.2.1 Eigenschaften von Gluten 

Für die meisten Menschen stellt Getreide einen wichtigen Bestandteil zur Aufrechterhaltung 

des Stoffwechsels dar und gewährleistet eine gesunde, ausgewogene Ernährung. 

Zöliakiepatienten allerdings müssen glutenhaltige Getreideprodukte strikt meiden, da die 

orale Aufnahme zu einer Schädigung der Dünndarmschleimhaut und zu Entzündungen im 

Darmtrakt führt. Weizenproteine werden aufgrund ihrer Löslichkeit in vier Gruppen unterteilt: 

Albumine (löslich in Wasser), Globuline (löslich in Salzlösung (z.B. 10% NaCl), Glutenine 

(z.T. löslich in saurer oder alkalischer Lösung) und Gliadine (löslich in Alkohol). 

Gliadinpeptide (Monomere) und Gluteninpeptide (Polymere aufgrund von Disulfidbrücken) 

werden als ĂGlutenñ zusammengefasst. Gluten (,,KlebereiweiÇñ) ist ein Gemisch aus 90% 

Proteinen, 8% Lipiden und 2% Kohlenhydraten und hat für die Backeigenschaften von 

Weizenmehl eine zentrale Bedeutung. In Abhängigkeit von der Aminosäuresequenz (etwa 

250-300 Aminosäuren) können Gliadine in weitere Untergruppen (Ŭ-, ɔ- und ɤ-Gliadine) 

unterteilt werden. Bei den Gluteninen unterscheidet man zwischen sog. Ăhigh-molecular-

weightñ(HMW)- (650-800 Aminosªuren) und Ălow-molecular-weightñ(LMW)-Glutenin (270-

330 Aminosäuren) (Abb. 1.17).
120,125

   

                                

Abb. 1.17: Die Bestandteile von Weizenproteinen.125 

Weizen 

Albumin Globulin Gliadin Glutenin 

Ŭ-, ɓ-, ɔ-Gliadine HMW-, LMW-Glutenin 
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Die in Alkohol löslichen Fraktionen von unterschiedlichen Getreidesorten werden als 

ĂProlamineñ bezeichnet. Tabelle 1 zeigt eine ¦bersicht ¿ber die Prolamine verschiedener 

Getreidesorten. Prolamine stellen die toxischen Bestandteile der einzelnen Getreidesorten dar 

und sind Auslöser für die Glutenerkrankung.  

 

Tabelle 1: Übersicht über die toxischen Prolamine.
126

 

Getreidesorten   Prolamine 

  

Weizen (Gluten) Gliadin und Glutenin 

Roggen Secalin 

Gerste Hordein 

Hafer Avenin 

 

Von allen Prolaminen ist die Toxizität des Gliadins am besten charakterisiert. Gliadinpeptide 

bestehen zu einem großen Anteil aus den beiden Aminosäuren Glutamin (35%) und Prolin 

(15%). Prolylreste zeigen aufgrund des in einen Fünfring eingebundenen Stickstoffs eine 

relativ hohe Stabilität gegenüber der enzymatischen Verdauung durch gastrointestinale 

Proteasen wie Trypsin oder Chymotrypsin. So gelangen Glutenproteine während ihrer 

Verdauung in Form relativ langer Peptidketten vom Magen ins Duodenum (Zwölffingerdarm) 

und werden erst im Darmlumen durch mucosale, prolinspezifische Peptidasen langsam 

gespalten.
127

  

Aktuellen Erkenntnissen zufolge gibt es in Abhängigkeit von der Aminosäuresequenz zwei 

unterschiedliche Gruppen von Gliadinpeptiden, die auf unterschiedliche Art und Weise in den 

Krankheitsprozess involviert sind. Sog. ,,toxischeñ Peptide kºnnen direkt Epithelschªden 

verursachen, wohingegen ,,immunodominanteñ Peptide T-Zellen stimulieren können, die 

wiederum durch die Ausschüttung inflammatorischer Cytokine eine Immunreaktion 

induzieren.
127-128
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1.2.2 Das Autoantigen der Zöliakie: die Transglutaminase 

Durch die repetitive Präsenz von Glutamin und Prolinresten stellen Gliadinpeptide ideale 

Substrate für das körpereigene Enzym Gewebetransglutaminase (tTG2) dar (Abb. 1.18).
129

 

Die tTG kommt u.a. in Fibroblasten, Endothelzellen und Monocyten vor. Sie ist intrazellulär 

lokalisiert, kann aber durch bestimmte Mechanismen (wie z.B. eine Infektion, mechanischer 

Stress oder eine Entzündungsreaktion) in den extrazellulären Raum freigesetzt werden. 

Transglutaminasen nehmen wichtige biologische Funktionen im Körper ein, indem sie 

Proteine selektiv miteinander kreuzvernetzen. So unterstützt tTG im Rahmen einer Apoptose 

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 gefährliche Antigene aus der Zelle heraustreten.
130-131

  

 

Abb. 1.18: Kristallstruktur von der Gewebetransglutaminase 2 (tTG2) gebunden an einen Inhibitor (Ac-

P(DON)LPF-NH2). Die N-terminale ɓ-Faltblattstruktur ist in blau, die katalytische Domäne in grün und die zwei 

C-terminalen ɓ-Faltblätter sind in gelb und rot dargestellt. (DON: 6-Diazo-5-oxo-norleucin).132   

Die Ca
2+

-abhängige tTG2 ist in Abhängigkeit vom pH-Wert sowohl zur Transamidierung als 

auch zur Deamidierung von Glutaminresten in Proteinen befähigt (Abb. 1.19). Bei der 

Transamidierung wird ein primäres Amin (häufig Lysin) einer Polypeptidkette mit der 

Glutaminseitenkette eines Proteins durch Bildung einer Isopeptidbindung kreuzvernetzt. Bei 

einem pH unterhalb von 6.5 oder bei Abwesenheit eines Amins erfolgt die Deamidierung von 

Glutamin zur Glutaminsäure. Beide Reaktionen werden im aktiven Zentrum des Enzyms 

durch die Thiolgruppe eines Cysteins und durch die Bildung eines Thioesters als Intermediat 

katalysiert.
132-133

  

Inhibitor 
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Abb. 1.19: Die Transglutaminase (tTG2) katalysiert bei einem pH > 6.5 die Transamidierung (Crosslinking) von 

Glutaminseitenketten in Proteinen oder Polypeptiden (links). Bei sinkendem pH oder bei Abwesenheit eines 

primären Amins überwiegt die Deamidierungsreaktion (rechts).119  

 

1.2.3 MHC-II -Gliadin-Komplexe 

Aufgrund des im Dünndarm vorherrschenden sauren Milieus resultieren bevorzugt 

deamidierte Gliadinpeptide. Diese Peptide binden nun aufgrund der negativen Ladung mit 

höherer Affinität an die MHC-Klasse-II -Proteine (Haupthistokompatibilitätsproteine; engl.: 

major histocompatibility) HLA-DQ2 bzw. HLA-DQ8 auf der Oberfläche von Antigen-

präsentierenden Zellen (APCs). Außerdem liegen die Prolin-reichen Glutenepitope in einer 

sog. Polyprolin-II -helicalen Konformation vor, die von allen gebundenen MHC-II -Liganden 

eingenommen wird (Abb. 1.20). Beide Faktoren führen zur Bildung eines stabilen MHC-II -

Gliadin-Komplexes.
134-135

 Die Erkennung des MHC-II -Gliadin-Komplexes durch 

körpereigene Helfer-T-Zellen induziert das adaptive Immunsystem, welches zur Sekretion 

von inflammatorischen Cytokinen, wie IFN-ɔ oder TNF-Ŭ, f¿hrt und eine Entz¿ndungs-

reaktion der Dünndarmschleimhaut zur Folge hat.
136
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Abb. 1.20: Bindung eines Prolin-reichen Peptids (z.B. Gliadinpeptid) an HLA-DQ2 in der bevorzugten 

Polyprolin-II-helicalen Konformation. Dargestellt sind die Wechselwirkungen der Peptidseitenketten mit den 

HLA-DQ2-Bindungstaschen (P1, P4, P6, P7 und P9) sowie H-Brückenbindungen der NH-Gruppen des 

Peptidrückgrates (gestrichelte Linien).134 

Die HLA(human leukocyte antigens)-Antigene sind eng mit dem Ausbruch von Zöliakie 

assoziiert. Über 90% aller Zöliakiepatienten exprimieren HLA-DQ2, wohingegen die 

restlichen HLA-DQ2-negativen Zöliakiepatienten den Genotyp für HLA-DQ8 besitzen. Etwa 

25% der europäischen Bevölkerung exprimieren den HLA-DQ2 Genotyp, doch nur 4% dieser 

genetisch prädisponierten Individuen entwickelt auch tatsächlich Zöliakie.
115,137

 Warum die 

meisten HLA-DQ2- bzw. -DQ8-positive Menschen trotz genetischer Prädisposition eine 

Toleranz gegenüber Getreideproteinen wie Gluten entwickeln können, ist derzeit noch nicht 

geklärt.  
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2 Kenntnisstand 

2.1 Pathogenesemodell von Zöliakie 

Gliadinpeptide können aufgrund des hohen Prolinanteils nicht bzw. nicht vollständig durch 

gastrointestinale Enzyme hydrolisiert werden. Im Darmlumen liegen sie in Form von relativ 

langen Peptidfragmenten (10-50 Aminosäuren) vor.
127

 Bei einer vorliegenden 

Zöliakieerkrankung scheint ihre Passage durch die intestinale Epithelschicht aufgrund einer 

abgeschwächten Barrierefunktion erleichtert zu sein. Mögliche Ursachen hierfür könnten 

Infektionen oder mechanischer Stress sein.
138

 

Nachdem die Gliadinpeptide in der Lamina propria vorliegen, werden einige Ăimmuno-

dominateñ Peptide, so wie das p56-88 oder p56-68, durch die Gewebetransglutaminase 

(tTG2) deamidiert. Dadurch entstehen Epitope, die mit einer höheren Affinität an die MHC-

II -Proteine HLA-DQ2 bzw. HLA-DQ8, welche auf der Oberfläche von Antigen-

präsentierenden Zellen exprimiert werden, binden. Der Gliadin-HLADQ2/DQ8-Komplex 

wird von spezifischen CD4
+
 T-Helfer-Zellen des adaptiven Immunsystems erkannt, die die 

Sekretion von inflammatorischen Cytokinen, wie TNF-Ŭ und IFN-ɔ, induzieren ï eine 

Entzündung der Dünndarmschleimhaut ist die Folge. Die aktivierten CD4
+
 T-Zellen 

unterstützen des Weiteren B-Zellen bei der Aussschüttung von spezifischen Gliadin- bzw. 

tTG2-Antikörpern. Die Entzündungsreaktion aktiviert auch cytotoxische T-Lymphocyten, die 

Schäden an der Schleimhaut verursachen, was zur typischen Zottenatrophie und 

Kryptenhyperplasie bei Zöliakiepatienten führt.
139

 Durch die adaptive Immunantwort können 

jedoch nicht alle mit Zöliakie verbundenen Symptome erklärt werden ï so wie beispielsweise 

die Expansion der Lamina propria durch die Einwanderung von intraephitelialen 

Lymphocyten (diese befinden sich zwischen den Ephitelzellen an der basolateralen Seite des 

Epithels).  

Hier kommen die sog. Ătoxischenñ Peptide (z.B. p31-43) zum Tragen, die das angeborene 

Immunsystem aktivieren. Das Peptid p31-43 kann direkt ein Stressignal ausüben, indem es 

Epithelzellen, Makrophagen und dendritische Zellen zur Sekretion von Interleukin 15 (IL-15) 

induziert. Unter diesen Bedingungen exprimieren Enterocyten MHC-I-Proteine wie MIC (ein 

Stressprotein) oder HLA-E und intraephitheliale Lymphocyten (IEL) und Natürliche 

Killerzellen die zugehörigen Rezeptoren (NKG2D bzw. NKG2C). Das Binden der Rezeptoren 



 Kenntnisstand 

24 
 

an ihre Liganden löst die cytotoxischen Funktionen beider Lymphocyten aus und führt 

letztendlich zur Apoptose der Epithelzellen, wodurch die Permeabilität der Dünndarm-

schleimhaut erhöht wird. Nun können größere Mengen an Gliadinpeptiden die Zellmembran 

passieren und der Krankheitsprozess setzt sich weiter fort.
117-118,140

 

 

Abb. 2.1: Das Zusammenspiel von angeborenen und adaptiven Immunantworten gegenüber dem Glutenverzehr 

bei der Pathogenese von Zöliakie.139  

 

Da toxische und immunodominante Gliadinpeptide eine so unterschiedliche Wirkung auf das 

Immunsystem ausüben, wird vermutet, dass verschiedene Prozessierungsmechanismen 

vorliegen, die entweder die Eigenschaften des Antigens ändern oder dessen Präsentation an 

den MHC-Proteinen. 
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2.2 Intrazelluläre Transportvorgänge 

Die Plasmamembran bildet die Grenzfläche zwischen Zellen und ihrer Umgebung. Sie ist eine 

dynamische Struktur und trennt das intrazelluläre Milieu (Cytoplasma) von der 

extrazellulären Umgebung durch kontrollierte Auf- und Abgabe von Materie (z.B. Hormone, 

Peptide). Zu den vielfältigen Funktionen der Plasmamembran zählt die Signaltransduktion, 

interzelluläre Kommunikation, intrazelluläre Homöostase und die Immunantwort. Um diese 

Aufgaben zu erfüllen, muss die barrierebildende Plasmamembran überwunden werden. 

Hierfür gibt es verschiedene Mechanismen.
141

  

Kleine, lipophile Moleküle können die Lipiddoppelschicht der Membran durch passive 

Diffusion entlang eines Konzentrationsgefälles durchwandern. Kleine, wasserlösliche 

Moleküle (wie z.B. Aminosäuren, Zucker, Wasser und Ionen) passieren die Plasmamembran 

durch Poren (sog. tight junctions), Kanäle oder aktive Transporter. Oligopeptide können 

durch Endocytose mit Hilfe von Vesikeln ins Zellinnere gelangen, wo ihr Abbau erfolgen 

kann.
142-143

 

Bei der Endocytose unterscheidet man zwischen Phagocytose (Aufnahme von großen 

Partikeln) und Pinocytose (Aufnahme von in Flüssigkeit gelösten Partikeln). Phagocytose ist 

nur einigen spezialisierten Zellen des Immunsystems, nämlich Makrophagen, dendritischen 

Zellen, Monocyten und neutrophilen Granulocyten, vorbehalten. Bindet der Rezeptor (z.B. 

