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Zusammenfassung 1

Zusammenfassung

Synthese und Charakterisierung potentieller h5-L@Hibitoren

Unter den sechs identifizierten humanen Lipoxygengh-LOs) besitzt die 5-Lipoxygenase
(h5-LO) durch ihre zentrale Rolle in der LeukotrBiosynthese eine besondere
pathophysiologische Bedeutung. Diese aus Arachiloesgebildeten Lipidmediatoren sind,
wie seit Langem bekannt ist, nicht nur an der Imamwwehr, sondern auch an der Entstehung
von Schmerz, chronischen Entziindungen und alldrgis®eaktionen beteiligt. Ein Einfluss
auf die Tumorentstehung gilt als wahrscheinlich usid Gegenstand zahlreicher Studien
[Radmark 2010, Haeggstrom & Funk 2011].

Seit Mitte der 1980er Jahre wurde am Institut flafhazie der Martin-Luther-Universitat
Halle-Wittenberg versucht, die Wirkung von Inhils#a der Arachidonsaurekaskade mit
Amidrazonstruktur zu optimieren. Dabei dienten beka LO-Hemmer, wie Benzaldehyd-
phenylhydrazon bzw. Hexanalphenylhydrazon [Gale§8]%wus der Klasse der irreversiblen
Mechanismus-basierten Suizidinhibitoren und BW7%&W. Phenidon [Mansuy 1988] aus
der Klasse der Redoxinhibitoren als Leitstrukturéahlreiche offenkettige und zyklische
Verbindungen mit teilweise hochpotenter inhibitoner Aktivitat an der Sojabohnen-
Lipoxygenase-1 (SB-LO-1), der h5-LO und der huma@sulooxygenase (hCOX) wurden
erhalten. Die Entdeckung der Triazoline als zykissAmidrazone mit guter inhibitorischer
Wirksamkeit an der SB-LO-1 und der h5-LO und welsgntverbesserter Licht- und
Sauerstoffstabilitat fuhrte schlieRlich zur Abketion den offenkettigen Verbindungen
[Drutkowski 2003]. Eine zweifelsfreie Zuordnung dAmidrazone zu einer bestimmten
Inhibitorklasse gelang bisher nicht [Clemens 20dietsch 2003].

In Fortsetzung dieser Arbeiten wurde mit der Sysghder 1,2,4-Triazin-5-onéa-h eine
weitere Klasse zyklischer Amidrazone mit potengielh5-LO-Hemmung erschlossen. 1,2,4-
Triazin-3-one waren bereits 1996 als potente h5Hu@bkitoren mit glnstigem
Nebenwirkungsprofil beschrieben worden [Bhatia 1996 einem Mausmodell fir
chronische myeloische Leukdmie (CML) fuhrte die komerte Anwendung eines Kinase-
Inhibitors (Imatinib) mit einem h5-LO-Inhibitor (Buton) zu einem besseren therapeutischen
Erfolg als die Monotherapie mit Imatinib [Chen 2D08us diesen Erkenntnissen heraus
sollten die in dieser Arbeit synthetisierten Verthingen neben den-vitro-Testung auf h5-
LO-Hemmung in intakten polymorphkernigen Granulemyt(PMNG) auch an der CML-
Krebszelllinie K-562 auf Antiangiogenese-Aktivitdjetestet werden. Unerwarteterweise
zeigten alle Verbindungen nur schwache bis keindéleakotriene Wirksamkeit im
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Granulozytenassay. Der friher fir mechanistischali&h und zur Vorauswahl potentieller
h5-LO-Inhibitoren verwendete Sojabohnen-LipoxygendéSB-LO-1)-Assay wurde parallel
durchgefuhrt. Dieser lieferte fur die 1,2,4-Triabitone 4a-h - &ahnlich wie fur ihre
offenkettigen Amidrazonausgangsstoffen -sgf@/erte im mikro- und submikromolaren
Bereich (IGo: 0,015-1,1 uM) und erwies sich damit als ungedidgiie die Suche nach
Inhibitoren der h5-LO in dieser Substanzklasse. Destung der Substanzefa-d auf
antiangiogenetische Wirkung lieferte dagegen, vwergh mit Imatinib, moderate
Hemmaktivitaten an K-562-Zellen. Eine antiangiog®viekung der 1,2,4-Triazin-5-onéa-d
aufgrund zytotoxischer Eigenschaften konnte miteatees entsprechenden Assays an Hela-
Zellen ausgeschlossen werden.

Die aus pharmakokinetischer Sicht interessanteanketer wie Loslichkeit, Lipophilie und
Serumalbuminbindung wurden ebenfalls bestimmt. Dabigte sich, dass alle 1,2,4-Triazin-
5-one4a-h gemald derrule-of-five* von Lipinski, trotz hoher Lipophilie (logPow: 3-5),
theoretisch als oral bioverfigbare Wirkstoffe inage kommen, wegen ihrer maligen
Loslichkeit aber wahrscheinlich einer besonderelergschen Formulierung bedurfen. lhre
aufgrund der Lipophilie erwartete Bindung an hunsaneéSerumalbumin  war
spektrofluorimetrisch (K 2-10 uM) nachweisbar. Da sowohl bei den Suizitindren als
auch bei den Redoxhemmern die Oxidierbarkeit bas. alektrochemische Verhalten fiur die
Einschatzung ihrer inhibitorischen Potenz interesed, wurden die 1,2,4-Triazin-5-od@-h
mittels Zyklovoltammetrie und eines Radikalfangstsemit 2,2’-Diphenyl-1-picryl-hydrazyl
(DPPH) auf diese Eigenschaften untersucht. Daldenbérte sich eine mit den Triazolinen
vergleichbare Neigung der 1,2,4-Triazin-5-oda-h, nach elektrochemischer Oxidation
kinetisch stabile (persistente) Radikale zu bildemelche sich reversibel zu ihren
Ausgangsverbindungen reduzieren lassen [Krauth ,280%uth 2009]. Im DPPH-Assay
wurde, verglichen mit den Referenzverbindungen, eiar schwacher antioxidativer Effekt
festgestellt.

Die in dieser Arbeit durchgefuhrte Weiterentwickjuler offenkettigen Amidrazone zu
Verbindungen vom 1,2,4-Triazin-5-on-Typ fiuhrte nitum Erhalt neuer h5-LO-Hemmer.
Eine gute inhibitorische Aktivitat einiger der ireder Arbeit synthetisierten Verbindungen an
der SB-LO-1, welche wahrscheinlich nicht ausschié? auf eine Redoxaktivitat
zurtckzufiihren ist, lief3 sich nicht auf das humineym Ubertragen, was die pflanzliche LO
zur Charakterisierung potentieller h5-LO-Inhibitorangeeignet macht. Die Ergebnisse der
Antiangiogenese-Untersuchungen an der LeukamididelK-562, die Gberraschenderweise

in keinem Zusammenhang mit einer h5-LO-Hemmung afigotoxizitdt stehen, weisen
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jedoch auf eine mogliche bislang unbekannte Zighstr dieser Verbindungen hin. Das Ziel
zukunftiger Arbeiten konnte neben einer weitererul@troptimierung der 1,2,4-Triazin-5-
one, unter Bericksichtigung degRule-of-five“-Kriterien, die Untersuchung dieser

Verbindungen auf Hemmung der fiir die CML verantliciten BCR-ABL-Kinase sein.

Konformationsuntersuchungen an der C2-ahnlichen Dé@me nach Ligandenbindung

Auf der Suche nach Inhibitoren der h5-LO erfuhretierC2-ahnliche regulatorischg
Faltblattdoméane (Reste 1-114) in den letzten Jahlemotentielle Zielstruktur zunehmende
Beachtung. Durch Verwendung homo- und heterobifonktler amin- und photoreaktiver
QuervernetzungsreagenzierCrgss-Linkey in Kombination mit Nano-HPLC/MALDI-
TOF/TOF-Massenspektrometrie waren Konformationgsothungen an der rekombinanten
C2-ahnlichen Doméne (Reste 1-133) in Losung sovimhAn- als auch Abwesenheit der
niedermolekularen Liganden LR und BO2 moglich. Zu diesem Zweck wurden zwei neue,
von bekannten Photoaffinitatsmarkierungsreagenziahgeleitete Cross-Linker —mit
Benzophenonrest und stabiler IsotopenmarkierungD(SBBBI) synthetisiert und mittels
MALDI-TOF/TOF-MS/MS und ESI-LTQ-Orbitrap-MS/MS analnodulin (CaM) und der
C2-ahnlichen Doméne der h5-LO charakterisiert. Dientifizierung der intramolekularen
Quervernetzungsprodukte in der C2-ahnlichen Donsivde der (chemisch modifizierten)
oberflachenexponierten Aminosauren erfolgte mittddano-HPLC/MALDI-TOF/TOF-
MS/MS und lieferte wertvolle Informationen Uber dmdgliche Ligandenbindungsregion und
die, mittels Rontgenstrukturanalyse schwer absbla#tz dynamische Flexibilitat des Proteins
in Losung. So ermdglichten die ersten Cross-Linkifegsuche die Zugéanglichkeit
bestimmter Lysine (K44, 78, 88, 93, 122, 188 der rekombinanten C2-ahnlichen Doméne
durch deren chemische Modifizierung und massensmektrische Analyse mit der h5-LO-
Rontgenkristallstruktur (pdb: 308Y) [Gilbert 20141 vergleichen und zu bestétigen. Diese
Experimente wurden mit einer ungereinigten ChaegeRroteins (GR), dem Liganden LB,
und unter Verwendung homobifunktioneller aminreakti Quervernetzungsreagenzien
(BS°G-Dy/D4, BS*-Dy/D.) durchgefiihrt. Im Lysin-Modifizierungsmuster vo4z zeigte sich
keine Veranderung in Abhangigkeit des Liganden,L.PDies deutet darauf hin, dass die
Interaktion wahrscheinlich nicht in der N&he der @er Proteinoberflache lokalisierten
Lysinseitenketten (K4478, 88, 93, 122, 133tattfindet. Intramolekulare Quervernetzungen
waren mit C2; und LR>; nicht nachweisbar.

Eine weiterentwickelte Proteinreinigungsmethodesu@uhilfenahme des Detergenzes Brij-

35 und hydrophober Interaktionschromatographie ghatite die Durchfihrung weiterer
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Experimente mit einer Charge gereinigten Prote@%*{e). Ebenfalls unter Verwendung der
Cross-Linker B&G- und BS-Dy/D. gelang es, Quervernetzungen innerhalb der C2¢iteni
Doméane zu erhalten und Uber die Auswertung derAbhangigkeit des Liganden BO02,
unterschiedlichen Fragmentionenspektren Konforma#tiaderungen zu beobachten. So
schienen sich in Anwesenheit des Liganden die As@incereste von Y99 und Y105 starker
an der Proteinoberflache zu prasentieren, wahred@l ddfenbar abgeschirmt wurde. Unter
der Voraussetzung einer grof3eren dynamischen Higibdes C-terminalen Bereiches
(Reste 117-133) in Losung und nativer Faltung deseihs nach Reinigung mit Brij-35 sind
die Ergebnisse der Quervernetzungsexperimente ip&udvit den heterobifunktionellen
amin- und photoreaktiven Cross-Linkern (SBC/SBDGI iBBI) konnten keine Querver-
netzungen innerhalb der C2-ahnlichen Doméne gefunderden. Im Muster der
modifizierten Reste (vorwiegend Lysinseitenkettemyaben sich keine Unterschiede in
Abhangigkeit des Liganden B02. Mit dem neu synthetien cystein- und photoreaktiven
Cross-Linker BBI konnte ein Cystein (C104) der Qidé&chen Domane erfolgreich
modifiziert werden. Dies war zuvor mit dem thiokhduphotoreaktiven Maleidobenzophenon
(Mal-BP) nicht gelungen. Inwieweit das Detergeng-Bb, welches haufig bei der Reinigung
von Membranproteinen zum Einsatz kommt [Corin 201dig native Konformation des
Proteins beeinflusst, konnte nicht abschlieRendagekerden. Circulardichroismus-Spektren
der in HEPES-Puffer (0,1 M und 1 M; pH 7,4) geldstg2-ahnlichen Domane waren nur
bedingt auswertbar.

Aufgrund der festgestellten Photoreaktivitait desganden BO02 wurden weitere
Untersuchungen mit photoreaktiven Quervernetzuagenezien wie SBC/SBDC unterlassen.
Photo-Addukte zwischen B02 und der C2-dhnlichen Bwenwaren nicht nachweisbar.
Wahrend der spektrofluorimetrischen BestimmungRissoziationskonstanten {Kvon B02
an einer ohne Detergenz gereinigten C2-ahnlichemde (CZe,, Kg: 8-16 uM) wurde ein
Forster-Resonanz-Energie-Transfer (FRET) zwischagarid und Protein beobachtet, der
aufgrund der geringen Ressourcen an B02 und C2e8ilenlDoméane jedoch nicht weiter
verfolgt wurde. Die im ersten Teil dieser Arbeyinthetisierten 1,2,4-Triazin-5-onéa-h
wurden aufgrund ihrer Unwirksamkeit an der h5-LOPNNG nicht an der C2-ahnlichen
Domaéne untersucht.