TLR oder Ig-Rezeptor) des Phagocyts ein mit Antikörpern umgebenes Bakterium (der 

Prozess, in dem Antikörper Pathogene markieren wird als Opsonierung bezeichnet), so nimmt 

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

 

Abb. 2.2: FC-Rezeptor (Membranrezeptor auf der Oberfläche von phagocytierenden Zellen, der an FC-Domäne 

von Antikörpern bindet) erkennt ein von Immunoglobulinen umhülltes Bakterium. Eine Signalkaskade induziert 

die Umlagerung von Aktinfilamenten ï das Bakterium wird in ein Phagosom aufgenommen.141 

Actin 
Cdc42 Antikörper   

FC-Rezeptor Rac 
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Die durch Proteinabbau entstandenen bakteriellen Peptide werden an der Oberfläche der 

phagocytierenden Zelle den T-Zellen des adaptiven Immunsystems präsentiert (siehe 

Abschnitt 1.1).  

Im Gegensatz zur Phagocytose kommt die Pinocytose in fast allen Zellen vor. In 

Abhängigkeit von der Art des aufzunehmenden Produktes (Ligand, Rezeptor, Lipid) 

unterscheidet man des Weiteren z.B. die Rezeptor-vermittelte, die Clathrin-abhängige oder 

die Caveolin-vermittelte Endocytose (Abb. 2.2).
144

 

 

Abb. 2.3: Verschiedene Mechanismen zur Aufnahme von extrazellulärem Material über die Plasmamembran.141  

 

In polaren Epithelzellen gibt es zusätzlich den gerichteten Transport, die Transcytose. 

Darunter versteht man den 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).
145

 

 

2.2.1 Endocytose 

Als Endocytose bezeichnet man den Eintritt von Molekülen durch Membraneinstülpungen, 

die sich im Verlauf des Prozesses von der Zellmembran abschnüren. Die internalisierten 

Moleküle befinden sich nun in sog. endocytotischen Vesikeln (EV) und durchlaufen 

verschiedene membranumschlossene Zellorganelle im Endomembransystem. Als erstes 

erfolgt die Fusion mit frühen Endosomen (EE). Aufgrund des vorliegenden sauren pH-Werts 

(pH = 5.9-6.5) erfolgt hier beispielsweise die Dissoziation von Rezeptor-Ligand-Komplexen. 

Während die Rezeptoren über Recyclingvesikel (RV) wieder zurück an die Plasmamembran 
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transportiert werden, werden ihre Liganden mit Hilfe von Carriervesikeln (CV) in späte 

Endosomen (LE) geleitet, wo ihr lysosomaler Abbau stattfindet (Abb. 2.4).
146

  

 

Abb. 2.4: Intrazelluläre Transportvorgänge von Makromolekülen durch die verschiedenen Zellkompartimente 

des Endomembransystems. Gezeigt ist sowohl die Endo- als auch Exocytose (Abkürzungen siehe Text).146  

Damit die EE ihre vielfältigen Funktionen während des Endocytosewegs ausüben können, 

sind verschiedene Proteine notwendig. Für die Aufnahme von inkorporiertem Material in die 

EE (Fusion) sind GTPasen wie beispielsweise das Rab5 (Ras-associated binding protein) und 

EEA1 (early endosomal antigen 1) ï letzteres dient auch als Markerprotein für EE ï uner-

läßlich.
147

  

Wªhrend die EE eher als ,,Sortierstationñ dienen, erfolgt in den LE erstmals der lysosomale 

Abbau von internalisierten Stoffen. Lysosomale Hydrolasen ï erhalten durch Austausch mit 

dem trans-Golgi-Netzwerk ï initiieren begünstigt durch den pH-Wert (pH = 5.0-6.0) den 

Abbauprozess. Auch hier spielen GTPasen wie das Rab7 und Rab9 eine entscheidende Rolle. 

Nützliche Markerproteine für LE sind hochgradig glykosylierte Proteine wie LAMPs 

(lysosome-associated membrane proteins) oder lgps (lysosomal membrane glyoproteins).  
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In der letzten Phase des Endocytosewegs erhalten die Lysosomen (LY) endocytiertes Material 

durch Fusion mit den späten Endosomen. Hier erfolgt der abschließende Verdau durch 

Hydrolasen (wie z.B. Proteasen oder Lipasen) bei einem pH-Wert von 5.0-5.5 - oder die 

Speicherung von unverdaulichem Material.
146

  

 

2.2.2 Transcytose in polaren Epithelzellen 

Nahrungsproteine werden nach ihrer Aufnahme zuerst durch Proteasen wie Pepsin, Trypsin 

oder Chymotrypsin im Gastrointestinaltrakt hydrolisiert und zu Peptiden unterschiedlicher 

Länge gespalten. Antigene, die gegenüber den harschen Bedingungen im Magen resistent 

waren, müssen im nächsten Verdauungsprozess das intestinale Epithel sowohl als 

physikalische, als auch als biologische Barriere passieren. Die Oberfläche des 

Dünndarmepithels ist von einer Monoschicht aus Epithelzellen umgeben. Bei 80% der 

Epithelzellen handelt es sich um Enterocyten mit einer charakteristischen, apikalen 

Bürstensaummembran und sog. Mikrovilli (Zotten). Diese bewirken eine enorme 

Vergrößerung der Oberfläche und ermöglichen dadurch die Resorption verschiedener 

Nahrungsproteine. Gegen das Lumen weisen die Enterocyten eine sog. Glycocalix auf, 

welche aus Glycokonjugaten (Glycoproteine und Glycolipide) besteht.
142-143

  

In polaren Epithelzellen ist die Zelloberfläche 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 Oberfläche sind die 

Enterocyten durch kleine 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 für die spezifische und effiziente Resorption 

von Nahrungsbestandteilen nötig sind.  

Abb. 2.5 zeigt mögliche Endocytosewege in einer polarisierten Epithelzelle. Von der 

basolateralen Membran internalisiertes Material wird beispielsweise zum größten Teil über 

die EE und LE in die Lysosomen transportiert. Moleküle, die recycelt werden, können 

entweder zur Membran zurückkehren, aus der sie endocytiert wurden, oder sie können die 

Epithelzelle durchqueren und auf der anderen Membranseite wieder abgegeben werden - ein 

Prozess, der als Transcytose bezeichnet wird.
146
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Abb. 2.5: Schematische Darstellung der Endocytosewege in einer polaren Epithelzelle. (CCV) Clathrin-coated 

Vesikel, (EV) endocytotische Vesikel, (RV) Recyclingvesikel, (AEE) apikales frühes Endosom, (CV) 

Carriervesikel, (ALE) apikales spätes Endosom, (BLE) basales spätes Endosom, (BEE) basales frühes Endosom. 

Ein möglicher Transcytoseweg ist mit blauen Pfeilen  gekennzeichnet.146 

 

2.3 Intrazellulärer Transport von Gliadinpeptiden durch Epithelzellen  

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

Eptihel passieren.  

Von der Arbeitsgruppe um Meresse et al. wird eine Rezeptor-vermittelte Transcytose eines 

IgA-Gliadin-Komplexes postuliert.
148

 Demnach bilden die unverdauten, langen 

Gliadinfragmente polymere Komplexe mit intraluminal ausgeschütteten IgA-Antikörpern. 

Diese IgA-Gliadin-Komplexe könnten an einen IgA-Rezeptor 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 Rezeptor, der 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 schützt. Bei Zöliakiepatienten wurde eine 

höhere Expression von CD71 an der apikalen Oberfläche von Enterocyten beobachtet.
148

  

 

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 freigesetzt. b) Im Falle einer 

Entzündungsreaktion erfolgt die Retrotranscytose von IgA-Gliadin-Komplexen mittels CD71-Rezeptor in die 

Lamina propria. Glutenspezifische TH-Zellen induzieren B-Zellen zur Sekretion weiterer Immunoglobuline (so 

wie IgG), die von FC-Rezeptoren auf der Oberfläche Antigen-präsentierender Zellen (APCs) erkannt werden. 

IgA und IgG gelangen in die Blutbahn, wo sie zur Diagnose von Zöliakie herangezogen werden können.116 

 

2.4 Orale Toleranz 

Unter physiologischen Bedingungen erfolgt nach dem Verzehr von Nahrunsgmittelantigenen 

ihre Aufnahme durch Enterocyten mittels Endocytose. Die luminalen Antigene werden über 

die EE in die LAMP- sowie HLA-DR-positiven LE transportiert. LE haben eine wichtige 

immunologische Bedeutung, da sich in ihrem Lumen MHC-Proteine der Klasse II (HLA-DR) 

befinden, die dort mit exogenen Antigenen assoziieren können. Im weiteren Verlauf können 
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die Antigen-MHC-Komplexe an der Zelloberfläche an CD4
+
 T-Lymphocyten mit Supressor-

wirkung, sogenanten regulatorischen T-Zellen des Immunsystems, präsentiert werden. Hierbei 

wird keine Immunantwort induziert, sondern eine Toleranzreaktion, welches als Ăorale 

Toleranzñ bezeichnet wird.  

Immunodominate Gliadinpeptide, wie beispielsweise p56-68, werden ebenfalls in HLA-DR-

positiven LE transportiert und könnten somit eine Toleranzreaktion induzieren. Bei 

Zöliakiepatienten werden jedoch auch diese immunodominanten Gliadinpeptide durch HLA-

DQ-positive Antigen-präsentierende Zellen in der Lamina propria den T-Lymphocyten des 

Immunssystems präsentiert, welche eine Entzündungsreaktion hervorrufen. 

Im Gegensatz zu immunodominanten Gliadinpeptiden wird vermutet, dass toxische 

Gliadinpeptide, wie das p31-43, in den HLA-DR-negativen EE verbleiben und nicht in die LE 

transportiert werden. Somit können letztere nicht regulatorischen T-Lymphocyten im 

Dünndarm präsentiert werden, wodurch eine Toleranzreaktion ausbleibt (Abb. 2.7 a).
149-150

 

 

Abb. 2.7: a) Das toxische Gliadinpeptid wird an der apikalen Membran von Enterocyten mittels Endocytose 

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

negativen EE lokalisiert bleibt. b) Durch Konjugation an CTB kann das toxische Peptid p31-43 in die LE 

transportiert werden. Ihre Präsentation an der basolateralen Membran via MHC-II -Proteinen kann 

möglicherweise eine orale Toleranz induzieren.  
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Bei der Entwicklung eines Therapieansatzes zur Behandlung von Zöliakie, ist die 

Lokalisation von toxischen Gliadinpeptiden in HLA-DR-positiven LE zur Induktion einer 

oralen Toleranz interessant. Dies kann durch die Konjugation der B-Untereinheit des 

Choleratoxins als Adjuvans gewährleistet werden (Abb. 2.6 b). Diesbezüglich konnte in 

ersten Versuchen gezeigt werden, dass die Konjugation des toxischen Gliadinpeptids p31-49 

mit CTB den Transport des Peptids in die LE zur Folge hat.
150

 Dies könnte eine 

Verminderung der toxischen Immunreaktion sowie einen Anstieg von regulatorischen T-

Zellen bewirken.
151

   

 

2.5 Choleratoxin 

Choleratoxin ist ein Protein, welches von den Bakteriophagen Vibrio cholerae produziert 

wird. Es wurde erstmals im Jahre 1854 von dem Italiener Filippo Pacini als Ursache für die 

Cholera, einer Infektionskrankheit im Dünndarm, entdeckt.
152

 Choleratoxin gehört zu der 

Familie der AB5-Toxine.
153

 Das 84 kDa-schwere Protein besteht aus einer A- und einer B-

Untereinheit, die über nicht-kovalente Bindungen miteinander in Wechselwirkung stehen 

(Abb. 2.8 a). Die pentamere B-Untereinheit formen fünf identische Peptide, die zu einem 

Ring assoziiert sind (Abb. 2.8 b).  

 

Abb. 2.8: Röntgenkristallstruktur von Choleratoxin (a) sowie Blick von oben auf das CTB-Pentamer (b).152 

 

Während die A-Untereinheit die toxische Aktivität des Proteins bestimmt ist, ist das CTB-

Pentamer (ein Lektin) für die Bindung verantwortlich.  

a)                                                                   b) 



 Kenntnisstand 

33 
 

Die Bindung erfolgt spezifisch über einen GM1-Gangliosid-Rezeptor, ein Sialinsäure-haltiges 

Oligosaccharid, welches kovalent an Plasmamembrane gebunden ist und sich auf der 

Oberfläche von Epithelzellen und anderen Antigen-präsentierenden Zellen befindet.
152,154-156

 

Trennt man beide Untereinheiten voneinander, so ist keine Toxizität festzustellen. Daher kann 

CTB, gekoppelt an ein entsprechendes Antigen, als sog. Immunisator fungieren.
151,157-158
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3 Zielsetzung 

Zöliakie ist einer der häufigsten Erkrankungen des Gastrointestinaltraktes ausgelöst durch 

eine fehlende Toleranzentwicklung nach dem Verzehr glutenhaltiger Nahrungsmittel bei 

genetisch prädisponierten Personen. Bisher gilt eine lebenslange glutenfreie Ernährung als 

einzige wirkungsvolle Therapiemöglichkeit. Diese Diät stellt allerdings eine erhebliche 

Belastung für die Patienten dar, weil sie relativ aufwendig und teuer ist und schränkt zudem 

ihre Lebensqualität ein. 

Ziel der vorliegenden Doktorarbeit war es, weitere Erkenntnisse im Pathomechanismus der 

Zöliakie zu gewinnen. Der besondere Fokus sollte sich dabei auf den intrazellulären 

Transportweg von Gliadinpeptiden richten. Die Arbeit wurde in einem Kooperationsprojekt 

mit der Abteilung für Pädiatrie und Neonatologie am Zentrum für Kinderheilkunde und 

Jugendmedizin der Justus-Liebig-Universität Gießen durchgeführt. 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit galt es die von Zimmer et al. aufgestellte Hypothese, 

dass toxische Gliadinpeptide in EE lokalisiert sind, zu überprüfen.
150

 Dazu wurden 

verschiedene Zellkompartimente mit Antikörpern markiert und ihre Kolokalisation mit 

fluoreszenzmarkierten Gliadinpeptiden mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie gezeigt. 