(Photo-)chemisches Cross-Linking mit MALDI-TOF/TOFS/MS ermdoglichte, auf der
Grundlage der h5-LO-Rontgenkristallstruktur platesilStrukturdaten der C2-ahnlichen
Doméne in Losung zu erhalten und erste Aussagen Kdydormative Veréanderungen der

regulatorischen Domé&ne nach Ligandenbindung zu fetref Fir weitergehende
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Interaktionsuntersuchungen mit potentiellen Ligandeler C2-ahnlichen Domane,
insbesondere der spektrofluorimetrischeg\Viert-Bestimmung und einer Fortsetzung der

FRET-Experimente, misste die Proteinreinigung weiptimiert werden.
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Summary

Synthesis and characterization of potential h5-L6@hibitors

Among the six human lipoxygenases (h-LOs) knownd#&te, the human h5-LO is of
outstanding pathophysiological importance duegivotal role in leukotriene biosynthesis.
These lipid mediators are arachidonic acid mettdmliand are well known for their
involvement in immune defense processes, in paueldpment, chronic inflammation and
anaphylactic reactions. An influence on tumorgenasi likely and has been topic of
numerous studies [Radmark 2010, Haeggstrom & FOAR R

Since the mid-1980s, the optimization of arachidatid cascade inhibitors with amidrazone
structure has been a goal of research at theutestif Pharmacy, Martin-Luther-Universitat
Halle-Wittenberg. Established LO-inhibitors, suct laenzaldehyde phenylhydrazone and
hexanal phenylhydrazone, belonging to the clasgretersible mechanism-based suicide
inhibitors as well as BW755C and phenidone belogpginthe class of redox inhibitors served
as lead structures. A number of open-chain andacgompounds with partially highly potent
inhibitory activities towards the soybean-lipoxygsa-1 (SB-LO-1), h5-LO and the human
cyclooxygenase (hCOX) were synthesized. The diggowd the triazolines as cyclic
amidrazones exhibiting high inhibitory potenciesvdods both the SB-LO-1 and the h5-LO
together with improved light- and oxygen-stabibtiéeed to a decline of the open-chain
compounds [Drutkowski 2003]. A clear classificatioh the amidrazones within a well-
defined group of inhibitors has not been accomptlisyet [Clemens 2001, Klietsch 2003].

In order to extend these previous research effbrgs4-triazin-5-oneda-h were synthesized,
opening a new class of cyclic amidrazones with mitde h5-LO-inhibition. In 1996, 1,2,4-
triazine-3-ones were described as potent h5-LOhitdris with favorable side effects [Bhatia
1996]. In a recent study, mice suffering from checomyeloid leukemia (CML) were treated
with a mixture of a kinase inhibitor (imatinib) amdh5-LO-inhibitor (zileuton) resulting in
improved therapeutic results compared to treatrétfit imatinib alone [Chen 2009]. From
these findings, the compounds synthesized in thakwshould be tested for their
antiangiogenetic activity towards the CML-cancell éi@ee K-562 in addition to h5-LO-
inhibition in polymorphnuclear neutrophile granuites (PMNG). Unexpectedly, all 1,2,4-
triazine-5-onegla-h showed only weak to no anti-leukotriene activitydMNG assays. The
soybean lipoxygenase-1(SB-LO-1)-assay that had bsed in the early days for mechanistic
studies and for screening of potential h5-LO-intmis was conducted in parallel yieldings$C

values in the micro- and submicromolar range;{10,015-1,1 uM), which were comparable
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to these of open-chain amidrazones. Thus, the SB-la@say proved to be inappropriate for
screening h5-LO inhibitors. For compountls-d, moderate inhibitory activities towards K-
562 were observed. An anti-angiogenic effect ofltf#&4-triazin-5-oneda-d due to cytotoxic
properties was excluded by an HelLa cell based assay

Relevant pharmacokinetic parameters such as sidipophilicity, and serum albumin
binding were additionally determined. 1,2 4-trigzfrones4a-h are potentially orally
bioavailable agents according to Lipinskitule-of-five” despite their high lipophilicities
(log Poiw: 3-5). Nevertheless, special pharmaceutical foathuh will be mandatory due to
the modest solubilities of these compounds. Bindiog human serum albumin was
spectrofluorimetrically analyzed and resulted issdciation constants in the low micromolar
range (K: 2-10 uM) presumably, due to the compounds’ higbghilicities. Both for the
suicide inhibitors and the redox inhibitors, regmtential and electrochemical behavior have
to be considered to evaluate their inhibitory prtips. Therefore the 1,2,4-triazine-5-odes

h were investigated by cyclic voltammetry and byadical scavenger test with diphenyl-
picryl-hydrazyl (DPPH). Compared to triazolinesimitar behavior was observed for 1,2,4-
triazine-5-ones4a-h resulting in the formation of persistent radicafter electrochemical
oxidation, which could be reversiblely reduced [#ra 2005,'Krauth 2009]. In the DPPH
assay, only a weak antioxidative effect was obsko@mpared to the reference compounds.
Conclusively, the aim to expand the class of opg®airc amidrazones into 1,2,4-triazine-5-
ones did not result in novel h5-LO inhibitors. Ararkable inhibitory effect of several of the
novel substances described herein towards the SB;L@hich is presumably not simply
explained by antioxidative properties, was not fbdar the human enzyme, rendering the
plant lipoxygenase inappropriate to screen for Rbuhhibitors. The antiangiogenic properties
towards leukemia cell line K-562 that are surpggmnot related to h5-LO inhibition or
cytotoxicity, pointing to a potential novel targitr these compounds. For future studies
structural optimization of the 1,2,4-triazine-5-enen respect to inhibition of the CML
specific BCR-ABL kinase could be envisioned.

Conformational Studies of the C2-like Domain uporigand Binding

During the past years of searching for h5-LO inoits, the C2-like regulator@-barrel
domain (residues 1-114) of h5-LO has attractedegming attention as potential drug target.
Homo- and heterobifunctional amine- and photorgactiross-linkers combined with nano-
HPLC/MALDI-TOF/TOF mass spectrometry were employed conduct conformational
studiesin-solution of recombinant C2-like domain (residues 1-133nal@as well as in the
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ligand (LP; or BO2)-bound form. For that purpose, two novelssrlinkers derived from
known photoaffinity reagents were synthesized doirtg a benzophenone residue and a
stable isotope label (SBDC, BBI). Both cross-lirkewvere. characterized by MALDI-
TOF/TOF-MS/MS and ESI-LTQ-Orbitrap-MS/MS using caldulin and the C2-like domain
of h5-LO. In-depthMS analysis of intramolecular cross-links withhetC2-like domain and
determination of exposed amino acids was perforimgecano-HPLC/MALDI-TOF/TOF-
MS/MS and yielded valuable information on the putatligand binding region and the
dynamicin-solution flexibility of the protein, which is difficult tgpredict from the X-ray
crystal structurelnitial cross-linking experiments confirmed specifiolvent-exposed lysines
(K44, 78, 88, 93, 122, 133) in the recombinant &2-domain as suggested by the X-ray
structure of h5-LO [Gilbert 2011] (pdb: 308Y). Tlkesxperiments were conducted using a
batch of protein (Cg, mixture of protein components after TEV cleavagdusion protein
(MBP-C2)), the ligand LB, and the homobifunctional amine-reactive croskein (BSG-
Do/D4, BS-Dy/D4). The lysine modification pattern of Gavas not changed upon addition of
LP:2; ligand. Therefore, we assume that protein-ligamgraction does not occur in the
regions surrounding these lysines that are loadlae the protein surface (K44, 78, 88, 93,
122, 133).Neither intermolecular cross-links between,Cand LR2; nor intramolecular
cross-links within the C2-like domain were detected

An improved purification strategy relying on thetelgent Brij-35 and hydrophobic
interaction chromatography allowed conducting ferthcross-linking experiments with
purified protein (C2%e, purified C2-like domain after TEV-cleavage). S&lentramolecular
cross-linked products were detected within ligandsrl C2-like domain using BS- and
BS*-Dy/D.. In the presence of B02, tyrosines Y99 and Y103ewieund to be solvent
accessible, while K93 was apparently shielded. m#sg that the C-terminus possesses a
higher dynamic flexibility (amino acids 117-133) solution and that the protein is still
correctly folded after purification with Brij-35hé results of the cross-linking experiments are
plausible. With the heterobifunctional amine- artibforeactive cross-linkers (SBC/SBDC
and BBI) no intramolecular cross-links were founithim the C2-like domain. Modification
patterns of amino acids (mainly lysines) did natvghany differences between ligand-bound
and free protein. In contrast to the cysteine- aptiotoreactive cross-linker
maleidobenzophenone (Mal-BP), the novel reagent@Bived to modify a cysteine residue
(C104) in the C2-like domain. So far, it remainglear to which extent the detergent Brij-35,

which is frequently used for purification of membeaproteins [Corin 2011], influences the
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native conformation of the C2-like domain .Circuthchroism spectra of the C2-like domain
in HEPES buffer (0.1 M and 1 M; pH 7,4) were onhjimited value.

Further investigations with photo-reactive crosedirs, such as SBC/SBDC, were omitted
owing to the photoreactivity of BO2. Searching fdroto-adducts between B02 and the C2-
like domain did not yield any results. Interestingh Forster resonance energy transfer
(FRET) between ligand and protein was observedhdwpectrofluorimetric binding studies
between C2-like domain (G&) and B02 (K: 8-16 uM). Yet, this effect was not investigated
in more detail due to the limited ressources of BA& C2-like domain. The, 1,2,4-triazine-5-
ones4a-h described in the first part of this work were motestigated for their inhibitory
activities towards the C2-like domain due to tHatk of activity towards the h5-LO from
PMNG.

Based on the X-ray crystal structure of h5-LO (phmhemical cross-linking experiments
combined with MALDI-TOF/TOF-MS/MS allowed obtainirgfructural data on the C2-like
domain in solution as well as gaining insights imonformational changes within the
regulatory domain after ligand bindinglet, protein purification strategies have to be
optimized for further interaction studies betwebr C2-like domain and potential ligands,

namely spectrofluorimetric Kmeasurements and follow-up FRET studies.
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1 Einleitung und Zielstellung

Mit der Identifizierung der humanen 5-Lipoxygendh&-LO, Arachidonat-5-Lipoxygenase,
EC 1.13.11.34) als Schlusselenzym in der Biosymrthgso-inflammatorischer und
-allergischer Leukotriene (LT Cysteinyl-LTs: LTG-E4) begann Anfang der 1980er Jahre
[Samuelsson 1983] die intensive Erforschung deReQelkreises. Zum Greifen nah erschien
das Ziel, neue therapeutische Optionen fir die Baloag chronisch entzindlicher
Erkrankungen wie rheumatoide Arthritis, entzundiictDarmerkrankungen, Psoriasis,
allergische Rhinitis und auch Krebs zu erhaltenctbwéhrend die Eicosanoid-Biosynthese
auf dem humanen Cyclooxygenase(hCOX)-Weg (Prostdgia, Thromboxane) durch die
Isoformen hCOX-1 und hCOX-2 (Prostaglandin G/H kgse 1/2, EC 1.14.99.1) relativ frih
verstanden und therapeutisch beeinflusst werdennt&or(z.B. durch nichtsteroidale
Antirheumatika, NSAR), gibt die h5-LO nach mehr 2fsJahren intensiver Forschungsarbeit
weiterhin Ratsel auf. Zwar konnten zahlreiche Ecitdegen zum besseren Verstandnis der
Enzymaktivierung und der pathologischen LT-Wirkuragitragen. Die Entwicklung
hochpotenter und fir den Menschen vertraglicherkgtffe blieb jedoch weit hinter den
Erwartungen zurtick. Die Kompliziertheit des Systemigit sich auch in der Tatsache, dass es
erst Anfang 2011 gelang, durch die Identifizierwmygl den anschlielBenden Austausch einer
destabilisierenden Aminosauresequenz (K653E, K634&5L) innerhalb der h5-LO, eine
Rontgenkristallstruktur des menschlichen Enzymserhalten [Gilbert 2011]. Davor diente
ein Homologie-Modell, basierend auf den Struktwitnfationen der 1997 von Gillmor
erhaltenen RoOntgenkristallstruktur  der Retikulopyl®-LO vom Kaninchen, als
Forschungsgrundlage [Gillmor 1997, Hammarberg 2000]

FUr mechanistische Studien und die Suche nach fgten LO-Inhibitoren behalf man sich
Uber langere Zeit vorrangig mit der bereits intensiforschten LO-1 aus der Sojabohne
Glycine max.(SB-LO-1, seed lipoxygenase-1, EC 1.13.11.12), den schon frihzeitig
Strukturinformationen zur Verfigung standen [Shaba®87, Boyington 1993, Minor 1993,
Minor 1996]. Bezogen auf das Substrat Arachidores&tellt dieses Enzym eine 15-LO dar.
Die gute Handhabbarkeit und Stabilitdt verbunden emner hohen Konservierung der
Aminosauren im aktiven Zentrum der SB-LO-1 im Veigh zu den Sauger-LOs (h5-LO,
Kaninchen-Retikulozyten-15-LO)  [Prigge 1996] diente trotz einer geringen
Gesamtsequenzhomologie von nur ~27%, als Reclgiiegi fur die Verwendung des
pflanzlichen Enzyms als Testsystem. Daneben ettdsiie sich zahlreichein-vitro-
Inhibitionsassays unter Verwendung von intakterr dgigerten 5-LO-produzierenden Zellen,
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wie z.B. polymorphkernigen neutrophilen Granulomytg PMNG) tierischen oder
menschlichen Ursprungs [Radmark 1980, Steinhill8861 Kupfer 1996, Schneider 2005]
und Testverfahren auf der Basis von humanem Vdllfilarsson 1998, Frohberg 2006,
Sud’ina 2008, Masferrer 2010].

Unter den unzahligen Wirkstoffkandidaten, die Uler Jahre entwickelt und untersucht
wurden, sind die Verbindungen mit Hydrazon- undr8aonidhydrazonstruktur seit Langem
als potente LO-Inhibitoren bekannt [Baumann 198Rig(eeri-Bertez 1987, Frohberg 1995].
Ausgehend von den Leitstrukturen 1-Phenyl-3-Pyidnal (Phenidon) [Blackwell 1978], 3-
Amino-1-[3-(trifluormethyl)phenyl]-2-pyrazolin (BWa5C) [Radmark 1980, Mansuy 1988,
Cucurou 1991] und verschiedenen PhenylhydrazonanBenzaldehydphenylhydrazon [Sun
1980,Wallach 1981, Galey 1988, Bombard 1993], wurde den vergangenen Jahren
zahlreiche Saureamidhydrazonderivate in offenerz(kAmidrazone) und zyklischer Form
(Triazoline, Triazole, Benzotriazepine) als COX-dunO-Hemmer synthetisiert und getestet
[Harenberg 1987, Nuhn 1993, Frohberg 1995, Clen#H®1, Drutkowski 2003]. Dabei
konnte fur einige Amidrazone durch die Zyklisierugige erhdhte Stabilitdt gegeniber Licht
und Sauerstoff bei gleichbleibender Wirksamkeiteietrt werden. Eine Korrelation der
mittels Zyklovoltammetrie bestimmten Redoxaktivitidr Amidrazone und deren Derivaten
mit der inhibitorischen Wirksamkeit an der SB-LOkbnnte nicht beobachtet werden.
Auffallig war jedoch die erhéhte Persistenz derctiuglektrochemische Oxidation intermediér
gebildeten Radikalkationen bei den zyklischen Ammdnen [Krauth 2005Krauth 2009].
Zur Theorie stabiler und persistenter Radikale @mei die Ubersichtsarbeit von Hicks
verwiesen [Hicks 2007].

Im Rahmen dieser Promotionsarbeit sollten zweieZigrfolgt werden:

1.) Ausgehend von offenkettigen Amidrazonen als ti3sebausteine sollte Uber einen
Ringschluss die neue Substanzklasse der 1,2,4iT+4%aa@ne erschlossen und charakterisiert
werden. Dabei sollte vor der pharmakologischen urestauf h5-LO-Inhibition eine
Abschatzung der potentiellen oralen Bioverfugbdrgemald defRule-of-five“-Deskriptoren
vorausgehen. Ein bekannter Synergie-Effekt zwischBB-LO- und BCR-ABL-
Kinasehemmern bei der chronischen myeloischen Lmigk&ML) sollte durch Testung der
neuen Verbindungen an der Leukamie-Zell-Linie K-S®2rprift werden [Chen 2009].
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2.) In einer Kooperation mit der Arbeitsgruppe Btdber (Institut fur Pharmazeutische
Chemie, Johann Wolfgang Goethe-Universitat Framkéur M.) sollten mittels (photo-)
chemischer Quervernetzung und hochauflosender Msgsktrometrie Konformations-
anderungen innerhalb der rekombinantéitterminalen C2-ahnlichen Domé&ne der h5-LO
nach Inkubation mit zwei niedermolekularen LigandeR;,;, BO2) untersucht werden. Das
Ziel sollte die Identifizierung einer neuen Bindsatglle flir h5-LO-Inhibitoren an der C2-

ahnlichen Domaéane sein.
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2 Theoretischer Teil

2.1 Lipoxygenasen

2.1.1 Historie der Lipoxygenasen

Lipoxygenasen (LOs) katalysieren den positions- wstdreospezifischen Einbau von
molekularem Sauerstoff in mehrfach ungesattigtésketen oder Fettsaure-Ester mit einer
cis, cis-1,4-Pentadien-Grundstruktur, wie z.B. Aidonsédure (gy-Fettsdure, Saugetier) oder
Linol- und a-Linolenséure (G-Fettsduren, Pflanzen) [lvanov 2005]. Die erste &mung
einer LO - aus dem Samen der SojaboBhgine max- stammt aus dem Jahr 1932. Damals
wurde sie noch als Lipoxidase bezeichnet [Andre2).9Rach erfolgreicher Isolierung und
Kristallisierung des Enzyms im Jahre 1947 [Theot8W7] dauerte es noch weitere 46 Jahre,
bis die ersten RoOntgenstukturdaten der beiden nsao LO-1 und LO-3 vorlagen
[Boyington 1993, Minor 1993, Minor 1996, Skrzypczdnkun 1997]. Zu den
nachgewiesenen Aufgaben pflanzlicher LOs zahlt Mievirkung an der Synthese von
Aroma-, Abwehr- und Signalstoffen. Die zur Grupper ©xylipine zahlende Jasmonsaure,
ein Derivat den-Linolensaure, ist beispielsweise neben der AbwelnrPflanzenpathogenen
an der Wachstumsregulierung und der Seneszeniidpefideldt 2003, Liavonchanka 2006].
Hamberg, Samuelsson und Nugteren entdeckten Métel870er Jahre eine Sauger-LO,
welche die Arachidonsaure am Kohlenstoffatom 12liexi (Arachidonat-12-Lipoxygenase,
EC 1.13.11.31) [Hamberg 1974, Nugteren 1975]. Man lwsher davon ausgegangen, dass es
sich bei LOs ausschlie3lich um pflanzliche Enzyraadelt. In den folgenden Jahren gelang
es der Arbeitsgruppe Samuelsson (Karolinska IrstfBiockholm, Schweden), eine
Arachidonat-5-LO in PMNG des Kaninchens zu idenifien [Borgeat 1976] und deren
Bedeutung in der Biosynthese pro-inflammatorisalned —allergischer Leukotriene (LTB
LTC4, LTD4, LTEs) nachzuweisen. 1982 erhielt Samuelsson zusammeénSome K.
Bergstrom (Karolinska Institut Stockholm, Schwedemd John R. Vane (The Wellcome
Research Laboratories, Beckenham, United Kingdoem) obelpreis fur Physiologie oder
Medizin ,for their discoveries concerning prostaglandins camelated biologically active
substances[Samuelsson 1983].

Nur funf Jahre spater konnte Samuelsson von dete€kting einer weiteren Gruppe von h5-
LO-Metaboliten, den sogenanten Lipoxinen (LXipoxygenase interaction produgts
berichten [Samuelsson 1987]. Diese Trihydroxyeitsismensauren (LXA LXB,) entstehen
durch eine Interaktionsreaktion zwischen 15- od&L® mit 5-LO und besitzen, wie man
heute weil3, sowohl anti-inflammatorische als audhahtagonistische Wirkungen [Serhan
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2005]. Die kurzlich entdeckten sogenannten Aspgetriggerten Lipoxine (15-epi-LXA 15-
epi-LXB4) werden durch das Zusammenwirken von h5-LO unchdukcetylsalicylsaure
acetylierter hCOX-2 gebildet [Serhan 2005].

Die erste Rontgenkristallstruktur einer Sauger-Ldlzierten Gillmor und Kollegen im Jahr
1997 mit der 15-LO aus Kaninchenretikulozyten, \weleinen gebundenen Inhibitor enthielt
[Gillmor 1997]. 2005 gelang Oldham die Kristallisiag einer 8-LO (Arachidonat-8-
Lipoxygenase, EC 1.13.11.40) aus der karibischeralkoPlexaura homomallawelche die
aulBergewohnliche Eigenschaft hat, an StelleSreterecisomeren Hydroperoxyfettsauren die
Bildung vonR-Stereoisomeren zu katalysieren [Oldham 2005, Ne&f19]. 2008 wurde der
Mechanismus des anti-inflammatorischen Effektesereimit essentiellenw-3-Fettsduren
hochdosierten Ernéhrung aufgeklart. Verantworttietd die unter Beteiligung der h5-LO aus
Eicosapentaen- (EPA) oder Docosahexaensaure (DldBijdgten Resolvine (Resolvin D1,
Resolvin E1) und Protectine (Protectin D1) [Serh@008]. Seit Abschluss des
Humangenomprojektes im Jahr 2003 sind die Genealigr LO-Isoformen identifiziert
(Tab. 1).

Tab. 1. Humane LO-Gene und bevorzugte Verbreitung derreafignden LO-Isoform [modifiziert nach
Walther 2003].

Gen-Bezeichnung LO-Isoform Hauptsachliches Vorkomme"”
Retikulozyten, eosinophile Granulozyten, Bronchial-
ALOX15 15-LO-1 _
epithelzellen
ALOX15B 15-LO-2 Haarwurzeln, Haut, Prostata, Corrigenchialepithelzellen
Plattchen-Typ _ _
ALOX12 Thrombozyten, Epidermis
12-LO
ALOX12B 12R-LO Haut, Tonsillen
Epidermis-T
ALOXE3 P 7P Haut
LO-3
ALOX5 5-LO Leukozyten, dendritische Zellen

U Literatur, siehe Walther 2003 und Haeggstrom &K2011

Mit der ersten rontgenkristallographischen Strukiklarung einer humanen LO, der h5-LO
im Jahr 2011 durch Gilbert und Kollegen hat die E@schung einen weiteren Hohepunkt
erreicht [Gilbert 2011]. Das bisher etablierte h5-Modell auf der Grundlage der
Retikulozyten-15-LO vom Kaninchen konnte schligffliabgelost werden. In den
Uberlagerten Strukturmodellen der Sauger-LOs h5Kahinchen-Retikulozyten-15-LO und
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der &-LO aus der Koralle erkennt man eine hohe Konsamig der Sekundarstrukturen mit
Ausnahme einer einzigartig verkirzten Heti2 in der katalytischen Domane der h5-LO
(Abb. 1).

B

. o
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Doméne /z/mﬁ__v__,' =\
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0 @
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Abb. 1: Réntgenstruktur der stabilen h5-LO mit einer Agiliig von 2,4 A (rosa, pdb: 308Y). (A) Einzigartige
Faltung in der Helixa2 der katalytischen Doméne der h5-LO (rosa). (B)héloKonservierung der

Sekundarstrukturen zwischen den LOs. Die Sequeniide zwischen h5-LO und der Retikulozyten-15-LO
vom Kaninchen (blau) und deR8 O ausPlexaura homomallggriin) betragt jeweils ~ 40%. Das katalytische

Eisenion ist in orange dargestellt [modifiziert ha&gilbert 2011].

2.1.2 Die Rolle der h5-LO in der Arachidonsaurekaskade

Die h5-LO wird vorwiegend in Zellen der Pathogenahw wie PMNG, Monozyten,
Makrophagen, dendritischen Zellen, Mastzellen, Baphozyten und in Schaumzellen aus
atherosklerotischem Gewebe exprimiert. Es handgitsm ein monomeres Enzym aus 672
oder 673 Aminosauren (~ 78 kD). In der Tertiarstwmuklassen sich zwei voneinander
differenzierbare Domanen unterscheiden. Biwerminale C2-&hnliche regulatorisch#
Faltblattdomane (AS 1-114) und eine grolR3€reerminalea-helikale katalytische Domaéane
(AS 121-673), welche in ihrem Zentrum ein prosswti gebundenes Eisenion {#Ee*)
enthdlt (Abb. 1) [Radmark 2010]. Untersuchungen der Ligand-freien 15-LO aus
Kaninchenretikulozyten in Losung deuten auf einkGbte Bewegungsfreiheit der beiden
Domanen gegeneinander tber einen hochflexiblen, unskikstrukturfreien

Aminosaurenabschnittgndom coi) hin [Hammel 2004].
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Der stimulatorische Reiz zur Bildung der LTs durbB-LO kann auf vielfaltige Art
stattfinden. Der am langsten bekannte Aktivierurggwaur h5-LO-katalysierten LT-Synthese
fuhrt Gber einen Anstieg der intrazellularen Caitionenkonzentration. In mehreren Studien
konnte eine Bindungsstdchiometrie von 2:1 (2 Mol**Cal Mol h5-LO) mit einer
Dissoziationskonstanten {Kvon ~6 puM ermittelt werden [Hammarberg 1999, kutk
2002]. Interessanterweise konnte-vitro bei erhdohten Phosphatidylcholin (PC)- oder
Arachidonsaurespiegeln eine h5-LO-Aktivierung uréaigiig von einer CGa&-Stimulierung
beobachtet werden [Skorey 1998]. Nucleotide, inshésre ATP, wirken in Anwesenheit von
Cd" an einer bisher unbekannten Bindungsstelle kosignemd auf h5-LO [Okamoto 2005].
Diese Interaktion macht man sich auch bei der Fn@imigung der h5-LO mittels ATP-
Affinitatschromatographie zunutze [Zhang 2000]. IZteéss (Natriumarsenit, osmotischer
Stress, Hitzeschock) induziert insbesondere in Awkeit ungeséttigter Fettsauren eine
gesteigerte LT-Synthese durch Aktivierung stimereter Kinasen (MK2 phosphoryliert
S271 und ERK2 phosphoryliert S663). Ein cAMP-Angtie der Zelle mobilisiert stattdessen
die inhibierende Proteinkinase A (PKA phosphoryli&®523) [Werz 2001,'Werz &
Steinhilber 2005, Radmark 2010]. Gemeinsam mit el@nfalls aktivierten zytosolischen
Phospholipase A (cPLAx1), welche auch eine €asensitive regulatorischeg-
Faltblattdomane enthalt, assoziiert die h5-LO ankdgnmembran der Zelle. Untersuchungen
deuten darauf hin, dass die Interaktion mit denttewonischen Phospholipiden (PL) der
Kernmembran (v.a. Phosphatidylcholin) von Seiten mgulatorischerg-Faltblattdomane
Uber eine mdgliche PL-Bindungstelle vollzogen wifdas humane Coactosin-ahnliche
Protein (CLP, 142 Aminosauren), ein weiterer stismehder Kofaktor von h5-LO, der
maoglicherweise als eine Art Chaperon agiert, besize vergleichbar starke Affinitat zu
dieser Bindungsstelle [Provost 1999, Provost 26Gikonjac 2006]. Glyceride, wie 1-Oleyl-
2-acetyl-glycerol (OAG) stimulieren h5-LO an delst Bindungsstelle, allerdings nur in
Abwesenheit von G4 [H6rnig 2005]. Die cPLAa hydrolysiert die PL der Kernmembran und
setzt dadurch Arachidonsaure frei. Diese wird voramranstandigen 5-Lipoxygenase-
aktivierenden Protein (FLAP, Monomer: ~ 18 kD), esin Protein aus der Familie der
MAPEGs (membrane-associated proteins in eicosanoid andatfliitne metabolisinder h5-
LO ,prasentiert®. FLAP liegt als Homotrimer vor undt homolog zur humanen LTC
Synthase mit 33% Sequenzidentitat [Ferguson 200&eggistrom & Funk 2011]. Ein
ausreichend hoher Fettsaurehydroperoxid(LOOH)-Tasmgt schliel3lich dafir, dass das

prosthetisch gebundene Eisenion in seiner aktivenmF(F€") vorliegt. Eine durch
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Calciumionen erhohte Affinitdt von LOOH an eine mertete regulatorische
Fettsdurebindungsstelle wird diskutiert [Burker02D