Wie bereits erwähnt, könnte die Abwesenheit toxischer Gliadinpeptide in LAMP- und HLA-

DR-postiven LE die Ursache für ihre Toxizität sein. Durch Konjugation toxischer 

Gliadinpeptide an die B-Untereinheit von Choleratoxin (CTB) als Adjuvans sollten diese 

gezielt über GM1-Rezeptor-vermittelte Aufnahme von den EE in die LE transportiert werden. 

Es ist bekannt, dass CTB bei Kopplung an ein Antigen eine veränderte Prozessierung bewirkt 

und dadurch Einfluss auf die Entwicklung der Immuntoleranz nehmen könnte.
151

 

Diesbezüglich wurde in ersten Versuchen bereits gezeigt, dass die Konjugation des toxischen 

Peptids p31-49 mit CTB den Transport des Gliadinpeptids in das LE zur Folge hat.
150

 Es galt 

daher zu prüfen, ob Endocytose und intrazellulärer Transport des ebenfalls toxischen Peptids 

p31-43 auf die gleiche Weise zu beeinflussen wäre. 

Nach dem Transport toxischer Gliadinpeptide in die LE, sollte das Gliadinpeptid-CTB-

Konjugat selektiv gespalten werden, um wieder die nativen Gliadinpeptide freizusetzen, so 

dass diese regulatorischen T-Zellen des Immunsystems präsentiert werden könnten.  
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Für diesen Ansatz sollten Gliadinpeptide mit einem peptidischen Linker dargestellt werden, 

der selektiv in den LE durch das Enzym Cathepsin D (CatD) gespalten wird. Bei letzterem 

handelt es sich um eine Aspartatprotease, die in hoher Konzentration in den LE vorliegt. Die 

Spaltung verschiedener Linker durch CatD sollte anhand von Inkubationsversuchen und mit 

Hilfe von Flüssigchromatographie/Massenspektrometrie (LC/MS) analysiert werden. 

Durch Einbau einer Lysineinheit in die Linkersequenz können über die freie NH2-Gruppe in 

der Seitenkette stabile, fluoreszenzmarkierte Konjugate gebildet werden (Abb. 3.1). Ob bei 

den Gliadinpeptid-CTB-Konjugaten ein veränderter Prozessierungsweg vorliegt, kann 

ebenfalls mittels Fluoreszenzmikroskopie untersucht werden. 

 

 

Abb. 3.1: Das darzustellende Konjugat aus fluoreszenzmarkiertem Gliadinpeptid und CTB. Das Peptid ist über 

einen CatD-spaltbaren Linker sowie einem Spacer mit Maleimidfunktionalität mit dem Adjuvans verbunden 

(AS: Aminosäure). 

 

Aufbauend auf den Ergebnissen dieser Arbeit könnte der vorliegende Mechanismus für 

therapeutische Ansätze in der Behandlung bzw. in der Entwicklung neuer 

Präventionsmöglichkeiten gegenüber Zöliakie genutzt werden. Möglicherweise können 

genetisch prªdisponierte Personen durch ĂImpfenñ mit CTB-konjugierten Gliadinpeptiden vor 

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 Festphasenpeptidsynthese (solid phase peptide synthesis; SPPS) bezeichnet man die 

Darstellung eines Peptids, welches über einen selektiv spaltbaren Linker (Ankergruppe) an 

ein unlösliches Trägermaterial (resin) kovalent gebunden ist. Die Methode wurde im Jahre 

1963 von Robert Bruce Merrifield entwickelt, wofür er 1984 den Nobelpreis erhielt.
159

  

Das zu synthetisierende Peptid wird bei der SPPS stufenweise vom C- zum N-Terminus, also 

entgegen der Ănat¿rlichenñ Syntheserichtung aufgebaut.
160

 Die erste N-terminal- und Seiten-

ketten-geschützte Aminosäure ist über die Carboxylgruppe und über einen Linker an das feste 

Trägermaterial gebunden. Die Aminoschutzgruppe wird abgespalten und die Kupplung der 

nächsten geschützten Aminosäuren in der erforderlichen Reihenfolge durchgeführt. Nach 

Aufbau der gewünschten Peptidsequenz erfolgt die Abspaltung des Peptids von der festen 

Phase ï häufig werden die Seitenkettenschutzgruppen dabei simultan abgespalten.
161-162

 

Hierfür sind meist starke Säuren wie HF (Boc-Strategie) oder TFA (Fmoc-Strategie) 

notwendig (Abb. 4.1).   

 

Abb. 4.1: Allgemeines Schema der Festphasenpeptidsynthese.163 
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Als Festphase für die SPPS wird häufig Polystyrol-Harz eingesetzt, welches mit 1-2% 

Divinylbenzol (DVB) quervernetzt ist (Abb. 4.2). Die trockenen Polystyrol-Trägerkügelchen 

besitzen einen Durchmesser von 20-80 ɛm und kºnnen in organischen Lºsungsmitteln wie 

CH2Cl2 oder DMF bis zum 6-fachen Volumen quellen.
164-165

      

 

Abb. 4.2: Elektronenmikroskopische Aufnahme von Polystyrolkügelchen (a) sowie die Struktur des Styrol-

Divinylbenzol-Copolymers (b).161-162 

Zur Verknüpfung der Syntheseintermediate mit der festen Phase kommen Linker zum 

Einsatz. Säurelabile Linker sind die ältesten und die am häufigsten verwendeten Linker zur 

Darstellung von Peptiden mit freier Carboxylgruppe am C-Terminus. Die Säurelabilität beruht 

meistens auf der Acidolyse benzylischer C-O-Bindungen und der Stabilität des resultierenden 

Benzylkations. Erstmals von Wang 1973 verwendet, hat sich der 4-Benzyloxy-benzylalkohol-

Linker als einer der gängigsten Linker (Wang-Linker) erwiesen.
166

 Quervernetztes Polystyrol, 

welches mit dem Wang Linker funktionalisiert ist, wird als Wang-Harz bezeichnet. 

Dargestellt werden kann es durch Veretherung mit Methyl-4-hydroxy-benzoat und 

anschließender Reduktion des Methylesters mit LiAlH4 ausgehend vom Merrifield-Harz 

(Abb. 4.5).
167

 Das Wang Harz ist geeignet für die Darstellung von Peptiden gemäß der Fmoc-

Strategie. Die Acidolyse erfolgt mit 95% TFA.  

 

Abb. 4.5: (a) Merrifield-Harz
159

 mit einer Chloromethylgruppe als Ankereinheit und (b) säurelabiles Wang-

Harz.166 

a)                                                               b) 
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Dialkoxy- und Trialkoxy-benzylester sind säurelabiler als der Wang-Linker. Ein Beispiel ist 

das Sasrin(super acid-sensitive resin)-Harz, welches bereits mit 0.5-1% TFA in CH2Cl2 

abgespalten werden kann.
168-170

 Auf gleiche Weise lassen sich Tritylalkohol-Linker abspalten. 

Diese super-säurelabilen Linker eignen sich für die Darstellung geschützter Peptidfragmente 

für die konvergente Peptidsynthese (Abb. 4.6).
169

  

 

Abb. 4.6: (a) Sasrin-Harz, (b) Trityl -Harz, (c) NovaSynTGT-Harz und (d) Rink-Amid-Harz.
171

 

Unter konvergenter Synthese versteht man die Zerlegung des gewünschten Polypeptids in 

mehrere Segmente, die jeweils einzeln mittels linearer SPPS dargestellt werden. Die 

anschließende Verknüpfung der einzelnen geschützten Segmente führt zum Aufbau der 

Zielsequenz. 

In vielen der für die Festphasensynthese verwendeten Harze sind die Linker über einen sog. 

Spacer mit dem Trägermaterial verbunden (Abb. 4.7). Diese flexiblen Spacer erleichtern die 

Diffusion der Reagenzien zu dem Festphase-gebundenen Syntheseintermediat, indem sie die 

Distanz zu den Polymer-Kügelchen vergrößern und somit sterische Einschränkungen 

minimieren ï eine Tatsache, die vor allem für schwierig zu synthetisierende Peptidsequenzen 

von Vorteil ist.
172

  

 

Abb. 4.7: Acidolyse eines säurelabilen Linkers.173 

Bei der SPPS ist eine besondere Kompatibilität der verschiedenen Schutzgruppen gefordert, 

welches als Orthogonalitätsprinzip bezeichnet wird.
174

 Orthogonale Schutzgruppen können 

unter bestimmten Spaltbedingungen vollständig entfernt werden, ohne dabei andere 

Schutzgruppen zu beeinträchtigen. So beginnt jeder repetitive Syntheseschritt (Abspalten der 
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Schutzgruppe und Kupplungsreaktion) mit der selektiven Abspaltung der N-terminalen 

Schutzgruppe. Der Linker sowie die Seitenkettenschutzgruppen müssen unter diesen 

Bedingungen chemisch stabil bleiben. Die säurelabile tert-Butyloxycarbonyl-Gruppe (Boc) 

und die basenlabile Fluorenyl-9-methyloxycarbonyl-Gruppe (Fmoc)
175-176

 zählen zu den zwei 

bevorzugten temporären Schutzgruppen für den N-Terminus.    

Das Standardprotokoll nach Merrifield verwendet die Boc/Bn-Schutzgruppenstrategie, 

welches auf der selektiven Spaltung durch Acidolyse beruht. Die Boc-Gruppe wird als 

temporäre N-terminale Schutzgruppe in Kombination mit Benzyl-artigen Schutzgruppen für 

die Seitenketten der Aminosäuren eingesetzt (Abb. 4.8).
159

  

 

Abb. 4.8: Boc/Bn-Schutzgruppenstrategie in der SPPS. MBHA = 4-Methylbenzhydrylamin-Harz; 2,6-Dcb = 

2,6-Dichlorobenzyl.171  

Die Abspaltung der Boc-Schutzgruppe erfolgt mit TFA (20-50%), wohingegen die finale 

Abspaltung des dargestellten Peptids von der festen Phase mittels HF erfolgt,
177

 wobei die 

Seitenkettenschutzgruppen ebenfalls abgespalten werden (Abb. 4.8).
178

  

Da die wiederholte Versetzung des Peptids mit starken Säuren wie TFA zu vorzeitiger 

Abspaltung von der festen Phase, Spaltung von empfindlichen Peptidbindungen sowie 

säurekatalysierten Seitenreaktionen führen kann, wurde in den 1970er Jahren eine mildere 

Methode für die Festphasensynthese von Peptiden entwickelt. Die Fmoc/
t
Bu-

Schutzgruppenstrategie beruht auf der Basenlabilität der von Carpino im Jahre 1972 

eingeführten Fmoc-Gruppe. Dieses wird über eine basenkatalysierte Eliminierung mit 

Piperidin (20-25%) abgespalten (Abb. 4.9).
179
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Abb. 4.9: Mechanismus der Fmoc-Abspaltung. Die H-Abstraktion durch Piperidin führt zur Bildung eines 

Carbanions. Dieses instabile Intermediat zerfällt in das Eliminierungsprodukt Dibenzofulven und einem 

Carbaminsäure-Anion, welches decarboxyliert und zur Freisetzung der Aminosäure führt.179   

Die Abspaltung von der festen Phase sowie der meist tert-Butyl-geschützten Seitenketten 

erfolgt simultan in einem Schritt mit TFA (Abb. 4.10). Somit umgeht man bei dieser Methode 

im Gegensatz zur Boc-Strategie den Umgang mit gefährlichem HF, welches aufgrund seiner 

Eigenschaften Glas zu ätzen, spezielles Laborequipment erfordert.   

 

 

Abb. 4.10: Fmoc-/tBu-Schutzgruppenstrategie in der Festphasensynthese.171 

Auf den Gebrauch von sog. ĂScavengernñ ist bei beiden Strategien nicht zu verzichten. Da 

während der Abspaltung von der festen Phase reaktive Carbokationen entstehen, die das 

Peptid an empfindlichen Positionen (z.B. Tyrosin, Tryptophan)
180-182

 irreversibel alkylieren 

können, müssen Reagenzien wie Anisol, Thioanisol, Dimethylsulfid, Ethandithiol, 

Triethylsilan oder Triisopropylsilan als Scavenger verwendet werden, die schneller mit den 

reaktiven Spezies reagieren als das synthetisierte Peptid.
183

 Um das Risiko einer 

Racemisierung während der Kupplungsreaktion zu minimieren, hat sich die Verwendung von 

Kupplungsreagenzien wie Carbodiimide, Phosphonium- oder Uroniumsalze mit HOBt/HOAt 

als Additive als vorteilhaft erwiesen.
184-185
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4.1.2 Fluoreszenz 

Bei Raumtemperatur befinden sich Moleküle im niedrigsten Schwingungsniveau des 

elektronischen Singulett-Grundzustandes (S0). Wird ein Molekül mit Licht hohen 

Energiegehalts ï beispielsweise UV/Vis-Strahlung ï bestrahlt, so werden die Photonen 

absorbiert. Dadurch werden die Elektronen aus dem Grundzustand in verschiedene 

Schwingungsniveaus eines elektronisch angeregten Energieniveaus (S1) oder direkt in höhere 

Energieniveaus (S2, S3, usw.) gehoben.  

Diese energiereichen Zustände sind ungünstig und somit instabil. Daher kehrt das Elektron 

aus dem durch Absorption erreichten angeregten Schwingungszustand zunächst in den 

Schwingungsgrundzustand des angeregten Zustandes zurück. Dieser Vorgang geschieht 

strahlungslos und wird als vibronische Relaxation bezeichnet. Von diesem Zustand aus kann 

das Molekül direkt in den Grundzustand zurückkehren. Dabei wird Licht einer 

charakteristischen Wellenlänge emittiert. Der Übergang erfolgt in der Regel zwischen 10
-10

 

und 10
-8
 s und wird als Fluoreszenz bezeichnet.  