In einer von h5-LO katalysierten Dioxygenase-Reaktkommt es zur Insertion eines
Molekils Sauerstoff an Position 5 der Arachidonsaund damit zur Bildung von s
Hydroperoxy-eicosa-6,8,11,14-tetraensdure (5-HPET&¢hema 1). Die anschliel3ende
Umwandlung von 5-HPETE zu LTAwird ebenfalls Gber h5-LO (LTASynthase-Aktivitat)
katalysiert. Auf einer alternativen Route kann &JBIPETE durch Glutathion-Peroxidase
(GSH-Px)-Aktivitat 5-Hydroxy-eicosa-6,8,11,14-tetraensaure (5-HETE)tedten, aus der
sich durch 5-HEDH (5-Hydroxy-eicosanoid-dehydroga)a 5-Oxo-eicosa-6,8,11,14-
tetraensaure (5-o0xo-ETE), ein starkes Chemotaktikuriosinophile und Monozyten, bilden
kann [Powell 2005, Grant 2009]. Aus dem instabileRA, erhalt man mittels LTA
Hydrolase (Neutrophile, Monozyten) das gleichfatark chemotaktisch aktive LT,Boder
durch LTG-Synthase (Mastzellen, Eosinophile) die stark bhoRonstriktorischen
Peptidoleukotriene (Cys-LT) LTL LTDs und LTE. Fur die verschiedenen h5-LO-
Metabolite konnte eine Reihe von G-Protein-gekdgpelRezeptoren als Zielstruktur
identifiziert werden: Die BLT- und BLT,-Rezeptoren fur LTB[Yokomizo 1997, Yokomizo
2000], die CysLT- und CysLB-Rezeptoren fur die Peptidoleukotriene (intrinsesétktivitat
am Cys-LT-Rezeptor: LTQ > LTC4 > LTE4 bzw. am Cys-L}-Rezeptor: LTR = LTC, >
LTE,) [Lynch 1999, Heise 2000, Evans 2002, Singh 2@ der OXE-Rezeptor fur 5-oxo-
ETE [Hosoi 2002, Jones 2003, Powell 2005].
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Schema 1: Der h5-LO-Weg der Arachidonsaurekaskade. 5-HPEBE:Hydroperoxy-eicosa-6,8,11,14-
tetraensaure, 5-HETE: 5S-Hydroxy-eicosa-6,8,11etvaensaure, 5-HEDH: 5-Hydroxy-eicosanoid-
dehydrogenase, 5-ox0-ETE: 5-Oxo0-eicosa-6,8,11,ttdarsaure [nach Werz 2006].

2.1.3 Pathophysiologie der h5-LO und Inhibitionsmechanisren

Eine Vielzahl allergischer und entzindlicher Reak#in werden durch eine vermehrte
Ausschittung von h5-LO-Metaboliten, v.a. LTs, aldge [Werz 2006]. Beim
Bronchialasthma spielt ein erhdhter Spiegel der -IChs eine entscheidende Rolle
[Samuelsson 1987, Lewis 1990]. Diese Mischung (1, IO D,4, LTE,), friher auch alsslow
reacting substance of anaphylaxifFeldberg & Kellaway 1938, Murphy 1979] bezeichnet
wirkt stark bronchokonstriktorisch, hypersensilbdiend und etwa 1000mal starker als
Histamin [Dahén 1981]. Diese Effekte werden v.a. Giber den CysR&zeptor vermittelt. Bei
entzuindlichen Hauterkrankungen wie atopischer Dgtisyvand Psoriasis ist die Beteiligung
der LTs am Krankheitsgeschehen noch uneindeutidirévié die Gabe des direkten h5-LO-
Hemmers Zileuton (Abb. 2) in einer Studie zu eisignifikanten Verbesserung bei Patienten

mit atopischer Dermatitis und chronischer Urtikafiigrte [Woodmansee & Simon 1999],
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konnte dieses Ergebnis bei mit an Psoriasis Erlteankicht reproduziert werden [Degreef
1990, van de Kerkhof 1996]. Ahnlich zwiespaltig idie Bedeutung der LTs bei
entziindlichen Darmerkrankungen und rheumatoidenrig. Obwohl in friihen Studien der
1980er Jahre erhohte LT-Spiegel in der Synoviadftileit von Patienten mit rheumatoider
Arthritis [Klickstein 1980, Davidson 1983] und ined Darmmukosa von Patienten mit
entzundlicher Darmerkrankung [Sharon & Stenson 19&bos 1987] gemessen wurden,
konnte die Gabe von Zileuton keinen linderndendpeutischen Effekt erzielen [Weinblatt
1992, Hawkey 1997, Roberts 1997]. Neuere Studidegba einen moglichen Nutzen von
Antileukotrienen bei kardiovaskuldren Erkrankungeerijnschlie3lich Atherosklerose,
Schlaganfall, Myokardinfarkt und Aortenaneurysmaef@/2006]. Die Wirkungen von LTs
auf das kardiovaskulare System, wie Koronarartggengung und die Erhdhung der
Kapillardurchlassigkeit fur Plasma, sind seit deithén 1980er Jahren bekannt [Feuerstein
1984, Letts 1987]. Bei der Osteoporose scheintMiérzahl der h5-LO-Metaboliten (Cys-
LTs, LTBs, 5-HETE) die Aktivitat der Knochen abbauenden Old@sten zu verstérken
[Werz 2006].

Eine wachsende Anzahl an Studiendaten legt ein&titunelle Beteiligung des h5-LO-
Regelkreises an der Proliferation und Metastasgenrschiedener Krebszellen, wie z.B.
Prostata- und Pankreaskrebs [Ghosh 1998, Fiscli€},2Beuroblastom [van Rossum 2002]
und Leukamie [Chen 2009] nahe.

Auf dem Weg zur Entwicklung potenter antileukoteenVerbindungen wurden in den
vergangenen Jahren verschiedene Strategien verDibei lassen sich bis heute funf
Inhibitorklassen unterscheiden, die im Folgendestheeben werden:

1.) Eisenchelatoren

Hierzu zahlen Hydroxamsaure- uhdHydroxyharnstoff-Derivate. Neben ihrer Eigenschaft
das Eisenion des aktiven Zentrums der h5-LO zuatisedren, besitzen sie auch schwache
RedoxeigenschafterfWerz & Steinhilber 2005]. Die Substanz A-46077 édton, Zyfl&,
ICs0: 0,5-1 uM, Abb. 2) ist der bisher einzige und muden USA fur die Behandlung von
Asthma bronchiale zugelassene direkte reversible@Hemmer aus dieser Wirkstoffklasse.
Bei anderen pathologischen Zustéanden, wie rheudatoArthritis oder entztindlichen
Darmerkrankungen, die mit einer vermehrten LT-Bilguin Zusammenhang gebracht
werden, konnte Zileuton nicht Giberzeugen [Cart&1]1®erz 2006].
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Abb. 2: Eisenchelatierender Redoxinhibitor A-46Q(Zileutort®).

2.) Redoxaktive Verbindungen

In diese Gruppe fallen hauptsachlich lipophile amtsthe Verbindungen mit unspezifischer
antioxidativer Wirkung, die neben der Reduktion #eglytischen Eisens (£ der h5-LO
auch andere Redoxprozesse in der Zelle beeinflusgamen (Abb. 3). Prominente Vertreter
sind Pflanzeninhaltsstoffe, wie z.B. Flavonoide yBeann 1980], Cumarine, Derivate der
Kaffeesdure wie Cinnamyl-3,4-dihydroxy-cyano-cinnamat (CDC) [Pergola 2011] und
Polyphenole wie die Nordihydroguaiaretsdure (NDG#)s dem Kreosotbuscharrea
tridentataoder 3,5,4’-Trihydroxystilben (Resveratrol) aus WéeinbeeréVitis vinifera[Jang
1997, Pinto 1999]. CDC und NDGA besitzen aufgrumets Katecholcharakters auch einen
chelatierenden Effekt auf Eisenionen [Pergola 20Di¢ Verbindung AA-861 fallt aufgrund
ihrer strukturellen Ahnlichkeit zu naturlichen Cbiren, wie z.B. dem Ubichinon-10 ins Auge
[Ford-Hutchinson 1994]. Bei den artifiziellen Vemdungen, wie z.B. Phenidon und BW755C
[Radmark 1980, Cucurou 1991], handelt es sich vegemd um instabile Molekile, die zum
Teil erhebliche Nebenwirkungen (z.B. Methamoglobohing) aufweisen [Fort 1984,
Bruneau 1991, Lau 1992, Ford-Hutchinson 1994].

HO

H

Phenidon

Resveratrol ,/>\
7 —NH>
N\N

; BW755C

CF3

Abb. 3: Redoxaktive Lipoxygenase-Inhibitoren.
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3.) Nicht-redoxaktive Inhibitoren

Der unspezifischen und unselektiven Wirkung demoxedtiven Verbindungen geschuldet,
begann frih die Suche nach sogenannten Hemmerr\vcmRedox-Typ [Falgueyret 1993,
Ford-Hutchinson 1994]. Doch wahrend die meistenbWelungen dieser Sorte, wie z.B.
ZD2138 (Abb. 4) an intakten PMNG und im Vollbluneigute Wirksamkeit zeigten, waren
die Hemmaktivitaten im Zell-Homogenat eher maligaj@ey 1992, Werz 1998, Werz
2006]. Untersuchungen konnten nachweisen, dass dmweém hohen Spiegel an
Fettsaureperoxiden — wie im Zell-Homogenat festgkést die Wirkung dieser Nicht-Redox-
Hemmer an einer regulatorischen ArachidonsaureBigdstelle kompetitiv antagonisiert
werden kann [Werz 1998, Burkert 2003].

Fur Acetyl-11-ketgs-boswelliasdure (AKBA, Abb. 4), ein Naturstoff adem indischen
Weihrauch, scheint dagegen der Peroxidtonus irZdle keine Rolle fur ihre inhibitorische
Aktivitat zu spielen [Werz 1998]. Eine €aabhéngige, nicht-kompetitive Wirkung an der
regulatorischen Arachidonsdure-Bindungsstelle wiid AKBA diskutiert [Safayhi 1995,
Sailer 1998].

) ZD2138

Abb. 4: Lipoxygenase-Inhibitoren vom Nicht-Redox-Typ.

4.) FLAP-Inhibitoren

Durch Hemmung des in der Kernmembran lokalisiei$erostrat-Transportproteins FLAP
kommt es zu einer eingeschrankten Bereitstellumg Ax@chidonsaure fur h5-LO und damit
zu einer verminderten LT-Synthese. Potente HemmeGranulozytenassay sind z.B. MK-
886 und Bay-X1005 (Abb. 5), die jedoch im humaneallBblutassay nicht Uberzeugen
konnten fWerz & Steinhilber 2005]. Neueste Studien legeneefLAP-Inhibition als
antileukotrienen Wirkmechanismus des dualen hCOX@8Hemmers Licofelone (ML-
3000) nahe [Fischer 2007].
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(H3C)3C
CH3 Y S chy
H3C A COOH @\/i/ Bay-X1005
Z O.
N N H
MK-886\\QC|
COOH

H3C

H3C
Licofelone

Abb. 5: FLAP-Inhibitoren

5.) Leukotrien-Rezeptorenblocker

Trotz intensiver Forschung ist der Cys{tFezeptor-Inhibitor Montelukast (Singulajr
Abb. 6) der einzige in Deutschland zugelassene $é6fkaus dieser Gruppe. Montelukast ist
indiziert als Zusatzbehandlung bei Patienten ab dhdfen, die unter einem leichten bis
mittelgradigen persistierenden Asthma leiden, dats emem inhalativen Kortikoid nicht
ausreichend behandelt und durch die bedarfsweiseeAdung von kurzwirksameif-
Sympathomimetika nicht ausreichend unter Kontrajlebracht werden kann. Weitere
Indikationen sind die saisonale allergische Risnitnd Belastungsasthma (Fachinfo-Service,
Rote Liste Service GmbH, Stand: Mai 2011). Nur imsknd zugelassene Analogpréparate
sind Pranlukast (Onéh Ultair') und Zafirlukast (Accolatd. Inhibitoren am Cys-LF oder
BLT;-/BLT>-Rezeptor befinden sich noch in frihen Entwicklstgdien.

Abb. 6: Leukotrien-Rezeptorenblocker Montelukast (Singtiai

6.) Sonstige Inhibitoren

6.a) Mechanismus-orientierte Inhibitoren

In diese Gruppe fallen Verbindungen, die als Sabetialoga von LOs umgesetzt werden und
diese dadurch inhibieren. Zu dieser Gruppe zé&hlersdg. irreversiblersuizid-Inhibitoren
wie Gy-Acetylenfettsduren (beschrieben fir Eicosa-5,84-tetrainsaure an SB-LO-1 und
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15-Retikulozyten-LO [Kuhn 1984]), Phenylhydrazoneegchrieben fur humane PMNG
[Steinhilber 1986] und fur SB-LO-1 [Galey 1988])WiA 7) und das durch h5-LO erzeugte
Arachidonsaurederivat 5-HPETE (Schema 1, beschrietie Meerschweinchen-PMNG
[Aharony 1987]). Die in der Arachidonsaure-Kaskadierch Reduktion von 5-HPETE
gebildete 5-HETE (Schema 1) wirkt an der h5-LO noch als kompetitiver, reversibler
Hemmer [Aharony 1987].

Wahrend die inhibitorische Wirksamkeit der, vergéo mit den Phenylhydrazonen,
strukturell ahnlichen offenkettigen Saureamidhydrez (Amidrazone) mit hoher
Wahrscheinlichkeit auch einem Suizidmechanismuserliait, hemmen die zyklischen
Amidrazone (z.B. Triazoline) (Abb. 7) kompetitivadineversibel [Nuhn 1993, Frohberg 1995,
Clemens 2001].

Z XX_Z X COOH

Eicosa-5,8,11,14-tetrainsaure

e O
jR/lN

Phenylhydrazon
RCO.__N. _Ar RCO-_ NN\ Ar
NH E \E .
3
Rl/ Rl/ 2 R
Amidrazon R Triazolin

Abb. 7: Mechanismus-orientierte Inhibitoren.

6.b) Selen-organische Verbindungen

Die am weitesten entwickelte Verbindung aus digSarppe ist der lipophile und wenig
toxische Multi-Enzymhemmer Ebselen (PZ 51, 2-Phdngdbenzisoselenazol-32-on)
(Abb. 8), welcher in niedriger Konzentration eineNahl inflammatorischer Enzyme (15-
LO, 5-LO, Prostaglandin-H-Synthase-1, NO-SynthddADPH-Oxidase, Proteinkinase C,
H*/K*-ATPase, Papain) inhibiert [Schewe 1995] und siefemwartig in mehreren klinischen
Studien der Phase Il zur Erprobung als Wirkstadfitidet [Sarma 2008]. Ausschlaggebend
fur die antileukotriene Wirkung an der h5-LO undRé&tikulozyten-LO ist zum einen eine
Veranderung der Eisenligandensphare im aktivenrdentles Enyms durch Interaktion mit
benachbarten Thiolgruppen aus AminosaureseitemkeBabei ist der Mechanismus nicht-

kompetitv und irreversibel, wenn sich die LO im 6daustand (F&) befindet und
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kompetitiv im aktiven Zustand (B® [Walther 2003]. Zusétzlich senkt Ebselen duraheei
Glutathion-Peroxidase(GSH-Px)-ahnliche Aktivitat ndélydroperoxidtonus in der Zelle
[Schewe 1994].

Q-0

Abb. 8: Der Selen-organische h5-LO-Inhibitor Ebselen.

2.1.4 Die C2-ahnliche Domane

C2-Doméanen sind regulatorische Untereinheiten vomteihen aus durchschnittlich
130 Aminoséauren. Die Sekundarstruktur ist durchizemeils vierstrangige antiparallefe
Faltblatter gekennzeichnet, die Uber insgesamterieschleifen Ipop9 miteinander
verbunden sind. Funktionell sind sie an Signaldakionsvorgdngen und
Membraninteraktionen beteiligt. Neben den EF-Hamutivn handelt es sich um die am
weitesten verbreiteten €aabhingigen Doméanen. Die meisten Informationen &terktur
und Funktion von C2-Domanen stammen aus StudienPmispholipase & (PLG1, EC
3.1.4.11, 1-Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphatgpinodiesterase delta-1), Proteinkinase C
(PKC, EC 2.7.11.13, ATP: Protein-phospho-transi&ragytosolischer PhospholipasecA
(cPLAza, EC 3.1.1.4, Phosphatidylcholin-2-acylhydrolasedl Synaptotagmin | [Rizo 1998].
PLC51 hydrolysiert Phosphatidylinositol-4,5-diphosphatDiacylglycerol und Inositol-1,4,5-
triphosphat [Lee 1995]. PKC, in der die erste C2¥lane identifiziert wurde, gehort zu einer
Familie von Proteinkinasen, die durch Diacylglydemad andere Lipide reguliert werden
[Nishizuka 1988, Newton 1997]. Die cPLdAhydrolysiert PLs in der Kernmembran und setzt
dabei Arachidonsaure, den Vorlaufer pro-inflammatdrer Eicosanoide, wie die
Prostaglandine und LTs, frei [Clark 1995, Desserf9]l9 Synaptotagmin | ist ein
transmembranares Protein in der Zytoplasmamemlyaapsscher Speichervesikel und gilt
als Calciumionensensor fir die Exozytose vesikulBeurotransmitter [Brose 1992, Geppert
1994]. Es besitzt zwei C2-DomanendCC,B).

Die erste raumliche Struktur einer C2-Doméane staiaumst NMR- und Rontgenstrukturdaten
der GA-Doméane des Synaptotagmin | [Sutton, 1995]. Stmddalysen weiterer C2-
Domanen offenbarten topologische Orientierungen zimei mdglichen Auspragungen
(Topologie I: Synaptotagmin | fB-Domé&ne] und PK@; Topologie II: PLG1 und cPLAQ)
(Schema 2). C2-Doménen der Topologie Il finden siochmalerweise am\-Terminus eines

Proteins, anC-Terminus kénnen beide Topologien auftreten.
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1 loop 1

: _ loop2 ' loop 1 Top Ioep 2
i : 1 H— Bottom l 1 N ¢ |
Synaptatagmin |, PKCp1 PLC31, cPLA,

Topology | Topology Il

Schema 2:Darstellung der unterschiedlichen Topologien f@-@bméanen am Beispiel von Synaptotagmin |
(Topologie |, links) und PLEL (Topologie II, rechts). Die drei Schleifelogpg, an denen die G&Bindung
erfolgt, sind hervorgehoben (loop 1, 2, 3).NNTerminus, CC-Terminus. [Rizo 1998].

Die der cPLAa &hnliche Aktivierung der h5-LO durch Calciumiondéky (CPLA):
~10uM; K4 (h5-LO): ~6puM) und die vergleichbar hohe Affinital neutralen PLs, wie dem
vorwiegend in der Kernmembran lokalisierten Phosgkigholin (PC), war Anlass fir
Hammarberg und Kollegen, die regulatorisché-terminale Domane der h5-LO
strukturanalytisch zu untersuchen. Dies fuhrte 200®&inem ersten raumlichen Modell auf
Grundlage der Kiristallstruktur der 15-Retikulozye® vom Kaninchen und zur
Lokalisierung eines C&Bindungsmotivs innerhalb der Schleife 2o0p 2) an den
Aminosauren N43, D44 und E46 (Abb. 9) [Hammarbeéd@@. Inzwischen existieren Daten,
die auf zwei getrennte &aBindungsmotive um die Aminosauren F14, A15, Gibo 1),
D79 (oop 3 und D18, D1916op 1), L76 (oop 3 hindeuten (Abb. 9) [Bindu 2004]. Trotz
fehlender C2-Topologie und einer auffalligen, unt 4ekreuzten Orientierung der beiden
vierstrangigen antiparallelegf-Faltblatter in der regulatorischen Doméne der Kb-L
gegenuber einer weitgehend parallelen AnordnundeincPLAa [Dessen 1999] (Abb. 9)
kann bei deN-terminalen Doméane der h5-LO anhand ihrer strukiemeu.v.a. funktionellen

Ahnlichkeit von einer C2-ahnlichen Doméne gespracherden [Hammarberg 2000].

Abb. 9: Die C2-ahnliche Doméane der stabilen h5-LO (pdb88D(links) im Vergleich zur C2-Doméne der
cPLAa  (pdb: 1CJY) (rechts). Die fur die €aBindung und Membraninteraktion bedeutenden

Schleifenregionen innerhalb der C2-ahnlichen Donf{fomp1-4 sind gekennzeichnet. (Abb. erstellt mit Pymol
v0.99).
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Ubereinstimmungen in der Sequenz und Topologie chwis den regulatorischen Domanen
von Polycystin-1, Lipoxygenase un@-Toxin fuhrten schlieBlich zur Einfihrung einer C2-
Unterklasse, den PLAT-Domanen [Radmark 2005].

Interaktionsstudien mit isolierter C2-ahnlicher Diome von h5-LO und die Erstellung eines
Homologiemodells auf Grundlage der C2-Domé&ne W@aostridium perfringensa-Toxin
(einer Phospholipase C, pdb: 1gmd) konnten 2002 €#i-abhangige selektive Bindung an
zwitterionisches, in der Kernmembran lokalisie®3 Uber die Aminosauren W1bg¢p 1),
W75 (oop 3, W102 (oop 9 (Abb. 9) zeigen, wie sie schon fur die cRhAbeschrieben
wurde [Bittova 1999, Cho 2001]. Es wird vermutetssl die C&-Bindung zu konformativen
Veranderungen in der PL-Bindungsregion der regtikatben Doméane (W13, W75, W102)
fuhrt und damit eine Anndherung an die hydropholmnkiembran erleichtert [Kulkarni
2002]. Weitere, die Aktivitdt der h5-LO beeinflusge Kofaktoren, welche vermutlich mit
der PL-Bindungstelle interagieren, sind Glyceridée wi-Oleyl-2-acetylglycerol (OAG)
[Hornig 2005] und das Coactosin-dhnliche ProteilHY; von dem eine Chaperon-artige
Stabilisierungsfunktion fir die h5-LO angenommemnrdwjProvost 2001, Rakonjac 2006,
Esser 2010].

FUr mechanistische und strukturelle Untersuchuragemsolierter C2-&hnlicher Doméane der
h5-LO exprimierte Michel (Arbeitsgruppe Prof. Staiber, Johann Wolfgang Goethe-
Universitat Frankfurt a. M.) diese if. coli als Fusionsprotein (MBP-C2) mit dem
l6slichkeits-vermittelnden  Affinitatsmarker Malte8endungsprotein  (MBP) N-terminal,
getrennt durch eine TEV-Spaltstelle (ENLYFQ/G). Reinigung der C2-&dhnlichen Doméne
nach der Amylose-Affinitdtschromatographie und @&V-Protease-Spaltung von MBP-C2
konnte mit Hilfe hydrophober Interaktions-chromatgghie (HIC) erreicht werden [Michel
2008].

2.1.5 Kleine Molekile als Liganden an der C2-ahnlichen Dméane

Das urspriinglich als dualer PPARAgonist synthetisierte Pirinixinsaure-Derivat 1P
[Popescu 2007] zeigte in einem zellfreien Assay aein 100.000g-Uberstand eines h5-LO
UberexprimierenderkE. coliLysates eine moderate Hemmaktivitat §dC34 uM) [Werz
2008], welche durch die dosisabhangige Zugabe v@n dessen Bindungsmotiv sich
innerhalb der C2-ahnlichen Doméane der h5-LO betirf@dd.4), aufgehoben werden konnte
[Michel 2008] (Abb. 10). Die in den 1990er Jahremtdeckten Peroxisom-Proliferator-
aktivierten Rezeptoren (PPARS) [Issemann & GreefOLSind intrazellulare nukleédre

Rezeptoren, welche bei der Regulierung des Lipeprstoffwechsels (PPAR und des
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Blutzuckerspiegels (PPAR eine wichtige Rolle spielen. Vor Kurzem konnteneei
antientzindliche Wirkung durch PPAR-Aktivierung geg werden [Devchand 1996, Varga
2011]. Durch Liganden-basierte Pharmakophorsucleé daalen hCOX/h5-LO-Inhibitoren
mit der Alignment-Software PHASTpkharmacophore alignment search tpalurde mit B02
(Abb. 10) eine Verbindung gefunden, die sowohl makten PMNG, als auch im zellfreien
100.000g-Uberstand des h5-LO (berexprimierendemoli-Lysates vielversprechende
Hemmaktivitaten zeigte (K¢ 0,9 pM bzw. IGy: 0,65 uM) [Hofmann 2008, R6dl 2011],
allerdings ohne sich in eine bekannte Inhibitorkéasinordnen zu lassen. Daten, die mit Hilfe
eines Kompetitionsassays an der h5-LO gewonnenemyndeisen auf eine Interaktion der

beiden Verbindungen mit der regulatorischen C24ié@heh Domane hin [Michel 2008].

0
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LP12;

(Pirinixinsaure )

Abb. 10: Strukturformeln der untersuchten Liganden der @@lidhen Doméne der h5-LO.

2.2 Chemisches Cross-Linking zur StrukturuntersuchungRroteinen

Beim chemischen Cross-Linkihgverden zwei Molekiile (intermolekular) oder Absdteni
innerhalb eines Molekiils (intramolekular) kovalentt einem Vernetzungsreagenz einer
definierten Langeross-Linkey miteinander verknupft. Diese Reaktion funktiohier nach
Reaktivitat der Kopfgruppen des Cross-Linkers méptRien, Proteinen, Nukleinsduren,
Lipiden, Zelloberflachen oder Wirkstoffen [Back &)0 Voraussetzung fir das Gelingen
einer Quervernetzung ist zum einen die Zuganglithkker reaktiven Gruppen der
Reaktionspartner und zum anderen die fur eine Dastaerbriickung notwendige Lange des
Cross-Linkers. Nach der erfolgreichen Verknupfuregden durch enzymatische Spaltung des
vernetzten Proteins stabile Cross-Linking-Produitéeschen einzelnen Peptiden erhalten, die
nach ihrer Isolation und chromatographischen Raimigmassenspektrometrisch analysiert
werden konnen. Nach Auswertung der Fragmentionessbhtespektren (MS/MS) kénnen die
Bindungspartner, d.h. die vernetzten AminosaureriewPeptide, eindeutig identifiziert
werden. Das chemische Cross-Linking stellt damieéfechnik dar, um in Verbindung mit
der Massenspektrometrie niederaufgeloste dreidimeale Strukturen von Proteinen und

deren Komplexen zu ermitteln.
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2.2.1 Isotopenmarkierte homobifunktionelle Cross-Linker mit aminreaktiver
Estergruppe

Die am haufigsten eingesetzten Quervernetzungsnesge mit beidseitiger aminreaktiver
Funktionalitdat sind die homobifunktionellerN-Hydroxysuccinimidester (NHS-Ester).
Kommerziell sind eine Vielzahl solcher Verbindungerhaltlich bei denen beispielsweise
durch Variation der Kohlenwasserstoffkettenlangpacelange) innerhalb der Molekile die
Reichweite der mdoglichen Distanziberbriickung vdsgrt oder verkleinert werden kann
(www.piercenet.com). Die Verwendung von 1:1-Mischem aus isotopenmarkierten 4D
und unmarkierten (F) Quervernetzungsreagenzien vereinfacht die asahgi Auswertung
und das Erkennen markierter oder vernetzter Pephicleh die Prasenz zweier identischer
Massenspektren, welche eine charakteristische Massschiebung, z.B. 4 amu (Schema 3)
besitzen. Limitierungen aufgrund geringer Wassédikeit lassen sich durch die
Verwendung der entsprechenden sulfo-NHS-Derivatgalman [Sinz 2006] (Tab. 2).