Ein Molekül, das sich in einem Schwingungsniveau eines höheren Energiezustandes (z.B. S2) 

befindet, verliert innerhalb von 10
-12

 s überschüssige Schwingungsenergie durch 

Molekülstöße und gelangt dabei durch sog. interne Konversion in höhere 

Schwingungsniveaus des S1-Zustandes. Nach Schwingungsrelaxation in den S1-Grundzustand 

erfolgt eine Deaktivierung des Moleküls unter Abgabe eines Photons in das 

Schwingungsniveau des S0-Grundzustandes. Daher ist die Energie des emittierten Photons 

stets geringer als die des absorbierten Photons. Dies ist der Grund, warum man für das 

Fluoreszenzspektrum im Vergleich zum Absorptionsspektrum eine sog. ĂRotverschiebungñ 

beobachtet. Die spektrale Verschiebung zwischen der Absorption von S0 und der Emission 

von S1wird als ĂStokes-Verschiebungñ bezeichnet.  

Eine nützliche Methode, um die Absorptions- und Emissionsprozesse im Detail zu verstehen, 

ist die Darstellung in Form eines sog. Jablonski-Diagramms, welches erstmals von Alexander 

Jablonski in den 1930er Jahren eingeführt wurde.
186

 Es stellt die Energieniveaus des Grund- 

bzw. angeregten Zustandes eines Moleküls oder Atoms dar. (Abb. 4.13).  
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Abb. 4.13: Das Jablonski-Termschema.187-188 

 

4.1.3 Fluorophore 

Moleküle mit fluoreszierenden Eigenschaften werden als Fluorophore bezeichnet. 

Fluorophore sind Substanzen, die aufgrund ihres strukturellen Aufbaus in der Lage sind, 

absorbiertes Licht in Form von Fluoreszenz wieder abzugeben. Fluorophore verfügen über 

konjugierte Doppelbindungssysteme und sind planar. Häufig handelt es sich dabei um 

aromatische Verbindungen mit delokalisierten ˊ-Elektronen. Diese besitzen zudem eine 

geringe Energiedifferenz zwischen dem angeregten und dem Grundzustand, so dass relativ 

energiearme Photonen des UV- und sichtbaren Bereiches des elektromagnetischen Spektrums 

ausreichend sind, um die Elektronen in angeregte Energieniveaus zu heben. Im Allgemeinen 

gilt, je mehr konjugierte Doppelbindungen ein Molekül besitzt, desto geringer ist die 

benötigte Absorptionsenergie und desto länger die Absorptionswellenlänge (Abb. 4.15). 

Gleiches gilt für das Emissionslicht.
189

  

Mit zunehmender Konjugation nehmen die Fluoreszenzintensität und somit auch die 

Fluoreszenzquantenausbeute (ű) zu. Letzteres ist der Quotient aus der Anzahl absorbierter 

Photonen und der Anzahl emittierter Photonen. Die theoretische Obergrenze 1 wird nur von 

A
b
s
o

rp
ti
o

n
 

interne     

Konversion 

E 

S2 

S1 

S0 

A
b
s
o

rp
ti
o

n
 

v
ib

ro
n
is

c
h
e
 

R
e

la
x
a

ti
o

n 

F
lu

o
re

s
z
e

n
z 



 Resultate und Diskussion 

43 
 

wenigen Molekülen erreicht. Je höher der Wert, desto geeigneter ist eine Substanz für 

fluoreszenzspektroskopische Bestimmungen. Die Fluoreszenzeigenschaften werden stark von 

ihrer Umgebung beeinflusst. So spielen Lösungsmitteleffekte, pH-Werte und die Anwesenheit 

sonstiger chemischer Spezies eine wichtige Rolle für die Entstehung von Fluoreszenz.
190

  

 

Abb. 4.15: Mit zunehmender Konjugation verschiebt sich die Absorption und Emission zu längeren 

Wellenlängen. So besitzt der Alexa594-Farbstoff aufgrund einer hºheren Anzahl an ˊ-Doppelbindungen eine 

längerwellige Absorption. Gleichzeitig steigt der Absorptionskoeffizient.191-192  

Es gibt viele organische Substanzen, die intrinsische Fluoreszenz (Autofluoreszenz) 

aufweisen und daher Anwendung bei der spezifischen Markierung von Komponenten in 

biologischen Systemen finden.
192

 Ein Beispiel ist das grün-fluoreszierende Protein (GFP), 

welches erstmals 1961 von Shimomura aus der Qualle Aequoria victoria isoliert wurde und 

mit dem Chemilumineszenz-Protein Aequorin assoziiert war.
193-194

 Tatsächlich erhält GFP in 

seinem Ursprungsorganismus seine Absorptionsenergie durch strahlungslosen Energietransfer 

von Aequorin und fluoresziert grün. Die Chromophor-Gruppe ï ein Imidazolidonring ï wird 

aus den drei Aminosäuren Ser-Tyr-Gly in einem autokatalytischen Prozess gebildet. Die 

enorme Bedeutung des GFP liegt heute in der Möglichkeit, dieses genetisch in Proteine von 

lebenden Zellen zu fusionieren.
195
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Abb. 4. 16: Die Qualle Aequoria victoria, aus dem das grün-fluoreszierende Protein (GFP) isoliert wurde. Dabei 

ist zu beachten, dass es sich bei der grünen Erscheinung nicht um Fluoreszenz, sondern um ein Artefakt der 

Aufnahme handelt. Die GFP-Fluoreszenz findet man nur im Bereich der Tentakelansätze.196  

 

Für in vitro- und in vivo-Fluoreszenzimaging-Anwendungen werden jedoch typischerweise 

chemisch synthetisierte Fluorophore eingesetzt. Heutzutage sind Fluoreszenzfarbstoffe mit 

Absorptions- und Fluoreszenzmaxima im Spektralbereich von 350 bis 800 nm käuflich zu 

erwerben. Die Anforderungen an diese Farbstoffe sind vielfältig: hohe Photostabilität, hohe 

chemische Stabilität, hoher Absorptionskoeffizient, hohe Fluoreszenzquantenausbeute, gute 

Wasserlöslichkeit, geringe Toxizität. In Abbildung 4.17 ist eine Auswahl an verschiedenen 

Fluoreszenzfarbstoffen dargestellt.
191

  

 

 

 

Abb. 4.17: Auswahl einiger kommerziell erhältlicher Fluoreszenzfarbstoffe.191  
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Cyanin-Farbstoffe wie 1 sind Strukturen, die sich aus zwei quartären heteroaromatischen 

Basen zusammensetzen, die über eine Polymethinkette miteinander verknüpft sind. Je nach 

Struktur absorbieren sie im Bereich von 500 bis 750 nm, sind stabil in ein einem pH-Bereich 

von 4.0-9.0, besitzen jedoch geringe Fluoreszenzquantenausbeuten (ű bis zu 0.52).
197-201

  

Fluorescein 3 und seine Derivate sind gängige Farbstoffe zur Markierung von Proteinen.
202

 

Neben der hervorragenden Fluoreszenzquantenausbeute (ű = 0.92) und Wasserlºslichkeit 

stimmt das Absorptionsmaximum von 494 nm sehr genau mit der Spektrallinie (488 nm) des 

Argon-Ionenlasers überein, und stellt daher ein wichtiges Fluorophor für konfokale 

Laserscanning-Mikroskopie-Anwendungen dar. Nachteile sind die Tendenz zum Photo-

bleaching (Fluoreszenzlöschung)
203

 und die pH-abhängige Fluoreszenz, mit signifikanter Re-

duktion bei einem pH-Wert unterhalb 7.0.
204

     

Strukturelle Verwandtschaft mit dem Fluorescein besitzen die Rhodamin-Derivate 2.
205-206

 

Das Grundgerüst des Rhodamin-Fluorophors besteht aus einem planaren Xanthengerüst, das 

an den Positionen C3 und C6 jeweils eine Aminogruppe trägt. An Position 9 tragen 

Rhodamin-Derivate oft einen Benzoesäurerest. Alkylierungen der beiden aromatischen Amine 

oder des Xanthengerüsts führen zu einer breiten strukturellen Variabilität. So erfolgt die 

Einführung reaktiver Gruppen wie z.B. Sulfonylchlorid oder Maleinimid. Durch die 

unterschiedlichen Substituenten erhält man Rhodamin-Derivate, die ihr Absorptionsmaximum 

im Bereich von 485 bis 700 nm besitzen.
207

 Anwendung finden diese Fluorophore bei der 

Markierung von Nukleotiden und Nukleinsäuren.
208

  

Für vielfarbige Fluoreszenzuntersuchungen, wie z.B. Immunofluoreszenzassays, ist ein 

Fluorophor, welcher blaues Licht emittiert, interessant, da es leicht von grünem, gelbem oder 

rotem Licht unterschieden werden kann. Chemisch gesehen stellen Coumarine Benzo-Ŭ-

pyrone dar (Abb. 4.17, 4). Durch ihre Absorption im UV-Bereich kann es jedoch zu 

Störungen der Messungen durch Autofluoreszenz des Gewebes bzw. zu Photoschäden an den 

lebenden Zellen oder am nativen Gewebe durch das energiereiche Licht kommen.
191,209-210

  

Zu den wohl bekanntesten, aber auch teuersten Fluorophoren zählen Alexa-Farbstoffe wie 5. 

Sie zeichnen sich durch hohe Photostabilität, gute Wasserlöslichkeit, pH-unabhängige 

Fluoreszenzeigenschaften, klar definierte Absorptions- und Emissionsspektren, sowie hohe 

Fluoreszenzquantenausbeute und lange Fluoreszenzlebensdauer aus.
191

 Entstanden sind die 

Alexa-Fluorophore ausgehend von Coumarin- und Rhodamin-Farbstoffen durch 

Sulfonierung.
211

 Die zahlreichen kommerziell erhältlichen Alexa-Farbstoffe decken den 

vollständigen sichtbaren, sowie IR-Bereich des elektromagnetischen Spektrums ab. Die 
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Nummer hinter dem Namen kennzeichnet dabei das jeweilige Absorptionsmaximum der 

Fluorophore.
212

 

BODIPY-Derivate wie 6 nehmen unter den Fluorophoren eine Sonderstellung ein, da sie 

relativ unpolar sind und der Chromophor keine Ladung trägt (Abb. 4.17, xx). Der Name 

BODIPY leitet sich von dem Grundgerüst aller BODIPY-Derivate ab: Bordipyrrol oder auch 

Borat-Dipyrromethin. BODIPY-Farbstoffe werden bevorzugt für die Markierung von 

Nukleotiden, Aminosäuren und anderen niedermolekularen Liganden verwendet, da die 

Eigenschaften des natürlichen Liganden durch den Farbstoff kaum beeinflusst werden.
213-214

 

BODIPY-Derivate sind deutlich photostabiler als Fluorescein- oder Rhodamin-Derivate, 

besitzen schmale und scharfe Emissionsbanden, wodurch sie für Untersuchungen mit 

mehreren Fluorophoren gut geeignet sind.
215-216

 

 

4.1.4 Cathepsin D 

Cathepsin D (CatD) zählt zur Klasse der Aspartatproteasen, welches sich überwiegend in den 

Endosomen und Lysosomen befindet. Bei sauren pH-Werten spaltet es hier intra- und 

extrazelluläre Proteine in größere Peptidfragmente und leitet somit ihre weitere Degradation 

durch verschiedene lysosomale Endo- und Exopeptidasen ein.
217

 Darüber hinaus spielt CatD 

eine wichtige Rolle bei der Antigenprozessierung und -präsentation an CD4
+
 T-Zellen des 

Immunsystems durch MHC-Klasse-II -Proteine.
218

  

Die Beteiligung von CatD in vielen pathologischen Prozessen wie Apoptose,
219

 

Entzündungsreaktionen,
220-221

 rheumatische Krankheiten
222

 und Alzheimer Krankheit
223

 

werden diskutiert. In Brustkrebszellen wird CatD in höherer Konzentration exprimiert, 

wodurch das Metastase-Risiko steigt. CatD wird daher zur Diagnose und Prognose von 

Brustkrebs als Tumormarker verwendet.
224-225

  

Das Enzym wird als Präpro-CatD im rauhen Endoplasmatischen Reticulum synthetisiert und 

über den Golgi-Komplex zu den Lysosomen transportiert. Dies geschieht über 

phosphorylierte Oligosaccharidketten des Enzyms mittels Mannose-6-Phosphat-Rezeptor-

vermittelter Aufnahme. In den Lysosomen erfolgt eine proteinolytische Spaltung in Pro-CatD. 

Aus diesem bildet sich über einen autokatalytischen Prozess eine einkettige Intermediärform 

(48 kDa), die zu der stabileren zweikettigen Form mit einer kleinen N-terminalen Region 

(14 kDa) und einer größeren C-terminalen Region (34 kDa) umgeformt wird (Abb. 4.18).
217
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Abb. 4.18: Kristallstruktur von menschlichem CatD in aktiver Form bei einem pH-Wert von 7.5. 226 

Die Substratspezifität von CatD ist bekannt und in Abb. 4.19 dargestellt.
227-229

 So spaltet die 

Aspartatprotease selektiv die Bindung zwischen zwei hydrophoben - bevorzugt zwischen 

zwei aromatischen Aminosäuren - innerhalb einer Polypeptidkette. Peptide bestehend aus 

mindestens fünf Aminosäuren bilden geeignete CatD-Substrate. Beispielsweise spaltet CatD 

in dem Hexapeptid 7 selektiv die Bindung zwischen Phe-Phe und zwischen Phe-Tyr, 

wohingegen im Peptid 8 die Bindungen zwischen Ile-Leu und Phe-Phe gespalten werden 

(Abb. 4.19).  

 

 

 

 

 

Abb. 4.19: a) Aminosäuresequenz-Muster, welches gewöhnlich durch CatD gespalten wird, sowie b) zwei 

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

Die katalytische Hydrolyse von Peptidbindungen durch CatD kann durch die Koordination 

eines Wassermoleküls zwischen zwei Aspartat-Resten im katalytisch aktiven Zentrum des 

Enzyms formuliert werden. Durch die sauren Bedingungen in den Endosomen und 

Lysosomen liegt eine Asparaginsäure dissoziiert vor. Das Aspartat-Anion abstrahiert das 

Proton eines Wassermoleküls. Die dadurch entstandene Hydroxygruppe kann den Carbonyl-

Kohlenstoff einer Peptidbindung unter Bildung einer tetraedrischen Zwischenstufe nucleophil 

angreifen. Die Spaltung der tetraedrischen Zwischenstufe setzt die freie Carboxy- sowie 

Amino-Komponente durch erneute Deprotonierung einer Asparaginsäure frei (Abb. 4.20). 

a)                                                                                      b) 

        P2                 P1                 P1'            P2'       P3'   P4'    P5'           Gly-Phe-Phe-Tyr-Thr-Pro-Lys   (7) 

hydrophob ï hydrophob ï hydrophob ï ionisch ï X ï X ï ionisch                                                                                                                                                              

                  (Leu/aromatisch)                  (basisch)               (basisch)     Lys-Pro-Ile-Leu-Phe-Phe-Arg-Leu   (8) 

Spaltung 
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Durch diesen katalytischen Mechanismus lässt sich das pH-Optimum von CatD, welches bei 

pH = 3.5-5.5 liegt, erklären.
217

  

 

Abb. 4.20: Mechanismus der Peptidspaltung durch Aspartatproteasen. 