Tab. 2: Verwendete isotopenmarkierte homobifunktionellesSrLinker.

Strukturformel Spacefange (A) Spezifitat
2ok ONa"
N O;S//O O:IS=O
© ° 5 o primare Amine
N H/D H/D N 7,7
N o (Hydroxylgruppen)
o] HD HID o
BS?G-Dy/-Ds
Q ° (0] / o) . o .
Na"O— o HID 1o o primare Amine
i N\o)kk\/\/)\yroﬁ’g—wa‘ 11,4
0 HID HID & v (Hydroxylgruppen)
BS3-Dy/-Dy o

NHS-Ester besitzen als Nukleophile eine besondeeaktonsaffinitdt zu primaren

aliphatischen Aminen, mit denen sie unter Ausbiglwon Saureamidbindungen eine
kovalente Verknupfung eingehen kénnen (Schema Bk [3003]. Kirzlich konnte gezeigt
werden, dass neben der bekannten Bevorzugung woédnen Aminogruppen, wie sie z.B. in
den Seitenketten von Lysinen zu finden sind, augtirékylgruppen, wie in den Seitenketten
von Serin, Tyrosin und Threonin, als BindungspartineFrage kommen [Kalkhof & Sinz

2008]. Dabei hat neben dem pH-Wert der Losung aliehNachbarschaft zu bestimmten

Aminosauren einen Einfluss auf die Reaktivitat [N&&@009].

! Es wird der englische AusdrugRross-Linking* anstatt ,Quervernetzung* verwendet, da sich diesder
Literatur durchgesetzt hat.
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AL, M(CHZ)@
/+H2N_ H H/D H/D H

+ BS2G-Dy/D, (n=1)/+BS>-Dy/D, (n=4) Am: 96,021/100,046 Da (n=1)

.—.Peptid NH
2 Am:138,068/142,093 Da (n=4)

0 0
2 H/D H/D

Am: 114,032/118,056 Da (n=1)
Am: 156,079/160,103 Da (n=4)

Schema 3:Reaktionsmechanismus fiir die Umsetzung eines hidamitionellen NHS-Esters (B&-Dy/D.,
n=1 oder B&Dy/D,, n=4) mit Amino- oder Hydroxylgruppen aus Aminossaeitenketten (Lysin, Serin,
Threonin, Tyrosin) eines Proteins. (A) Als Produlkgetstehen bei erfolgreicher Reaktion beider addtier
Estergruppen Quervernetzungsprodul@eogs-Link$ innerhalb des Proteins (intrapeptidal oder irgptjmal).
(B) Nach hydrolytischer Spaltung einer NHS-Estektion werden nur einfach modifizierte Peptidspezies
erhalten. In der praktischen Durchfihrung der Expente wurden die jeweiligen NHS-Ester in ihrer
undeuterierten () und vierfach deuterierterDf) Form in einem molaren Verhaltnis 1:1 eingeseatmt, die

massenspektrometrische ldentifizierung der Crosgihg-Spezies zu erleichtern.

2.2.2 Heterobifunktionelle Cross-Linker mit photoreaktiver Benzophenongruppe
Das photoreaktive Diarylketon Benzophenon (BP)tbesn der biochemischen Forschung,
z.B. zur Untersuchung von Proteinkonformationenhmaee klare Vorteile gegeniiber anderen
Photovernetzungsreagenzien [Prestwich 1997]:

» hohere chemische Stabilitat als Diazoester, Argiazind Diazirine

» stabil bei Raumlicht

» Aktivierungswellenlage (330-360 nm) liegt in eineitr Proteine unschadlichen

Bereich
» keine Photodissoziation nach Aktivierung
» bevorzugte Reaktion mit C-H-Gruppen selbst in Arem®it von Wasser und freien

Nucleophilen

Bei der Absorption von langwelligem UV-Licht duratas Photophor BP kommt es zur
Bildung eines diradikalischen Triplettzustandes h¢@oa 4). Der Elektronenmangel am
Carbonylsauerstoff ermdglicht einen elektrophilengAff an schwachen C+-Bindungen,

was zu einer Wasserstoffabspaltung fihrt. Uberremadikalischen Ubergangszustand bildet
sich durch Rekombination der beiden Spezies eine @=C-verknupfte Verbindung. Hat die

Reaktion mit der Aminosaure Glycin (R=H) stattgefan, kann es durch die Anwesenheit
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eines weiteren Wasserstoffatoms agnz@Q einer anschlieenden Dehydratisierung kommen
[Dorman 1994] (Schema 4).

o Oe

hv °
—_—
~350 nm
Benzophenon
H R 7
Ay C
+ | 0 R\ O
el G QRN
H-Abspaltun N
p g H
C—N
R, ;O H
Rekombinierung C‘N_s R=H
_— > —_—
H - HO
“ )

Schema 4 Photochemie von Benzophenon [modifiziert nachrieom 1994].

In biologischen Systemen sind die der Photoreaktiggénglichsten Wasserstoffdonoren die
C-H-Bindungen des Proteinriickgrates. Eine Ubersitigr die Photoalkylierungspraferenz
einzelner Aminosauren findet sich bei Deseke [DesE398]. Methylengruppen von Lipiden
und Aminoséaureseitenketten liefern ebenfalls altispad Wasserstoffe. Unabhangig von der
raumlichen Orientierung kann man eine Reihenfolge Heaktivitaten fur C-H-Gruppen
aufstellen: > -NCK> -SCH, > Methin > C=CCH > -CH, > -CH;

Besondere Reaktivitat zeigen C-H-Gruppen an temidfohlenstoffatomen, wie sie beim
C,-H von Leucin und @H von Valin zu finden sind. Heteroatome wie Stiokls oder
Schwefel in Nachbarschaft zu G&ruppen wie z.B. bei Lysin, Arginin oder Methionin
begiinstigen ebenfalls eine Photoreaktion [O’Ne89,9Vittelsberger 2006].

Abbildung 11 zeigt eine Auswahl heterobifunktioeelCross-Linker mit photoreaktiver BP-
Gruppe. Der thiolreaktive Photo-Cross-Linker 4-Mialielo-benzophenon (Mal-BP) wurde
erstmals fur Konformationsuntersuchungen zur Déffeierung zwischen monomerem und
polymerem Aktin eingesetzt [Tao 1985]. 1988 fuhrtang Photo-Cross-Linking-
Experimente zwischen Calmodulin bzw. Aktin mit Gadchon durch [Wang 1988].

Auf der Grundlage von durch Photo-Cross-Linkingattdnen Daten konnte ein Modell far
den MutH-MutL-Komplex inE. coli erstellt werden [Giron-Monzon 2004]. Auch gelang d
Photovernetzung von humanem Galectin-1 mit den Ndalgkoprotein-Liganden

Asialofetuin und Laminin [Tamura 2009].
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4,4’-Dimaleimido-benzophenon (Di-Mal-BPkin trifunktioneller Cross-Linker, und 4-(2-
lodoacetamido)-benzophenon (BI) dienten zur Untdmsaog konformativer Veranderungen
des Myosins SF1 [Rajasekharan 1987, Lu & Wong 198%] Benzophenon-4-isothiocyanat
(BP-ITC) als aminreaktivem Photo-Cross-Linker kanulie Interaktion zwischen Gelsolin
und Tropomyosin studiert werden [Koepf & BurtnicRIP]. Das Benzophenon-imidat (BP-
IMD) und N-Succinimidylp-benzoyldihydro-/ditritylcinnamat (SBC/SBTC) wurddnsher

ausschlieBlich fur Proteinmarkierungen verwendearjgho 1976, Mourey 1993]. SBC und
sein zweifach deuteriertes Analogon SBDC solltendieser Arbeit zum ersten Mal als

Photovernetzungsreagenzien verwendet werden.

Thiol-reaktive Cross-Linker

Mal-BP Di-Mal-BP

Amin-reaktive Cross-Linker

BP-ITC BP-IMD SBC/SBTC

Abb. 11: Auswahl an Benzophenon enthaltenden heterobifonétien Cross-Linkern; Bezeichnungen im Text.

Der Einbau unnaturlicher Aminosauren mit BP-Red, p-Benzoyl-L-PhenylalaninpBpa)
[Kauer 1986] (Abb. 12) ist ein relativ junges Gepiem Photo-Cross-Linking-Experimente
durchzufiihren. Der Vorteil ist eine erleichterte stuertung der massenspektrometrischen
Daten durch das Vorhandensein einer definierteng&mnigs-Aminosaure, um die in einem
festen Radius Vernetzungen gesucht werden koénnexzu Dsei an dieser Stelle auf
verschiedene Ubersichtsarbeiten verwiesen [Chii2 208in 2003, Hino 2005, Lee 2009].

(J
H2oN COOH

Abb. 12: Strukturformel vorpBpa.
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Wahrend Photoaffinitdtsreagenzien schon zu Beger6@er Jahre des 20 Jh. Einzug in die
Biochemie gefunden haben [Singh 1962], ist es se#t den 1988er Jahren durch die
Entwicklung der sanften lonisierungstechniken MALDId ESI in der Massenspektrometrie
maoglich geworden, Strukturinformationen aus Intémadstudien zu erhalten, welche zur
Erstellung raumlicher Modelle herangezogen werdégimnkn. Die Anwendung von
Photoaffintatsreagenzien zusammen mit der Massktepeetrie ist fur die Strukturanalyse

von Proteinen inzwischen ein etabliertes VerfaljiRawbinette 2006].

2.3 Massenspektrometrie in der Bioanalytik

Das grundlegende Prinzip der MassenspektrometrgigsErzeugung ionisierter Atome oder
Molekule in der Gasphase aus organischen oder anisahen Verbindungen mit einer
geeigneten Methode und die anschlieBende Trennuadg ldentifizierung der geladenen
Teilchen Uber ihr Masse-zu-Ladungs-VerhaltmgZ [Lehmann 1996, Lottspeich & Engels
2006, Gross 2010].

In den letzten Jahren nahm die Massenspekiromezie Analyse biologischer
Makromolekile immer mehr an Bedeutung zu. Vor alldien Entwicklung der ,weichen”
lonisierungstechniken MALDI (Matrix-unterstlitzte sexdesorption/lonisierung) [Karas &
Hillenkamp 1988, Tanaka 1988] und ESI (Elektrosg@ysierung) [Fenn 1989] gegen Ende
der achtziger Jahre des zwanzigsten Jahrhundecthktendiese Technik fur bioanalytische
Fragestellungen nutzbar. Durch diese Entwicklurtgerdie Massenspektrometrie inzwischen
in den meisten Bereichen der biochemischen Forgchime unentbehrliche Stellung erreicht.
Im Folgenden werden nur die Techniken behanded, inlidieser Arbeit zur Anwendung
kamen. Der Inhalt der Kapitel 2.3.1 und 2.3.2 wurde leicht abgewandelter Form
einschlagigen Lehrbichern der Bioanalytik und deasSenspektrometrie enthommen
[Lehmann 1996, Lottspeich & Engels 2006, Gross 2010

2.3.1 MALDI-TOF/TOF-MS/MS

Die MALDI-lonisierungstechnik beruht auf einer Laseduzierten Verdampfung und
lonisierung eines Kokristallisates (Durchmesse@5d),2 mm) aus dem zu untersuchenden
Analyten und einer organischen Matrixverbindung.zlbaverden wenige Mikroliter der
Analysenlosung mit einem bis zu zehntausendfacharaol Uberschuss an Matrix gemischt
und auf einem metallischen Probenteller kokridedit. Die Matrix-Verbindung muss im
Wellenlangenbereich des verwendeten UV-Lasers (m&sckstoff-Laser mit einer
Wellenlange von 337 nm oder Nd:YAG-Feststofflaseit 865 nm) eine ausreichende
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Energie-Absorption haben. Je nach Analyteigensehafterden unterschiedliche aromatische
S&uren als Matrices verwendet (Tab. 3).

Tab. 3: Auswahl gangiger Matrices in der MALDI-MS.

Matrix geeignet far
» Nicotinsaure Peptide, Proteine
> Picolinsdure und —derivate Oligonucleotide, DNA

» 2,5-Dihydroxybenzoeséure

- Peptide, Proteine
(DHB, Gentisinséaure)

» 0-Cyano-4-hydroxyzimtsaure

Peptide
(a-CHCA)

» 3,5-Dimethoxy-4-hydroxyzimtsaure _
o Proteine
(Sinapinsaure)

Nach der erfolgreichen Kokristallisierung wird diRrobe im Hochvakuum mit kurzen
hochenergetischen Laserpulsen (3-10 ns) angeremt. ddschlieBende Relaxation im
Kristallgitter fuhrt zu einer explosionsartigen [Ehienablésung an der Festkorperoberflache.
Dabei gehen neben Matrixmolekilen auch Analytteifchn die Gasphase Uber.

Der exakte Mechanismus der lonenbildung im MALDb#sss ist nach wie vor Gegenstand
laufender Forschungsprojekte [Zenobi & Knochenml@88, Karas 2000, Karas & Kruger
2003, Jaskolla & Karas 2011].

Der erzeugte lonenstrahl gelangt in den Flugzesgeraasnalysator (TOF-Analysataime-of-
flight), in dem die lonenflugzeit zwischen der Quelle dedh Detektor bestimmt wird.

Der Puls des UV-Lasers startet die ZeitmessungliB#&lugzeit proportional der Wurzel aus

der lonenmasse ist, lasst sich die gemessene f#aigtiz direkt in die Masse umrechnen

m 2eU
—_— = 2
(Formel I). > = 2 ¢ ()
m = Masse des lons z = Ladungszahl
e = Elementarladung U = Beschleunigungsspng

L = Lange der Flugstrecke t = Flugzeit
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TOF-Analysatoren gibt es in zwei unterschiedlicimsfihrungen (Abb. 13). In linearen
TOF-Instrumenten durchlaufen die erzeugten lonech narer Beschleunigung mit einer
konstanten Geschwindigkeit eine feldfreie Driftske von der Quelle bis zum Detektor. Bei
einem Reflektor-Instrument werden die beschleunigenen am Ende des Flugrohres an
einem ,lonenspiegel” (Reflektron) auf den in detialer lonenquelle lokalisierten Detektor
reflektiert. Durch die Verlangerung der Flugstreckend die Kompensation der
Flugzeitunterschiede der lonen mit gleichewfz, aber unterschiedlicher kinetischer Energie,
geht diese Technik mit einer betrachtlichen Steiggrder Massenauflésung einher. Moderne
TOF-Analysatoren sind mittlerweile mit einem Reftmkund zwei Detektoren ausgestattet,
sodass der Messbetrieb wahlweise im Linear- od#@elRer-Modus erfolgen kann.

Lineares Flugrohr

Beschleunigungs-
strecke Driftstrecke
| |

I \ “l

Detektor
Probenteller

Beschleunigungselektrode(n)

Flugzeit m/z

Reflektor-Flugrohr

Beschleunigungs-
strecke Driftstrecke

Reflektor

Probenteller

Flugzeit m/z

Abb. 13: Prinzipieller Aufbau eines Flugzeitmassenspektitense(TOF-MS). Oben: Lineare Anordnung, unten:
Reflektor-Flugrohr [modifiziert nach Lottspeich &nBgels 2006].
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2.3.2 Nano-ESI-LTQ-Orbitrap-MS/MS

Bei der ESI-Technik wird kontinuierlich eine fligsi Probe bei Atmospharendruck in einem
elektrischen Feld zwischen der Spitze einer LC-Kay@ und einer wenige Millimeter
entfernten Gegenelektrode verspriiht und ionisurch eine Offnung im Zentrum dieser
Gegenelektrode gelangen die gebildeten lonen irHdabvakuum des Massenanalysators. Je
nach Polaritdt der an das Ende der Kapillare aggmie Hochspannung bilden sich
Flussigkeitstropfchen mit positiver oder negatidierschussladung. Bei der Nano-ESI-
Technik befindet sich am Ende der LC-Kapillare eMetall-bedampfte Glaskapillare mit
einer Offnung von ca. 1-2 um. Das fiihrt zu einersBtate von 50-100 nl/min und damit zu
einem sehr viel geringeren Probenvolumenverbradshbai einer konventionellen ESI-
Technik. Ein weiterer Vorteil der Nano-ESI-Techisk die sehr geringe erforderliche Menge
an Probenmaterial (einige 100 fmol). Bei der E&ldm sich haufig mehrfach geladene lonen.
Tryptische Peptidionen tragen z.B. oft zwei positivadungen ([M+2HJ). Bestehen die
Peptidionen aus mehr als 15 Aminoséauren oder leestiie mehrere basische Reste, wie etwa
bei den Aminoséauren Lysin, Arginin und Histidin,rkin sie auch drei und mehr Ladungen
tragen. Zur einfachen Interpretation mehrfach gated lonen wurde von Mann und Kollegen
ein Dekonvolutionsalgorithmus entwickelt [Mann 1989

Der LTQ-Orbitrap-Massenanalysator ist ein Hybrideygs welches die Vorteile einer
linearen lonenfalle (LTQ) mit der einer elektrostelhen lonenfalle (Orbitrap) kombiniert
(Abb. 14).

XL L

N o e

(——Y( -

i of e LTO
o ] |
- |

™ -

Abb. 14: Aufbau eines ESI-LTQ-Orbitrap XL Massenspektromet€¢Thermo Fisher Scientific). API:

Atmospheric pressure ionization, HCD: Higher-ene@girap dissociation.

In der Orbitrap [Makarov 2000, Makarov 2006] werdenen durch elektrostatische Krafte
gespeichert, wahrend sie um die zentrale spindelfi Elektrode rotieren und axial
oszillieren. Dabei induzieren die oszillierendemdn in den zwei &ufR3eren Halften der
Orbitrap einen Strom, der mit Hilfe eines Verstéskaufgezeichnet werden kann. Die
Frequenz der Oszillatiorn), welche umgekehrt proportional zum Masse/Laduedsiitnis

(m/2 eines lons ist (Formel 1), wird schlie3lich reit Fourier-Transformation aus dem
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Induktionsstrom berechnet [Wanner 2007]. Die lieedonenfalle (LTQ) dient als

Massenfilter und zur Fragmentierung.

O ="\ /mL/Z (1))

o = axiale Frequenz der Oszillation k = Gerataitante

m/z= Masse- zu Ladungs-Verhaltnis

2.3.3 Peptidsequenzierung mit Tandem-MassenspektrometrigMS/MS)

Wahrend man noch vor etwa 20 Jahren fir eine Refidszierung nach Edman viel Zeit
(Stunden bis Tage) und picomolare Mengen geremi§teins benétigte, konnte Anfang
der 1990er Jahre durch den Einzug der Massenspeititie in die Bioanalytik die Effizienz
der Peptidsequenzierung bahnbrechend gesteigademer

In einer sogenannteBottom-up“-Analyse werden grof3e Biomolekiile, z.B. Proteingch
Einwirkung selektiver Proteasen, wie Trypsin, Aspeder Glu-C, in Peptide definierter
Lange gespalten. Nach der sanften lonisierung dealtenen Peptidmischungen in der
Probenquelle des MALDI- oder ESI-Massenspektromsetezrfolgt die induzierte
Peptidfragmentierung (MS/MS oder Tandem-MS) in Quadlanalysatoren oder lonenfallen
durch Einleitung eines StolRgases wie Stickstoffgofir oder Helium dollision-induced
dissociation CID). Die durch die Gasmolekile tibertragene Eedrgwirkt, dass vorwiegend
Peptidbindungen gespalten werden. Je nach dem,elohem der beiden Bruchstiicke die
Ladung verbleibt, entsteheN- oder C-terminale Peptidfragmente. Die zurlickbleibenden
neutralen Fragmente sind der direkten massenspegtrischen Detektion nicht zuganglich.
Die geladenen Fragmente, bei denen é&rerminus des gespaltenen Peptides vollstandig
erhalten ist, werden als a-, b- oder c-Typ-lonea,ndit vollstandigentC-Terminus als x-, y-
oder z-Typ-lonen bezeichnet [Steen 2004] (Abb. 15).

. - .
vy 1 — m)
e
1 : :l".r T mi
i 1
! 0
Rt 1y 1l
~— 4 M tl e
N7 iy -
H l“: 1
1Ol IR
1 1
1! |
Bt

Abb. 15: Fragmentierung von Peptiden [Nomenklatur nach Rimefi & Fohlmann 1984 und Biemann 1992,
Abb. nach Steen 2004].
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Die im CID-Tandem-Massenspektrum dominierenden eadionen gehdren dem b- und
dem y-Typ an. Je nach der Anzahl der verbliebenamAsauren spricht mas-terminal von
b;-, bp-, bs-,.... undC-terminal von y-, y»-, ys-,... Fragmentionen (Abb. 16).

|_:"'I."- |_'-"'I*H |_:"'I': |_'-'3"I'1 |_'-'3"I3 |_}r? |_:"'I|
"‘i R i 'Z:'i R i "i I i '::ui =
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Abb. 16: Bevorzugte Spaltstellen-{) innerhalb eines Octapeptides bei einer stoR&ktam Fragmentierung in

einem Massenanalysator [Abb. nach Steen 2004].

Die in Sekundenschnelle erhaltenen hochgenauen idRegtmentmassen werden
abschlie3end durch die Verwendung von SuchmaschwiePeptide SearchSequesbder
Mascotunter Beachtung der zuvor verwendeten Spaltungggse(n) mit Informationen aus

Proteinsequenzdatenbanken verglichen und idemtifizi



Experimenteller Teil

38

3 Experimenteller Teil

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien fur die Synthese
Aceton

Acrylsaure, 99%, stab. mit 0,02%
Hydrochinonmonomethylether
Aluminiumchlorid, wasserfrei
4-Aminobenzophenon, 98%
Brombenzen, puris& 99,5% (GC)
Chloracetylchlorid zur Synthese
N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid (DCC),
(puriss. > 99,0% (GC))
Dimethylsulfoxid-¢ (DMSO-d),
99,9 atom % D
N-Hydroxysuccinimid (NHS), 98%
Kaliumbromid

Kaliumcarbonatz 99%
Kaliumiodid,= 99%

Kieselgel 60 (0,040-0,063 mm) fur

die Saulenchromatographie

Kieselgur fur die Saulenchromatographie

Kupfer(l)bromid, 98%
Natriumsulfat, 98%, wasserfrei
4-Nitrobenzoylchlorid
Zinn(l)-chlorid, = 99,99%

3.1.2 Chemikalien fur die Bioanalytik

Acetonitril, fur die Spektroskopie
Acrylamid-Bis 40%-Fertigldsung
(37,5 ml Acrylamid, 2,5 ml
Bisacrylamid, 60 ml KDO-MQ)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldridme@ie GmbH, Steinheim

Merck KGaA, Darradt
Sigma-Aldrich ChemmebBl, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Merck KGaA, iatadt
Sigma-Aldrich ChénGmbH, Steinheim

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Sigma-Aldrich ChentembH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbHefaheim
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Merck KGaA rDatadt

Merck KGBArmstadt
Sigma-Aldrich Chemie GHy, Steinheim
Grissing Gmbhsuimn
Merck KGaA, Darmstadt
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Merck KGaAabnstadt
Merck KGaA, Dartadt
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a-Cyano-4-hydroxyzimtsaure{CHCA)
Ameisensaure (FA), puriss, p.a.

(fur die Massenspektrometrie)
Ammoniumhydrogencarbonat
(ReagentPlus™> 99,0%)
Ammoniumdihydrogenphosphat
Ammoniumpersulfaty 98%

(fur die Elektrophorese)
Biorad-Protein Assaipye Reagent
Concentrate

Bibenzyl, 99%
Bis(sulfosuccinimidyl)glutarat-BD4
(BS’G -D¢/Dy)
Bis(sulfosuccinimidyl)suberat-4D4
(BS*-Do/Da)

Butylbenzol, 99+%
Calciumchlorid-dihydrat, ~99%

(fir die Molekularbiologie)
Coomassie-Brillantblau R250
Dimethylsulfoxid (DMSO),

minimum 99,5%
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
(Dinatriumsalz,-dihydrat), 99+%

(fur die Molekularbiologie)
Ethylenglycoltetraessigsaure (EGTA),
> 97%

2,2’-Diphenyl-1-picryl-hydrazyl (DPPH)
Dithiothreitol (DTT), > 99%, p.a.
Essigsaure, 100%, Ph.Eur., reinst
[4-(2-Hydroxyethyl)-piperazino]ethan-
sulfonsaure (HEPES), minimum 99,5%
lodacetamid, SigmaUltra

Isopropanol fur die Spektroskopie

Laemmli-Probenpuffer

Bruker Daltonik GmbH, Bremen
Sigma-Aldri¢cte@ie GmbH, Steinheim

Sigma-Aldrich ChemieldBl, Steinheim

Merck KGaA, Darmstad
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Bio-Rad, Hercules, CA, USA

Sigma-Aldrich Chemie GmbHkiSheim
Pierce Biotechnology, Inc., Rockford (USA)

Perbio Science, Bonn

Sigma-Aldrich Chemie Gmigteinheim
Sigma-Aldrich @hie GmbH, Steinheim

Sigma-Aldrich Cher@imbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chem@&mbH, Steinheim

Sigma-Aldi@iemie GmbH, Steinheim

Sigma-Aldriéhemie GmbH, Steinheim

Sigma-Aladh Chemie GmbH, Steinheim
Carl Roth GmpHKarlsruhe

Carl Roth Gnikatlsruhe
Sigma-Aldni€hemie GmbH, Steinheim

Sigma-Aldrich Chei@mbH, Steinheim
Merck KGaA rfatadt
Bio-Rad, Hercules, TSA
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(62,5 mM Tris-HCI, 2% SDS,
25% Glycerol, 0,01% Bromphenol-
blau (pH 6,8))

2-Mercaptoethanol, 98+% Sigma-Aldrich Che@mbH, Steinheim
(fir die Molekularbiologie)

Methanol fur die Spektroskopie Merck KGaA, Datadt
Natriumdodecylsulfat-Lsg. 10% Bio-Rad, Herculgs, USA

(SDS 10%)

Tetramethylethylendiamin (TEMED) Sigma-Aldrich €hie GmbH, Steinheim

Trifluoressigsaure fur die Spektroskopie  Sigmarihl Chemie GmbH, Steinheim
Tris(hydroxymethyl)aminomethan

(, Tris-Puffer®), > 99% Sigma-Aldrich Chem@mbH, Steinheim
Rotiphores® 10fach konz. Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Laufpuffer (0,25 M Tris-HCI, 1,92 M

Glycin, 1% SDS in KO bidest.