 

 

4.2 Synthese der Zielverbindungen 

4.2.1 Darstellung von Gliadinpeptiden mittels konvergenter Synthese 

4.2.1.1 Fragmentkondensation in Lösung 

Zur Herstellung des 13mer Gliadinpeptids LGQQQPFPPQQPY 9 wurde die Sequenz in zwei 

Fragmente unterteilt (Abb. 4.21), die anschließend einer Fragmentkondensation in Lösung 

unterzogen wurden.  

 

Abb. 4.21: Darstellung des Gliadinpeptids p31-43 und Unterteilung in zwei Fragmente. 

Die Synthese des ersten Fragments Fmoc-LGQ(Trt)Q(Trt)Q(Trt)PF 10 erfolgte an einem 

Fmoc-Phe-NovaSynTGT-Harz mittels SPPS nach einem Standardprotokoll gemäß der 

Fmoc/
t
Bu-Strategie.

159,178
 Die Kupplungschritte wurden mit 2 Äq. der Aminosäuren Fmoc-

(L)-Pro, Fmoc-(L)-Gln(Trt), Fmoc-(L)-Gly, Fmoc-(L)-Leu und 2 Äq. der Kupplungsreagen-

zien HBTU/HOBt,
230

 sowie 4 Äq. der Base DIPEA durchgeführt.  
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Da es sich bei dem NovaSynTGT-Harz um ein stark säurelabiles Trägermaterial handelt, 

erfolgte die Abspaltung des vollständig geschützten Peptidfragments mit 1% TFA in CH2Cl2. 

Nach chromatographischer Reinigung mittels HPLC/RP konnte das Produkt 10 mit einer 

Ausbeute von 28% erhalten werden (Abb. 4.22).  

 

Abb. 4.22: Synthese und Abspaltung des ersten Fragments Fmoc-LGQ(Trt)Q(Trt)Q(Trt)PF 10 ausgehend vom 

Fmoc-Phe-NovaSynTGT-Harz. AS = Aminosäure. 

Die Darstellung des zweiten Fragments PPQQPY 11 ausgehend von einem Fmoc-Tyr(
t
Bu)-

NovaSynTGT-Harz erfolgte analog (Abb. 4.23).  

Da es sich bei Fragment 2 aufgrund des hohen Prolinanteils um eine synthetisch 

problematische Peptidsequenz handelt, wurden Aliquots des Harzes abgespalten und 

massenspektrometrisch die Entstehung des jeweiligen Syntheseintermediats kontrolliert 

(Tabelle 4.1).  

Tabelle 4.1: Massenspektrometrisch identifizierte Syntheseintermediate bei der Darstellung von Fragment 2. 

m/z Zuordnung Fragment 

373.3 [M+H] + PY(tBu) 

580.3 [M+H] + Fmoc-PY(tBu) 

705.5 [M+H] + Q(Trt)PY(tBu) 

727.3 [M+Na]+ Q(Trt)PY(tBu) 

1172.7 [M+H] + PQ(Trt)Q(Trt)PY(tBu) 
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Abb. 4.23: Darstellung des zweiten Fragments Fmoc-PPQ(Trt)Q(Trt)PY(tBu) 12 und Abspaltung vom Fmoc-

Tyrt(tBu)-NovaSynTGT-Harz. 

Für die Fragmentkondensation in Lösung musste die Fmoc-Schutzgruppe an Fragment 2 

abgespalten werden. Dies erfolgte nach einer Literatur bekannten Vorschrift
231

 mit 20 Äq. 

Polymer-gebundenem Piperazin 13, welches das freiwerdende Dibenzofulven an der festen 

Phase bindet und eine Rückreaktion mit dem Produkt verhindert (Abb. 4.24). Die 

chromatographische Reinigung mittels HPLC/RP lieferte 11 in 27% Ausbeute.  

 

Abb. 4.24: Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe mit Polymer-gebundenem Piperazin 13 und das erhaltene 

Produkt 11. 
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Dann wurden 1.2 Äq. des Fmoc-geschützten Fragments 10 mit 1.2 Äq. HBTU sowie 1.5 Äq. 

DIPEA in DMF als Lösungsmittel voraktiviert und anschließend Fragment 2 (11) mit 

weiteren 1.5 Äq. DIPEA zur Kondensation zugefügt (Abb. 4.25). Jedoch konnte 

massenspektrometrisch kein Produkt 14 nachgewiesen werden. 

 

Abb. 4.25: Versuch zur Darstellung von 14 mittels Fragmentkondensation in Lösung. 

 

4.2.1.2 Fragmentkondensation an der festen Phase (CSPPS) 

Da die Löslichkeit von v.a. längeren geschützten Segmenten in organischen Lösungsmitteln 

gering ist, erfolgt bei der CSPPS die Kondensation der separat synthetisierten 

Peptidfragmente nacheinander an das C-terminale Peptidfragment, welches sich an der festen 

Phase befindet. Hierfür wurde das Gliadinpeptid LQLQPFPQPQLPY 15 ebenfalls in zwei 

Segmente unterteilt. 

 

Abb. 4.26: Darstellung des Gliadinpeptids p56-68 und Unterteilung in zwei Fragmente 

Die Synthese des Fragments Fmoc-LQ(Trt)LQ(Trt)PF 16 erfolgte an einem Fmoc-Phe-

NovaSynTGT-Harz nach der in Abschnitt 4.2.1.1 bereits beschriebenen Vorgehensweise 

(Abb. 4.27). Nach Abspaltung von der festen Phase mit 1% TFA in CH2Cl2 konnte das 

gewünschte Fragment 16 massenspektrometrisch identifiziert werden. Als Nebenprodukt 
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wurde 16 mit vorzeitig abgespaltener Fmoc-Schutzgruppe nachgewiesen. Nach chromato-

graphischer Reinigung wurden 67% des Produktes erhalten.  

 

Abb. 4.27: Synthese des Fragments Fmoc-LQ(Trt)LQ(Trt)PF 16 und Abspaltung vom Fmoc-Phe-NovaSynTGT-

Harz.  

Die Darstellung des Fragments PQ(Trt)PQ(Trt)LPY(
t
Bu) 17 wurde an einem Fmoc-Tyr(

t
Bu)-

Wang-Harz durchgeführt, wobei hier wieder wahlweise nach einem Kupplungsschritt die 

Entstehung der gewünschten Syntheseintermediate mittels Aliquots an Harz massen-

spektrometrisch nachgewiesen wurden. In Tabelle 4.2 sind die identifizierten Segmente 

dargestellt. 

Tabelle 4.2: Massenspektrometrisch nachgewiesene Fragmente bei der Synthese von PQ(Trt)PQ(Trt)LPY(tBu). 

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 der N-terminalen Fmoc-Schutzgruppe wurde das Peptidfragment 17 an der 

festen Phase belassen (Abb. 4.28).  



 Resultate und Diskussion 

53 
 

 

Abb. 4.28: Darstellung des Festphasen-gebundenen Fragments PQ(Trt)PQ(Trt)LPY(tBu) ausgehend von einem 

Fmoc-Tyrt(tBu)-Wang-Harz. 

Die Kondensation wurde zweimal mit jeweils 1 Äq. XX, 2 Äq. HBTU/HOBt und 4 Äq. 

DIPEA in DMF für 2 h durchgeführt. Nach N-terminaler Entschützung wurde das Peptid mit 

95% TFA von der festen Phase abgespalten (Abb. 4.29). Jedoch konnte massenspektro-

metrisch kein Produkt identifiziert werden. Weder die Zugabe von 2 Äq. des Fragments 16, 

noch die wiederholte Durchführung des Kupplungsschrittes, noch die Verlängerung der 

Kupplungszeit lieferten das gewünschte Produkt 19.  

 

4.29: Versuch zur Darstellung von 19 mittels konvergenter Festphasenpeptidsynthese. 
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Die Peptidfragmente 10, 11 und 16 konnten durch Synthese an NovaSynTGT-Harzen mit 

moderaten bis guten Ausbeuten dargestellt werden (10 mit 28%, 11 mit 27% und 16 mit 67% 

Ausbeute). Die anschließende Kondensation sowohl in Lösung als auch an der festen Phase 

mit dem Festphasen-gebundenen Fragment 18 lieferten jedoch nicht die gewünschten 

Zielpeptide. Möglicherweise könnte dies daran liegen, dass in beiden Fällen die N-terminale 

Kupplung an unreaktiveres Prolin nötig war.  

 

4.2.2 Darstellung von Gliadinpeptiden mittels linearer SPPS 

Tabelle 4.3 stellt die im Rahmen dieser Arbeit für die Untersuchung des intrazellulären 

Transportweges benötigten Gliadinpeptide dar, die mittels linearer SPPS synthetisiert wurden.  

Tabelle 4.3: Durch lineare SPPS dargestellte Gliadinpeptide. * Nach chromatographischer Reinigung.   

Bezeichnung Länge 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 p56-68 13-mer LQLQPFPQPQLPY 83 

G5 p56-68 deamid 13-mer LQLQPFPQPELPY 83 

DQ2-a-I p60-68   9-mer PFPQPQLPY 41* 

DQ2-a-I p60-68 deamid   9-mer PFPQPELPY 66* 

p56-88 33-mer LQLQPF(PQPQLPY)3PQPQPF 87 

 

Die Synthesen des 9mer Peptids PFPQPQLPY 20 und der deamidierten Form PFPQPELPY 

21 erfolgten jeweils an einem Fmoc-Tyr(
t
Bu)-Wang-Harz mittels linearer SPPS nach einem 

Standardprotokoll gemäß der Fmoc/
t
Bu-Schutzgruppenstrategie.

232
 Die Kupplungsschritte 

wurden mit jeweils 6 Äq. der Aminosäuren Fmoc-(L)-Pro, Fmoc-(L)-Leu, Fmoc-(L)-Gln(Trt), 

Fmoc-(L)-Glu(
t
Bu), Fmoc-(L)-Phe und 6 Äq. der Kupplungsreagenzien HBTU/HOBt, sowie 

12 Äq. der Base DIPEA durchgeführt. Die Abspaltung der 9mere vom Harz erfolgte mit 

TFA/TIS/H2O (95:2.5:2.5). Nach chromatographischer Reinigung mittels HPLC/RP gelang 

die Darstellung von PFPQPQLPY 20 mit 41% Ausbeute und von PFPQPELPY 21 mit 66% 

Ausbeute (Abb. 4.30). 
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Abb. 4.30: Synthese von PFPQPQLPY 20 und PFPQPELPY 21 ausgehend vom Fmoc-Tyr(tBu)-Wang-Harz. 

Die Darstellung der Gliadinpeptide LGQQQPFPPQQPY (p31-43, 9), LQLQPFPQPQLPY 

(p56-68, 15) sowie der deamidierten Formen LGQEQPFPPQQPY (p31-43 deamid, 22) und 

LQLQPFPQPELPY (p56-68 deamid, 23) wurde an einem Fmoc-Tyr(
t
Bu)-Wang-Harz analog 

der Vorgehensweise wie für die 9mere beschrieben durchgeführt (Abb. 4.31 und 4.32).  

 

Abb. 4.31: Synthese von LGQQQPFPPQQPY 9  und des deamidierten Analogons 22 mittels linearer SPPS.  
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Abb. 4.32: Synthese von LQLQPFPQPQLPY 15 und der deamidierten Form 23.  

Einzig die Synthese des p56-68 deamid 23 erfolgte an einem automatisierten Peptid-

synthesizer mit jeweils 5.2 Äq. der jeweiligen Aminosäuren Fmoc-(L)-Pro, Fmoc-(L)-Leu, 

Fmoc-(L)-Glu(
t
Bu), Fmoc-(L)-Phe und 5 Äq. der Kupplungsreagenzien HBTU/HOBt unter 

Zugabe von 10 Äq. der Base DIPEA.  

Die Abspaltung der vier 13mere erfolgte mit Hilfe von TFA/TIS/H2O (95:2.5:2.5) von der 

festen Phase. Nach chromatographischer Reinigung mittels HPLC/RP konnten 71% p31-43 

(9) und 49% p31-43deamid (22) isoliert werden. Auf eine Reinigung von p56-68 (15) und 

p56-68deamid (23) konnte verzichtet werden, so dass diese jeweils mit einer Ausbeute von 

83% in ausreichender Reinheit erhalten wurden. 

Auch für die Darstellung des 19mers LGQQQPFPPQQPYPQPQPF (p31-49, 24; Abb. 4.33) 

und des 33mers LQLQPF(PQPQLPY)3PQPQPF (p56-88, 25; Abb. 4.34) wurde ein 

automatisierter Peptidsynthesizer verwendet. Ausgehend von einem Fmoc-Phe-Wang-Harz 

wurden jeweils 5 Äq. Fmoc-(L)-Pro, Fmoc-(L)-Leu, Fmoc-(L)-Gln(Trt), Fmoc-(L)-Phe und 5 

Äq. der Kupplungsreagenzien HBTU/HOBt, sowie 10 Äq. der Base DIPEA zugefügt. Die 

Abspaltung wurde mit 95% TFA durchgeführt. Das Ausfällen aus eiskaltem Diethylether und 

anschließende Gefriertrocknung ergaben 81% des 19mers 24 und 87% des 33mer Peptids 25 

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

konnte. 
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Abb. 4.33: Darstellung des 19mer Gliadinpeptids 24 an einem Fmoc-Phe-Wang Harz mittels automatisierter 

SPPS. 

 

Abb. 4.34: Synthese des 33mer Peptids 25 an einem Fmoc-Phe-Wang-Harz mit Hilfe eines automatisierten 

Peptidsynthesizers. 

Die Darstellung der Gliadinpeptide 20, 21, der 13mere p31-43 (9), p31-43 deamid (22), p56-

68 (15), p56-68 deamid (23) sowie des 19mer (24) und des 33mer Peptids (25) gelang mit 

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

Peptidsynthesizers. Die chromatographische Reinigung ï sofern erforderlich - der Rohpro-

dukte mittels HPLC/RP8 bzw. RP18 war problemlos möglich und lieferte die jeweiligen 

Produkte mit hoher Reinheit. 
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4.2.3 Markierung der Gliadinpeptide mit einem Fluoreszenzfarbstoff  

Um den intrazellulären Transportweg von toxischen und immunodominaten Gliadinpeptiden 

mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie am lebenden Zellkulturmodell zu untersuchen, ist 

die Fluoreszenzmarkierung dieser Peptide erforderlich. Hierfür wurden die im Abschnitt 4.2.2 

mittels linearer SPPS dargestellten Gliadinpeptide mit zwei unterschiedlichen 

Fluoreszenzfarbstoffen markiert. Die Anforderungen an einen Fluoreszenzmarker wurden in 

Abschnitt 4.2.2 bereits beschrieben. Aufgrund der hohen Stabilität und Löslichkeit in einem 

weiten Bereich von Lösungsmitteln fiel die Wahl zum einen auf das PromoFluor488 (26) und 

zum anderen auf das Lissamin Rhodamin B (27). Ihre Strukturen sowie die Absorptions- und 

Emissionsspektren sind in Abb. 4.35 gezeigt (PromoFluor488: ɚabs = 495 nm, ɚem = 520 nm; 

Lissamin Rhodamin B: ɚabs = 560 nm, ɚem = 580 nm). Der PromoFluor-Farbstoff ist käuflich 

mit einer Succinimidyl-Aktivester-Einheit und das Lissamin Rhodamin-Fluorophor mit einer 

Sulfonylchlorid-Einheit zu erwerben.  

 

Abb. 4.35: Die für die Zellassays verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe. 

Die funktionellen Gruppen beider Fluoreszenzmarker reagieren jeweils selektiv mit der freien 

NH2-Gruppe der Gliadinpeptide und bilden so stabile Farbstoff-Peptid-Konjugate. 
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Im Folgenden wurden das toxische p31-43 (9), sowie das immunodominate p56-68 

Gliadinpeptid (15) mit dem PromoFluor-Aktivester unter Zugabe von NEt3 und DMF als 

Lösungsmittel markiert (Abb. 4.36 und Abb. 4.37).  

 

Abb. 4.36: Markierung des p31-43 Gliadinpeptids mit dem PromoFluor488-Farbstoff. 

 

Abb. 4.37: Synthese des Fluoreszenz-markierten p56-68 Gliadinpeptids 29. 

Nach chromatographischer Reinigung an der HPLC/RP konnte 28 mit einer Ausbeute von 

51% und 29 mit einer Ausbeute von 46% erhalten werden. 
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Analog erfolgte die Markierung des Gliadinpeptids p56-88 (25) mit dem PromoFluor-

Farbstoff. Nach Reinigung konnten 62% des gewünschten Produkts 30 isoliert werden (Abb. 

4.38). 

 

Abb. 4.38: Darstellung des PromoFluor-markierten 33mer Gliadinpeptids 30. 

Zusammenfassend gelang die Markierung der Gliadinpeptide p31-43 (9), p56-68 (15) und 

p56-88 (25) mit dem PromoFluor-Farbstoff mit guten Ausbeuten. Der Nachteil bei der 

Verwendung dieses Fluorophors ist die Tatsache, dass er relativ teuer ist.  

Die Peptide p31-43 und p56-68 wurden des Weiteren mit dem Lissamin Rhodamin B-

Farbstoff markiert. Dazu wurden jeweils 1.5 Äq. des Farbstoffs mit NEt3 mit dem jeweiligen 

Peptid in DMF als Lösungsmittel umgesetzt (Abb. 4.39 und Abb. 4.40). 

 

Abb. 4.39: Darstellung von Lissamin-markiertem p31-43 Gliadinpeptid 31. 
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Abb. 4.40: Markierung des p56-68 Peptids mit dem Lissamin-Rhodamin-Fluorophor. 

Die Reaktion zu den Lissamin-markierten Peptiden verlief unvollständig, vermutlich wegen 

sterischer Hinderung durch die Leucin-Seitenkette und das Aromatensystem am Farbstoff. 

Die LCMS-Läufe der Rohprodukte wiesen neben zahlreichen nicht identifizierbaren 

Nebenprodukten auch unmarkiertes Peptid und hydrolysierten Lissamin Rhodamin-Farbstoff 

auf. Daher gestaltete sich die Isolierung von reinem Produkt durch chromatographische 

Reinigung als schwierig, wodurch 31 in Spuren und 32 nur mit einer Ausbeute von 2% 

erhalten wurde.   

 

4.2.4 Versuch zur Optimierung der Synthese Lissamin-markierter 

Gliadinpeptide 

Die Synthese der in Abschnitt 4.4.3 beschriebenen mit dem Lissamin Rhodamin B 

Sulfonylchlorid-Farbstoff markierten Peptide verlief in nicht zufrieden stellenden Ausbeuten. 

Daher wurde versucht, diese Reaktion durch Markierung an der festen Phase zu optimieren. 

Hierfür wurden zwei Modellpeptide hergestellt: Ac-AKQY 33 sowie Ac-AAKQY 34 mit 

einem zusätzlichen Alanin als Spacer.  

Beide Modellpeptide wurden jeweils an einem Fmoc-Tyr(
t
Bu)-Wang-Harz mittels linearer 

SPPS nach einem Standardprotokoll gemäß der Fmoc/
t
Bu-Schutzgruppenstrategie dargestellt. 
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Die Kupplungsschritte wurden mit jeweils 2 Äq. der Aminosäuren Fmoc-(L)-Gln(Trt), Fmoc-

(L)-Lys(Mtt), Fmoc-(L)-Ala, Ac-(L)-Ala und 2 Äq. der Kupplungsreagenzien HBTU/HOBt, 

sowie 4 Äq. der Base DIPEA durchgeführt.  

Bei der Mtt-Gruppe handelt es sich um eine besonders säurelabile Schutzgruppe, welche 

selektiv in Anwesenheit anderer säurelabiler Schutzgruppen wie 
t
Bu oder Trt mit 1% TFA in 

CH2Cl2 abgespalten werden kann. Dadurch wird die NH2-Gruppe der Lysin-Seitenkette 

freigesetzt und eine Markierung mit dem Lissamin-Farbstoff an der festen Phase möglich 

gemacht. Die Verwendung von acetyliertem Ala anstelle von Fmoc-geschützem Ala in N-

terminaler Position ist zwingend erforderlich, da die basenlabile Fmoc-Schutzgruppe bei der 

Umsetzung mit Lissamin Rhodamin B durch Zugabe von Base vorzeitig abgespalten werden 

kann, wodurch eine zweifache Markierung des Modellpeptids mit dem Farbstoff stattfinden 

würde.  

In Abbildung 4.41 ist der Versuch zur Darstellung von Lissamin-markiertem Modellpeptid 

Ac-AKQY 33 gezeigt. Nach Synthese der Peptidsequenz Ac-AKQY wurde dieses an der 

festen Phase belassen (35) und die Mtt-Schutzgruppe selektiv mit 1% TFA abgespalten unter 

Beibehaltung der übrigen säurelabilen Schutzgruppen. Dann wurde mit 1.5 Äq. Lissamin 

Rhodamin B und 3 Äq. Et3N zu 36 umgesetzt. Nach anschließender Abspaltung vom Harz mit 

TFA/TIS/H2O (95:2.5:2.5) konnte jedoch das gewünschte Produkt 37 massenspektrometrisch 

nicht nachgewiesen werden, sondern nur deacetyliertes Edukt AKQY. 
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Abb. 4.41: Versuch zur Darstellung von Lissamin-markiertem Modellpeptid 37 an der festen Phase. 

Der Versuch zur Synthese von Lissamin-markiertem Modellpeptid Ac-AAKQY 38 mit einem 

zusätzlichen Lysin als Spacer erfolgte analog und ist in Abb. 4.42 dargestellt. Auch hier 

konnte leider massenspektrometrisch kein fluoreszenzmarkiertes Produkt 38, sondern nur 

unmarkiertes Edukt Ac-AAKQY  34, identifiziert werden.  
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Abb. 4.42: Versuch zur Darstellung von Lissamin-markiertem Modellpeptid 38 an der festen Phase. 

Die Versuche zur Darstellung von fluoreszenzmarkierten Peptiden 37 und 38 an der festen 

Phase anhand der beiden Modellpeptide Ac-AKQY 33 und Ac-AAKQY  34 brachten keinen 

Erfolg. Statt den gewünschten Produkten wurde nur das Edukt 34 bzw. im Fall von 37 

deacetyliertes Edukt massenspektrometrisch nachgewiesen.  

Vermutlich ist die sterische Hinderung durch das Harz und die sterisch anspruchsvollen 

Schutzgruppen der Aminosäure-Seitenketten, sowie die hydrophoben Wechselwirkungen 

innerhalb der Peptidketten nicht zu unterschätzen. Die Verwendung eines Harzes mit 

geringerer Beladungsdichte könnte hier Aufschluss über den sterischen Effekt geben, 

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

Desweiteren ist fraglich, ob die evtl. gebildete Farbstoff-Peptid-Bindung stabil gegenüber den 

Abspaltbedingungen ist. Möglich wäre der Zerfall des Farbstoffs in nicht 

fluoreszenzmarkierte Fragmente in Gegenwart von 95%iger TFA-Lösung. Der Einsatz eines 
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Harzes, welches sich bei milderen Reaktionsbedingungen abspalten lässt, könnte hier 

Aufschluss über die Bindungsstabilität geben.  

 

4.2.5 Einbau von Spacern zur Markierung mit Lissamin-Rhodamin B 

Der Lissamin-Rhodamin B-Farbstoff ist im Vergleich zum PromoFluor488-Farbstoff deutlich 

kostengünstiger. Da die Markierung der Gliadinpeptide mit dem Lissamin-Fluorophor 

wahrscheinlich aus sterischen Gründen jedoch mit schlechter Ausbeute erfolgte, wurden 

Glycin und Aminohexansäure (Ahx) als sog. Spacer eingebaut.  

Zunächst wurde Glycinmethylester-Hydrochlorid 41 mit dem Lissamin-Farbstoff markiert. 

Dazu wurden 1.5 Äq. des Farbstoffs unter Zugabe von 3 Äq. NEt3 in DMF umgesetzt. Nach 

säulenchromatographischer Reinigung des Rohproduktes mit einem Laufmittelverhältnis 

CH2Cl2/MeOH (4:1) konnte das Produkt 42 als lila Feststoff mit einer Ausbeute von 

immerhin 34% isoliert werden (Abb. 4.43).  Ą 

 

Abb. 4.43: Darstellung von Lissamin-markiertem Glycinmethylester 42. 

Daher wurde das Gliadinpeptid Gly-p31-43 (43) mittels linearer SPPS gemäß der Fmoc/
t
Bu-

Strategie nach üblichem Standardprotokoll dargestellt. Nach Fällen des Peptids als TFA-Salz 

aus einer kalten Diethylether-Lösung und anschließender Gefriertrocknung, konnte 43 in 

ausreichender Reinheit mit einer Ausbeute von 65% erhalten werden.  

Nach Reaktion von GLGQQQPFPPQQPY mit dem Lissamin-Rhodamin-Farbstoff und 

chromatographischer Reinigung mittels HPLC/RP wurde das Produkt 44 mit 45% Ausbeute 

erhalten (Abb. 4.44).  
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4.44: Synthese von Lissamin-markiertem p31-43-Gliadinpeptid mit Glycin als Spacer (44). 

Für die Verwendung von Ahx als Spacer wurde nach einer Literatur bekannten Vorschrift 

Boc-Ahx-succinimid 45 synthetisiert.
233-235

 Dazu wurde Ahx 46 mit Boc2O und 2 M NaOH in 

einem H2O/Dioxan-Gemisch (1:2) zu Boc-geschütztem Ahx 47 umgesetzt. 47 konnte in einer 

Ausbeute von 79% erhalten werden. Die anschließende Reaktion mit NHS-OH und EDC in 

trockenem Diethylether lieferte Boc-Ahx-succinimid 45 in 70% Ausbeute (Abb. 4.45). Somit 

konnte das gewünschte Produkt 45 in zwei Schritten mit einer Gesamtausbeute von 55% 

erhalten werden.  

 

 

Abb. 4.45: Darstellung von Boc-Ahx-succinimid 45. 
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Abb. 4.46: Synthese von N-Leucinmethylester 49 aus 48 durch Methylierung mit Thionylchlorid in Methanol. 

Die Kupplung von 45 mit N-(L)-Leucinmethylester 49, welches zuvor mit Thionylchlorid und 

Methanol aus N-(L)-Leucin gemäß einer Literaturvorschrift dargestellt wurde (Abb. 4.46),
236

 

lieferte das Kupplungsprodukt 50 mit einer Ausbeute von 85%. Die anschließende Boc-

Abspaltung mit einem Gemisch aus TFA/CH2Cl2 im Verhältnis 1:1, verlief innerhalb von 

einer Stunde quantitativ. Die anschließende Kupplung von 51 mit dem Lissamin-Farbstoff 

ergab nach säulenchromatographischer Reinigung mit einem Lösungsmittelverhältnis von 

CH2Cl2/MeOH (3:1) das Produkt 52 in 54% Ausbeute (Abb. 4.47). 

 

Abb. 4.47: Darstellung von Lissamin-markiertem Leucinmethylester mit Ahx als Spacer (52). 

Durch die Verwendung eines Spacers konnten die Ausbeuten für die Markierung mit dem 

Lissamin-Farbstoff erhöht werden. Während die Synthese von Lissamin-markiertem 

Gliadinpeptid p31-43 mit Glycin als Spacer (44) mit einer Ausbeute von 45% gelang, konnte 

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

Daher wurden im Folgenden die für die Zellassays benötigten Gliadinpeptide mit Ahx als 

Spacer synthetisiert.  

 

 

 



 Resultate und Diskussion 

68 
 

4.2.6 Synthese von Lissamin-markierten Gliadinpeptiden mit A hx als 

Spacer  

Mittels linearer SPPS erfolgte die Synthese des Gliadinpeptids p31-43 (9) wie bereits in 

Abschnitt 4.4.2 beschrieben ausgehend von einem Fmoc-Tyr(
t
Bu)-Wang-Harz. Die Kupplung 

des Peptids mit Boc-Ahx 47 erfolgte an der festen Phase mit 4 Äq. HBTU/HOBt und 8 Äq. 

DIPEA. Nach Abspaltung vom Wang-Harz mit 95% TFA und anschließender 

Gefriertrocknung wurde das Produkt 53 mit einer Ausbeute von 19% erhalten (Abb. 4.48). 

Abb. 4.48: Kupplung des Gliadinpeptids p31-43 mit Boc-Aminohexansäure an der festen Phase.  

Anschließend wurde 53 mit 1.5 Äq. des Lissamin-Farbstoffs unter Zugabe von NEt3 in abs. 

DMF als Lösungsmittel umgesetzt (Abb. 4.49).  
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Abb. 4.49: Synthese von Lissamin-markiertem p31-43 mit Ahx als Spacer. 

Die chromatographische Reinigung mittels HPLC/RP erwies sich im Vergleich zum 

Lissamin-markierten p31-43 ohne Ahx als Spacer als unproblematisch, da nur hydrolysierter 

Lissamin-Farbstoff und minimale Verunreinigungen vom Produkt zu trennen waren. 54 

konnte daher mit einer Ausbeute von 40% erhalten werden. 

 

Die Kupplung von p31-43 deamid 22 mit Boc-Ahx wurde in Lösung durchgeführt. Dafür 

wurde Boc-Ahx-succinimid 45 mit 22 unter Zugabe von NEt3 umgesetzt (Abb. 4.50).  
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Abb. 4.50: Darstellung von Lissamin-markiertem p31-43deamid mit Ahx als Spacer (56). 

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

vorzeitig abgespaltener Boc-Schutzgruppe vorlag, sowie nicht gekuppeltes Edukt 22.  

Die Abspaltung der Boc-Schutzgruppe im nächsten Schritt mit TFA/CH2Cl2 im Verhältnis 1:1 

verlief quantitativ. Die Markierung von Ahx-p31-43 mit dem Lissamin-Fluorophor lieferte 

das Produkt 56 (Abb. 4.50) neben ungekuppeltem Lissamin-Farbstoff, sowie nicht 

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

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

werden konnte.  

Nach der gleichen Syntheseroute wurden das Lissamin-markierte Ahx-p56-68 (57) und Ahx-

p56-68 (58) deamid hergestellt (Abb. 4.51).  
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Abb. 4.51: Synthese von Liss-Ahx-p56-68 (57) und Liss-Ahx-p56-68 deamid (58). 

Die Rohprodukte der Kupplung von 15 bzw. 23 mit Boc-Ahx-succinimid wiesen erneut 

Produkt mit vorzeitig abgespaltener Boc-Gruppe auf. Die vollständige Entschützung im 

Anschluss verlief quantitativ. Die Lissamin-markierten Peptide 57 und 58 konnten nach 

Reinigung immerhin mit einer Ausbeute von 15% und 6% erhalten werden. Die geringen 

Ausbeuten liegen darin begründet, dass die Reinigung aufgrund von vorliegenden 

Nebenprodukten schwierig ist.  

Abbildung 4.52 zeigt den Syntheseweg zur Darstellung von Liss-Ahx-p31-49 (61). Letzteres 

konnte nach Reinigung mittels HPLC/RP mit einer Ausbeute von 13% isoliert werden. 

Die Synthese von Lissamin-markiertem p56-88 Peptid (62) ist in Abbildung 4.53 dargestellt. 

Dieses wurde mit 18% Ausbeute erhalten. 
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Abb. 4.52: Syntheseweg zur Darstellung von Liss-Ahx-p31-49 (61). 

 

 

Abb. 4.53: Synthese von Liss-Ahx-p56-88 (62) durch Kupplung von Boc-Ahx-succinimid 45 an das Peptid p56-

88 (25) und anschließender Reaktion mit Lissamin-Rhodamin B-Farbstoff. 

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

Lissamin-markierten Gliadinpeptiden erhöht werden.  
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Zusammenfassend konnte Liss-Ahx-p31-43 (54) in drei Schritten mit einer Gesamtausbeute 

von 8% dargestellt werden, während das Liss-Ahx-p31-43 deamid (56) mit 4% synthetisiert 

wurde. Liss-Ahx-p56-68 (57) sowie Liss-Ahx-p56-68 deamid (58) konnten in drei Schritten 

mit einer Gesamtausbeute von 18% bzw. 6% gewonnen werden. Das Liss-Ahx-p31-49 (61) 

und Liss-Ahx-p56-88 (62) hingegen wurden mit 13% bzw. 18% Ausbeute erhalten.  

Die Kupplung von Boc-Ahx-succinimid an das entsprechende Peptid ist an der festen Phase 

während der linearen Synthese des Peptids möglich. Hier erfolgte die Abspaltung des Peptids 

sowie der Boc-Schutzgruppe simultan während der Abspaltung vom Harz mit TFA. Eine 

Reinigung des abgespaltenen Kupplungsproduktes jedoch ist häufig unumgänglich. Liegt das 

Peptid allerdings schon in isolierter Form vor, so kann die Kupplung auch in Lösung mit guter 

Ausbeute durchgeführt werden. Eine Reinigung ist nur im letzten Schritt zur Isolierung des 

Lissamin-markierten Peptids erforderlich. 

Durch den Einsatz von Ahx als Spacer konnte die sterische Hinderung bei der 

Kupplungsreaktion der Peptide mit dem Fluorophor minimiert werden. Das Vorhandensein 

von Nebenprodukten gestaltete die chromatographische Reinigung als schwierig, wodurch 

sich die immer noch nicht guten Ausbeuten erklären lassen.   

 

4.2.7 Synthese von durch CatD selektiv spaltbaren, peptidischen Linkern 

Bei der Entwicklung eines Therapieansatzes zur Behandlung der Autoimmunerkrankung 

Zöliakie, ist der gezielte Transport von toxischen Gliadinpeptiden, wie dem p31-43, in die 

HLA-DR-positiven LE interessant. Es wird vermutet, dass toxische Gliadinpeptide während 

ihres intrazellulären Transportweges in den HLA-DR-negativen EE verbleiben und daher 

keine orale Toleranz induzieren können. In ersten Versuchen konnte bereits gezeigt werden, 

dass die Konjugation des toxischen Gliadinpeptids p31-49 mit CTB den Transport des Peptids 

in die LE zur Folge hat. Nachdem CTB als Adjuvans seine Funktion erfüllt hat, muss dieses 

abgespalten werden, um das native Gliadinpeptid wieder freizusetzen, so dass letzteres 

regulatorischen T-Lymphocyten des Immunsystems präsentiert werden kann.   

Hierfür ist es notwendig, einen sog. ĂLinkerñ zwischen dem Peptid und CTB einzubauen, 

welcher selektiv in den späten Endosomen gespalten wird. Für das Design eines Linkers kann 

von der Tatsache Gebrauch gemacht werden, dass die Aspart-Protease CatD in höherer 
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Konzentration in den LE, sowie Lysosomen vorliegt. Die Substratspezifität des Enzyms ist 

Literatur bekannt.
227-229

 So spaltet es bevorzugt die Peptidbindung zwischen zwei 

hydrophoben Aminosäuren, v.a. aber zwischen zwei aromatischen Aminosäuren wie 

Phenylalanin oder Tyrosin. 

Gemäß der Substratspezifität wurden daher peptidische Linker für die selektive Spaltung 

durch CatD dargestellt.   

Der erste peptidische Linker Ac-AAALAK 65 wurde in Anlehnung an die von Czerwinski et 

al. veröffentlichte Arbeit
237

 mittels linearer SPPS gemäß der Fmoc/
t
Bu-Strategie ausgehend 

von einem Fmoc-Lys(Boc)-Wang-Harz synthetisiert. Die Kupplungsschritte wurden mit 

jeweils 6 Äq. der Aminosäuren Fmoc-(L)-Leu, Fmoc-(L)-Ala, Ac-(L)-Ala und 6 Äq. der 

Kupplungsreagenzien HBTU/HOBt, sowie 12 Äq. der Base DIPEA durchgeführt. Die 

Abspaltung vom Harz erfolgte mit TFA/TIS/H2O (95:2.5:2.5) und lieferte das gewünschte 

Produkt 65 in ausreichender Reinheit mit einer Ausbeute von 46% (Abb. 4.54).  

 

Abb. 4.54: Darstellung von Ac-AAALAK 65 ausgehend von einem Fmoc-Lys(Boc)-Wang-Harz. 

Durch den Einbau einer Lysineinheit in die Linkersequenz wurde eine Ankergruppe für die 

Markierung mit einem Fluoreszenzfarbstoff geschaffen. Eine Markierung wurde mit 2 Äq. des 

Lissamin Rhodamin B-Fluorophors unter Zugabe von 4 Äq. NEt3 in abs. DMSO als 

Lösungsmittel durchgeführt. Nach chromatographischer Reinigung mittels HPLC/RP wurde 

66 mit 39% Ausbeute erhalten (Abb. 4.55).  
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Abb. 4.56 zeigt das LCMS-Spektrum des Rohprodukts, Abb. 4.58 hingegen das LCMS-

Spektrum des gereinigten Produkts 66.  

 

Abb. 4.55: Synthese von Lissamin-markiertem Linker 66. 

 

 

Abb. 4.56: LCMS-Spektrum des Rohprodukts. Das Ătotal ion chromatogramñ (TIC) ist in blau dargestellt und 

das UV-Chromatogramm bei 210 nm in rot (oben). Die zugehörigen Massenspektren der einzelnen Signale sind 

in Abb. 4.57 gezeigt. 
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Abb. 4.57: Massenspektren der einzelnen Signale im Rohprodukt des Lissamin-markierten Linkers 66. 

 

Abb. 4.58: LCMS-Spektrum der gereinigten Verbindung 66. Das Ătotal ion chromatogramñ (TIC) ist in blau 

dargestellt (oben) und das UV-Chromatogramm bei 210 nm in rot (unten). 

Ebenfalls ausgehend von einem Fmoc-Lys(Boc)-Wang-Harz erfolgte die Synthese des 

GLLFFK-Linkers 67 (Abb. 4.59). Für die Kupplungen wurden jeweils 4 Äq. Fmoc-(L)-Phe, 
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Fmoc-(L)-Leu, Fmoc-Gly, 4 Äq. HBTU und HOBt, sowie 8 Äq. DIPEA verwendet. Nach der 

Abspaltung vom Harz mit 95% TFA und chromatographischer Reinigung mittels HPLC/RP 

wurden 74% des Linkers 67 erhalten.  

 

Abb. 4.59: Synthese des peptidischen Linkers GLLFFK 67. 

 

Die Darstellung von RGFFK 68 erfolgte an einem Fmoc-Lys(Boc)-Wang-Harz durch 

Kupplung mit jeweils 2 Äq. Fmoc-(L)-Phe, Fmoc-Gly, Fmoc-(L)-Arg(Mtr), 2 Äq. HBTU/ 

HOBt und 4 Äq. Base (Abb. 4.60).  
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Abb. 4.60: Darstellung von RGFFK 68. 

Die Mtr-Schutzgruppe ist weniger säurelabil als Boc- oder 
t
Bu-Schutzgruppen. Daher kann 

die Abspaltung dieser Schutzgruppe je nachdem, wie häufig es in der Peptidsequenz 

vorhanden ist und welche Scavenger verwendet werden, bis zu 24 h benötigen. Eine spezielle 

Abspaltlösung (ĂReagenz Kñ)
180

 wird für die Abspaltung von der festen Phase benötigt, wie 

in Abb. 4.60 gezeigt ist.  

Die erste Abspaltung des Linkers von dem Harz lieferte zwar das gewünschte Produkt 68, 

jedoch konnte noch Mtr-geschütztes Peptid massenspektrometrisch nachgewiesen werden. 

Aus diesem Grunde wurde das Rohprodukt erneut mit 1 mL der Abspaltlösung versetzt und 

16 h bei RT gerührt. Anschließend wurde 68 aus kaltem Diethylether gefällt, gefrierge-

trocknet und chromatographisch gereinigt. RGFFK 68 wurde somit mit einer Ausbeute von 

16% erhalten.    

Analog zu RGFFK 68 wurde der Linker Ac-RGFFK 69 mit acetyliertem N-Terminus 

synthetisiert. Hierfür wurde nach der letzten Fmoc-Abspaltung an der festen Phase ein sog. 

ĂCappingñ mit 10% Pyridin und 10% Ac2O durchgeführt.
232

 Aufgrund der Problematik bei 

der Entfernung der Mtr-Schutzgruppe, erfolgte die Abspaltung vom Harz über 48 h, lieferte 
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dann aber nach Reinigung an der HPLC/RP das gewünschte Produkt 69 mit 41% Ausbeute 

(Abb. 4.61).  

 

Abb. 4.61: Synthese von 69 einschließlich Capping zum acetylierten Produkt. 

Die Darstellung des nächsten Linkers Ac-RGFFP 70 erfolgte mit jeweils 4 Äq. der benötigten 

Aminosäuren und Kupplungsreagenzien, sowie 8 Äq. der Base DIPEA. Die Acetylierung 

wurde mit 10% Pyridin und 10% Ac2O durchgeführt. Nach Abspaltung vom Harz über 4 h, 

wies die massenspektrometrische Analyse das gewünschte Produkt neben nicht identifizier-

baren Nebenprodukten auf. Daher konnte nach Reinigung mittels HPLC/RP 70 nur mit einer 

Ausbeute von 8% erhalten werden (Abb. 4.62).  
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Abb. 4.62: Darstellung des Linkers Ac-RGFFP 70 an einem Fmoc-Pro-Wang-Harz.  

Auch die Synthese mit Hilfe eines automatisierten Peptidsynthesizers lieferte 70 nur in Spu-

ren zusammen mit den gleichen nicht identifizierbaren Nebenprodukten, die auch bei 

manueller Synthese vorlagen.  

Da sich die Synthese von Ac-RGFFP 70 ausgehend von einem Fmoc-Pro-Wang-Harz als 

schwierig erwies, wurde die Sequenz ausgehend von einem Fmoc-Lys(Boc)-Wang-Harz 

dargestellt. Der Einbau von Lysin hat zudem den Vorteil, dass die Löslichkeit des Linkers 

verbessert und eine Ankergruppe für die Konjugation mit einem Fluoreszenzfarbstoff 

geschaffen wird. Eine zusätzliche Modifikation wurde durch die Einführung eines Glycins als 

Spacer vorgenommen. 

Abb. 4.63 zeigt die Darstellung von Ac-RGFFPK 71 und Ac-RGFFPGK 72 an einem Fmoc-

Lys(Boc)-Wang-Harz. 71 wurde mit einer Ausbeute von 36% und 72 mit einer Ausbeute von 

37% erhalten. 
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Abb. 4.63: Synthese der Linker Ac-RGFFPK 71 und Ac-RGFFPGK 72. 

Der letzte CatD-labile Linker wurde in Anlehnung an die von Scarborough et al. 

veröffentlichten Arbeiten dargestellt.  

 

Abb. 4.64: Synthese des Linkers KPILFFRLGK 73 ausgehend von einem Fmoc-Lys(Boc)-Wang-Harz. 
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Hierbei wird eine Spaltung der Phe-Phe-Bindung innerhalb des Substrats KPILFFRL be-

schrieben (Abb. 4.64). Dieses Substrat wurde C-terminal durch den Einbau eines Glycins als 

Spacer sowie eines Lysins modifiziert, analog den Arbeiten von Baechle et al.
238

 Der Linker 

KPILFFRLGK 73 wurde somit nach Abspaltung vom Fmoc-Lys(Boc)-Wang-Harz über 48 h 

mit einer Ausbeute von 80% erfolgreich synthetisiert. 

Zusammenfassend wurden acht verschiedene Linkermoleküle mit guten Ausbeuten 

synthetisiert. Einzig die Darstellung von Ac-RGFFP 70 war problematisch, da hier die 

Kupplung der ersten Aminosäure an das unreaktivere Prolin erfolgen musste. Zahlreiche 

Nebenprodukte gestalteten die Reinigung schwierig, wodurch nur 8% des Produktes erhalten 

werden konnte. Andere Linker, so wie Ac-AAALAK  65 und KPILFFRLGK 73, erforderten 

hingegen keine Reinigung, sondern wurden nach Abspaltung vom Harz und Ausfällen aus 

eiskaltem Diethylether direkt mit hoher Reinheit und Ausbeuten von 46% bzw. 80% erhalten. 

Durch den Einbau eines Lysins in die Linkersequenz können über die freie NH2-Gruppe in 

der Seitenkette stabile, fluoreszenzmarkierte Konjugate dargestellt werden. Dies wurde am 

Beispiel der Synthese von Ac-AAALAK(Liss) 66 mit einer moderaten Ausbeute von 39% 

gezeigt. 

Im nächsten Schritt gilt es die selektive Spaltbarkeit der dargestellten Substrate 65 bis 73 

durch CatD zu untersuchen. Dies wird in Abschnitt 4.5 beschrieben. 

 

4.2.8 Synthese von Gliadinpeptiden mit CatD-labilen Linkern  

Für die Synthese von CTB-Gliadinpeptid-Konjugaten wurde zunächst das toxische Peptid 

p31-43 mit jeweils zwei durch CatD spaltbaren Linkern synthetisiert (74, 76). Diese sind in 

Tabelle 4.4 dargestellt. 

Tabelle 4.4: Gliadinpeptide mit CatD-labilem Linker. * Nach chromatographischer Reinigung. 

Länge Gliadinpeptid  Ausbeute 

18-mer Ac-AAALALGQQQPFPPQQPY  74 41* 

19-mer Ac-AAALA KLGQQQPFPPQQPY  75 39* 

18-mer Ac-RGFFPLGQQQPFPPQQPY 76 49* 

19-mer Ac-RGFFPKLGQQQPFPPQQPY 77 61 
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Die Erweiterung der Linker Ac-AAALA und Ac-RGFFP mit einer zusätzlichen Lysineinheit 

ermöglicht die Markierung mit einem Fluoreszenzfarbstoff über die freie NH2-Gruppe in der 

Lysin-Seitenkette (75, 77).  

Die Synthese der Verbindungen 74 und 75 erfolgte wie in Abschnitt 4.4.2 beschrieben 

ausgehend von einem Fmoc-Tyr(
t
Bu)-Wang Harz mittels linearer SPPS. Die Kupplungs-

schritte wurden mit jeweils 6 Äq. der Aminosäuren Fmoc-(L)-Pro, Fmoc-(L)-Gln(Trt), Fmoc-

(L)-Phe, Fmoc-Gly, Fmoc-(L)-Leu, Fmoc-(L)-Ala, Ac-(L)-Ala (und Fmoc-(L)-Lys(Boc) für 

75) und 6 Äq. der Kupplungsreagenzien HBTU/HOBt, sowie 12 Äq. der Base DIPEA 

durchgeführt. Die Abspaltung vom Harz erfolgte mit TFA/TIS/H2O (95:2.5:2.5). Die 

chromatographische Reinigung mittels HPLC/RP lieferte das gewünschte Produkt 74 mit 

einer Ausbeute von 41% und 75 mit einer Ausbeute von 39% (Abb. 4.65 und Abb. 4.66).  

 

Abb. 4.65: Darstellung des Gliadinpeptids p31-43 mit CatD-labilem Linker Ac-AAALA.  

 

Abb. 4.66: Darstellung des Gliadinpeptids p31-43 mit CatD-labilem Linker und zusätzlicher Lysineinheit. 
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Am Beispiel von Ac-AAALAKLGQQQPFPPQQPY 75 wurde die Markierung mit dem 

Fluorophor Lissamin Rhodamin B durchgeführt (Abb. 4.67). Dazu wurde 75 mit 1.5 Äq. des 

Farbstoffs unter Zugabe von NEt3 als Base und DMSO als Lösungsmittel umgesetzt. Das 

gewünschte Produkt 78 wurde mittels LCMS nachgewiesen (Abb. 4.68 und Abb. 4.69). Auf 

eine Reinigung wurde verzichtet. 

 

Abb. 4.67: Markierung von 75 mit dem Lissamin Rhodamin B-Farbstoff. 

 

Abb. 4.68: LCMS-Spektrum des Rohproduktes von 78. Das ,,base peak chromatogramñ (BPC) ist in blau zu 

sehen und das UV-Chromatogramm bei 210 nm in rot (oben). Die Massenspektren der relevanten Signale sind in 

Abb. 4.69 dargestellt.  
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Abb. 4.69: Massenspektren des Rohproduktes des Lissamin-markierten Peptids 78. 

Die Darstellung von Ac-RGFFPLGQQQPFPPQQPY 76 sowie Ac-RGFFPKLGQQQPFPP-

QQPY 77 erfolgte an einem automatisierten Peptidsynthesizer mit jeweils 5.2 Äq. der ent-

sprechenden Aminosäuren Fmoc-(L)-Pro, Fmoc-(L)-Leu, Fmoc-(L)-Gln(Trt), Fmoc-(L)-Phe, 

Fmoc-Gly, Fmoc-(L)-Leu, Fmoc-(L)-Arg(Mtr) (und Fmoc-(L)-Lys(Boc) für xx) und 5 Äq. 

der Kupplungsreagenzien HBTU/HOBt unter Zugabe von 10 Äq. der Base DIPEA. Die 

Acetylierung wurde nach der letzten Fmoc-Abspaltung mit 10% Pyridin, 10% Ac2O und 

HOBt in DMF als Lösungsmittel durchgeführt. 

Die Abspaltung des Gliadinpeptids 76 vom Harz lieferte das gewünschte Produkt, jedoch 

konnte noch Mtr-geschütztes Peptid massenspektrometrisch nachgewiesen werden. Nach 

chromatographischer Reinigung konnte aber reines 76 mit einer Ausbeute von 49% isoliert 

werden (Abb. 4.70).   
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Abb. 4.70: Synthese von Ac-RGFFPLGQQQPFPPQQPY 76. 

Im Gegensatz dazu wurde nach 48-stündiger Abspaltung vom Tyr(
t
Bu)-Wang-Harz das 

Produkt 77 mit einer Ausbeute von 61% in ausreichender Reinheit erhalten und wies kein 

Mtr-geschütztes Edukt mehr auf, so dass auf eine Reinigung verzichtet werden konnte (Abb. 

4.71).  

 

Abb. 4.71: Darstellung von 77. 
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Somit konnten die in Tabelle 4.4 dargestellten Gliadinpeptide 74 bis 77 einschließlich CatD-

labiler Linkereinheit in guten Ausbeuten erhalten werden.  

Während die mittels linearer SPPS manuell hergestellten Verbindungen 74 und 75 Ausbeuten 

von 41% bzw. 39% lieferten, konnten 76 und 77 mit Hilfe eines Peptidsynthesizers mit 

Ausbeuten von 49% bzw. 61% erhalten werden. Durch die Synthese von Lissamin-

markiertem Ac-AAALAK(Liss)LGQQQPFPPQQPY 78 konnte gezeigt werden, dass über die 

freie NH2-Gruppe der Lysin-Seitenkette die Verknüpfung mit einem Fluoreszenzfarbstoff 

möglich ist. Solche fluoreszenzmarkierten Konjugate können zur Untersuchung durch 

konfokale Fluoreszenzlasermikroskopie mit Hilfe von Echtzeitaufnahmen herangezogen 

werden. Dadurch können Aussagen darüber gemacht werden, ob bei den CTB-Gliadinpeptid-

Konjugaten ein veränderter Prozessierungsweg vorliegt.  

 

4.2.9 Versuche zur Darstellung von CTB-Gliadinpeptid-Konjugaten 

4.2.9.1 SPDP als Linker 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wird vermutet, dass die Konjugation von CTB an das 

toxische Gliadinpeptid p31-43 den Transport des Peptids in die LE zur Folge hat und dadurch 

Einfluss auf die Entwicklung einer Immuntoleranz ausüben kann. Um zu prüfen, ob CTB 

tatsächlich eine veränderte Prozessierung bewirkt, wurde die Konjugation des Adjuvans an 

das Peptid zunächst über N-Succinimidyl-3-(2-pyridyldithio)-propionat (SPDP) als Linker 

durchgeführt. SPDP ist ein bifunktionaler Linker mit einer NHS-Aktivester- und einer 

Pyridinyldisulfid-Einheit. Ersteres reagiert effizient mit primären Aminen in Peptiden oder 

Proteinen und letzteres mit Thiolgruppen unter Bildung reversibler Disulfidbrücken (Abb. 

4.72). 

 

Abb. 4.72: Der für die Konjugation mit CTB verwendete, bifunktionale Linker SPDP. 
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Da die Prozessierung des CTB-Gliadinpeptid-Konjugats mittels Fluoreszenzmessungen 

beobachtet werden sollte, wurde das toxische Peptid p31-43 mit einer zusätzlichen Lysin-

Einheit verlängert. 

Die Darstellung von Lys-p31-43 (79) erfolgte mit Hilfe linearer SPPS gemäß der Fmoc/
t
Bu-

Strategie wie bereits beschrieben. Die Kupplungsschritte wurden mit jeweils 6 Äq. der 

Aminosäuren Fmoc-(L)-Pro, Fmoc-(L)-Gln(Trt), Fmoc-(L)-Phe, Fmoc-Gly, Fmoc-(L)-Leu, 

Fmoc-(L)-Lys(Boc) und 6 Äq. der Kupplungsreagenzien HBTU/HOBt, sowie 12 Äq. der 

Base DIPEA durchgeführt. Die Abspaltung des Peptids vom Fmoc-Tyr(tBu)-Wang-Harz 

erfolgte mit TFA/TIS/H2O (95:2.5:2.5). Durch Ausfällen aus kaltem Diethylether und 

anschließender Gefriertrocknung wurde 79 in ausreichender Reinheit mit einer Ausbeute von 

58% erhalten (Abb. 4.73). 

 

Abb. 4.73: Synthese von Lys-p31-43 (79) ausgehend von einem Fmoc-Tyr(tBu)-Wang-Harz mittels SPPS. 

Die anschließende Kupplung mit dem SPDP-Linker wurde unter Zugabe von NEt3 in DMF 

als Lösungsmittel durchgeführt (Abb. 4.74). Da die massenspektrometrische Analyse ergab, 

dass noch Edukt in Form des ungekuppelten Peptids 79 vorlag, wurde das Rohprodukt erneut 

mit 1 Äq. SPDP umgesetzt. Jedoch konnte hiernach weder Edukt noch Produkt 80 im 

Massenspektrum detektiert werden. 
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Abb. 4.74: Kupplung des Lys-p31-43 (79) mit dem SPDP-Linker in Lösung. 

Eine Kupplung des Linkers wurde daher an fester Phase durchgeführt. Hierzu wurde Lys- 

p31-43 (79) wie oben beschrieben synthetisiert (Abb. 4.75).  
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Abb. 4.75: Kupplung des SPDP-Linkers an der festen Phase.  

Nach der letzten Fmoc-Abspaltung wurden 1.5 Äq. SPDP und 3 Äq. DIPEA zugefügt und für 

1 h bei Raumtemperatur gerührt. Die Abspaltung des Kupplungsproduktes vom Harz erfolgte 

mit TFA/TIS/H2O (95:2.5:2.5). Die Fällung aus kaltem Diethylether und anschließender 

Gefriertrocknung lieferte das gewünschte Produkt 81 in 23% Ausbeute.  

Im nächsten Schritt wurde 81 mit 1.5 Äq. Lissamin Rhodamin B-Farbstoff zur Synthese des 

fluoreszenzmarkierten Konjugats 82 umgesetzt (Abb. 4.76).  
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Abb. 4.76: Darstellung des fluoreszenzmarkierten Konjugats 82 durch Kupplung mit dem Lissamin-Farbstoff. 

In Abb. 4.77 ist das LCMS-Spektrum des Rohprodukts gezeigt, wohingegen die zugehörigen 

Massenspektren in Abb. 4.78 dargestellt sind. 

Abb. 4.77: Ausschnitt aus dem LCMS-Spektrum des Rohprodukts 82. In blau ist das ,,base peak 

chromatogrammñ, sowie in rot das UV-Chromatogramm (210 nm) zu sehen (oben). Die Massenspektren der 

relevanten Signale sind in Abb. 4.78 dargestellt. 
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