3.1.3 Proteine und Peptide

C2-ahnliche Doméane von h5-LO, Angela Michel, A@inhilber, Institut fur
ungereinigt (Cgy) Pharmazeutische Chemie, Universitat Frahk
C2-ahnliche Doméane von h5-LO, Mirjam Schrode@ 8teinhilber, Institut fur
gereinigt (C3eu, C2%ney) Pharmazeutische Chemie, Universitat Framkfu

Calmodulin, héchste Reinheit (Rinderhirn), Calbiexti Merck KGaA, Darmstadt
(Reinheit SDS-PAGE > 99%) (CaM)

Endoproteinase Asp-Mequencing grade Roche Diagnostics GmbH, Penzberg
(ausPseudomonas fragviutante,

27 kDa, 2 pg je Rohrchen)

Endoproteinase Glu-Gequencing grade Roche Diagnostics GmbH, Penzberg
(aus Staph. aureus V8, 30 kDa, 1 Aliquot

enthalt 1pg Gluc-C in 2 pl4#-MQ)

Glutathion (reduziert) Sigma-Aldrich Chen@enbH, Steinheim
Page Rulef/ unstained protein ladder Fermentas International Inc.

(62,5 mM Tris-HPO,, 1 mM EDTA, 2%

SDS, 0,1 M DTT, 1 mM Nap0,01%

Bromphenolblau, 33% Glycerol (pH 7,5))
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Peptide Calibration Standard Il Bruker Daltonik GmbH, Bremen
(Bradykinin, Angiotensin I/ll, Substanz P,

Bombesin, ACTH, Somatostatin)

Protein Standard Il Bruker Daltonik GmbH, Bremen
(Trypsinogen, Protein A, bovines Serum-

albumin (BSA))

Serumalbumin, bovines (BSA) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Serumalbumin, humanes (HSA), 96-99%  Sigma-AldGtlemie GmbH, Steinheim
Substanz P Acetat, 95% Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
TEV-Protease, rekombinant Angela Michel, AGfPSteinhilber, Institut fur

Pharm. Chemie, Universitat Frankfurt
Trypsin,sequencing gradéovin) Roche Diagnostics GmbH, Penzberg
(23,5 kDa, 1 Aliquot enthalt 1pug Trypsin
in 2 ul 1 mM HCI)

3.1.4 Untersuchte C2-Liganden
2-(4-Chlor-6-(chinolin-6-ylamino)pyrimi- AG Steinlier, Institut flir Pharmazeutische

din-2-ylthio)octansaure (L2, Chemie, Universitat Frankfurt
N-Cyclopentyl-7-methyl-Z23-tosyl-H- AG Steinhilber, Institut fir Pharmazeutische
imidazo[1,2x]pyridin-3-amin (B02) Chemie, Universitat Frankfu

3.1.5 Verschiedene Referenzen zur Substanzcharakterisieng

Ascorbinséaure Caesar & Lorentz GmbH, éhid

4,5-Dihydro-1-(3-(trifluormethyl)phenyl)- Petra Froerg, AG Sinz, Institut fur

1H-pyrazol-3-amin (BW755C) Pharmazie, Martin-LetfUniversitat Halle-
Wittenberg

Diazepam Arzneimittelwerk Dresden (AWD)

Imatinib(-mesylat) Novartis AG

Nordihydroguaiaretsaure (NDGA), Sigma-Aldrichebiie GmbH, Steinheim

> 95% (HPLC)
Warfarin,> 98% Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
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3.2 Methoden, verwendete Geréate und Software

3.2.1 Methoden zur Substanzcharakterisierung
Die Ergebnisse der Substanzcharakterisierung €nddm entsprechenden Verbindungen im
Syntheseabschnitt (3.3, 3.4) aufgefihrt.

3.2.1a Dunnschichtchromatographie

Zur Verfolgung der praparativen Umsetzung und demReitsbestimmung der isolierten
Produkte dienten mit Kieselgel 6Qskbeschichtete DC-Aluminiumplatten (5 x 10 cm) von
der Firma Merck KGaA, Darmstadt. Als Elutionsmittelurden, wenn nicht anders
angegeben, A: Chloroform/Ether (7/3; v/v), B: HepEhylacetat (3/1; v/v) oder :C
Heptan/Ethylacetat/Dichlormethan (3/1/1; viviv, +1Bgsigsaure) herangezogen. Die UV-

Detektion erfolgte nach dem Trocknen der Plattar26é nm und 366 nm.

3.2.1b Schmelzpunktbestimmung
Die Schmelzpunkte wurden auf einem HeiztischmikopskachBoétius (VEB Analytik

Dresden) bestimmt.

3.2.1c Elementaranalyse

Die Bestimmung des Kohlenstoff-, Wasserstoff- urickStoffgehaltes der synthetisierten
Verbindungen wurde im automatischen Mikroverfahmit dem Elementaranalysegerat
CHNS-932(Leco corp., St. Joseph, MI, USA) durchgefuhrtr Balogengehalt liel3 sich im
Halbmikroverfahren nach Schoniger-Aufschluss miteGksilber(ll)nitrat gegen Diphenyl-

carbazon titrieren.

3.2.1d NMR-Spektroskopie

Die 'H- und C-NMR-Spektren wurden, wenn nicht anders angegel®i, 27°C
an einemVarian Gemini 200(qVarian, Inc., Palo Alto, USA) NMR-Spektrometeri lener
Arbeitsfrequenz von 399.96 MHz und 100,58 MHz aofgemen. Die verwendeten
deuterierten Losungsmittel dienten gleichzeitgimtere Standards zur Kalibrierung. Bei der
Angabe der NMR-Daten wird zuerst in Klammern diebditsfrequenz in MHz und
anschlieBend das verwendete deuterierte LOsungémahgegeben. Die chemischen
Verschiebungerd sind in ppm angegeben und beziehen sich auf dmenfrieachse der

Signale. In Klammern folgt fiir jedes Signal itH-NMR-Spektrum die Multiplizitat (s —
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Singulett, d — Dublett, t — Triplett, g — Quartett,— Multiplett), die Kopplungskonstange
[Hz], die integrierte Protonenzahl sowie die chaéZuordnung.

3.2.1e IR-Spektroskopie

Die Substanzen wurden als KBr-Presslinge an eirggactrum BXT-IR-Spektrometer
(Perkin-Elmer, Waltham, USA) vermessen. Fir jedgek8um wurden insgesamt drei
Messungen gemittelt. Vor jeder Messung wurde eimtdigrundspektrum des Gasraumes im
Gerat aufgenommen und automatisch subtrahiert ADsvertung erfolgte mit der Software
v2.00 1998 (Perkin-Elmer, Waltham, USA). Die Lage der IR-Bandwird durch die
Wellenzahlv [cm™] beschrieben. Die Intensitaten der Banden werdexshdden Zusats

(strong),m (medium) odew (weak) naher charakterisiert.

3.2.1f UV-Spektroskopie

UV-Messungen wurden entweder mit den Einstrahlger&@pekol 1200(Analytik Jena
GmbH, Deutschland) undltrospec 1100 prdGE Healthcare) oder dem Zweistrahlgdugat
2000 SpectrophotometdHitachi) vorgenommen. Die Proben wurden, wenrhin@&nders
angegeben, in ethanolischer oder methanolischeungisn Standard-Quarz-Kivetten mit
einer Schichtdicke von 1 cm vermessen. Als Blindwdiente das entsprechende reine

Loésungsmittel.

3.2.1g Sektorfeld-Massenspektrometrie

Die Massenspektren der synthetisierten Verbindungeden an einerAMD 402 Sektorfeld-
Massenspektrometer (AMD Intectra GmbH Harpstedt, utSshland) mit einer
ElektronenstolRionisierungsquelle (70 eV) aufgenomme

3.2.2 Screening-Methoden vor der pharmakologischen Testun

3.2.2a Virtuelle Bestimmung der ,Rule-of-five* -Deskriptoren nach Lipinski

Zur Ermittlung der,Rule-of-five"-Parameter nach Lipinski [Lipinski 1997] wurde dasi
zugangliche Java-Programyiolinspiration Property Calculator” (Molinspiration property
engine v2009.01, Molinspiration Cheminformatics, ovak Republik;
www.molinspiration.com) verwendet (4.1.2a). Die gabe der Strukturformeln erfolgte
interaktiv (iber den JME Molecular Edifov.2008.01 (Peter Ertl, Novartis). Die Methode zur
Vorhersage der lodPom-Werte beruht auf Fragmentgruppenbeitragen vonnpaleophor-
ahnlichen Molekulen [Lipinski 1997, Ertl 2000, Vel#902].
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3.2.2b RP-HPLC-Analyse zur logPow-Abschatzung
Der Logarithmus der Verteilungskoeffizienten (lBgw) der 1,2,4-Triazin-5-onéa-h wurde
indirekt Uber den Logarithmus der Kapazitatsfakiorgog k) der Einzelverbindungen
abgeschatzt (4.1.2b). Da in der Literatur fiur diegerbindungsklasse bisher keine
vergleichbaren Lipophilie-Daten existierten, wurelae allgemeine Kalibrierung nach einer
etablierten flissigkeitschromatographischen OECDHd@e durchgefiihrt [OECD: HPLC
Method 1996]. Dabei wurden mit Benzophenon (Id&pw: 3,2), Diphenylamin
(log Pow: 3,4), Benzylbenzoat (IoBow: 4,0), Diphenylether (lo@ow: 4,2), n-Butylbenzen
(log Pojw: 4,6) und Bibenzyl (lodPow: 4,8) Kalibranden ausgewahlt, welche einerseits de
Bereich der berechneten |é&%pw-Werte (logPca) der 1,2,4-Triazin-5-onda-h abdeckten
und andereseits auch ein pH-unabhéngiges VerteWengalten zeigten.
Die Totzeit () der unretinierten Substanz Formamid (n=6) undRié&entionszeiteng} der
Kalibranden (n=3) wurden bestimmt und die Kapagigdtoren k) anhand der Formel Ili

k= (tr — to)/to ()
berechnet. Mit Hilfe der erhaltenen Kalibriergenadie3en sich anschlieRend aus den
Retentionszeiten der 1,2,4-Triazin-5-ateeh die logPow-Werte berechnen (4.1.2b).
Das HPLC-System fur die Bestimmung der Retentiateszeler Kalibranden und der 1,2,4-
Triazin-5-oneda-h bestand aus einem 851-AS Intelligent Autosampasco, Gro3-Umstadt)
zur automatischen Probennahme, einer Pu-980 teelli HPLC Pumpe (Jasco, Grol3-
Umstadt), und einem UV-975 Intelligent UV/VIS-Detek (Jasco, Gro3-Umstadt) mit einer
eingestellten Messwellenlange von 210 nm. Bei dmalydischen Chromatographiesaule
handelte es sich um eine LiChroCARKartusche (4 mm x 125 mm) gefillt mit
LiChrospheP 100 RP-18 endcapped Material (5um) (Merck KGaA,rniadt). Als
Elutionsmittel fur die isokratische Trennung wursliethanol/PBS-Puffer (pH 7,4) (75/25;
v/v) eingesetzt. Die Flussrate war bei allen Megsanl ml/min. Pro Trennung wurden
jeweils 15 pl Probe (~ 3 uM) injiziert. Die Signafaeichnung und Integration der
Peakflachen erfolgten mit Hilfe der GeratesoftwalBORWIN 1.21.07 (JMBS

Developpements, Grenoble, Frankreich).
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3.2.2c Berechnung und Abschatzung der Wasserloslichkeit

Die Loslichkeiten der synthetisierten 1,2,4-Triaghone4a-h in wassrigem Medium wurden
mit Hilfe der allgemeinen L&slichkeitsgleichung (Feel IV) nach Jain und Yalkowsky

log S=0,5—logP — 0,01 (Smp. — 25) ()

aus den experimentellen I16%,-Werten und den Schmelzpunkten (Smp.) der Verbigenn
berechnet [Ran 2001] (4.1.2c). AnschlieRend wurden 2/ergleich mit Hilfe der frei
zuganglichen Online-Softwar&LOGPS 2.1(www.vcclab.org) der logs-Wert abgeschatzt.
Hierzu wurde das Molekldl im SMILES(Simplified Moldar Input Line Entry System)-
Format in die Software eingegeben und automatisch nmehrere Rechenprogramme
(ALOGPS 2.1 [Tetko 2001], AC_log S (Actelion ProgerCalculater, 2001, Actelion
Pharmaceuticals Ltd, Basel), AB/log S (Advanced r@isey Development Inc., Canada)
geschickt. Der in dieser Arbeit angegebene virtu#lasserloslichkeitswert (Id§;t) ist das

arithmetische Mittel aus diesen drei Berechnungen.

3.2.2d Bestimmung von Radikalfangereigenschaften mittels BPH

Die zu untersuchenden Verbindungen wurden in Metham einer Konzentration von 1 mM
gelost, auf DC-Platten aufgetragen und mit MeOH/GH@/19; v/v) eluiert. Nach dem
Trocknen der Platten wurden diese mit methanoliscB@’-Diphenyl-1-picryl-hydrazl
(DPPH)-L6sung (15 mg/50 ml) bespruht und die Reaktier Verbindungen mit dem stabilen
freien Radikal Gber 15 min beobachtet [Prabhakad6p(4.1.2d). Das aus der ESR-
Spektroskopie bekannte paramagnetische stabilek&a@lPPH zeigt in methanolischer
Losung eine tiefviolette Farbungh\sfbss 516 nm). Durch Oxidation wird die Substanz
diamagnetisch und es kommt zu einer hypsochromescWebung was eine Entfarbung zur
Folge hat [Blois 1958] (Schema 5). Von den Verbmgkn, bei denen sich, verglichen mit
den Referenzen (Ascorbinsdure, NDGA, BW755C), atmealtsten ein weilRer Fleck auf

violettem Grund abzeichnete, wurden photometrisCky&Verte bestimmit.
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N02 NOZ
OZN 02N 02N 02N
'}I. + H-R —_— H_l?l + ° R
N N<
Ph” “Ph Ph” “Ph
DPPH DPPH-H
(violett) (farblos)

Schema 5 Allgemeiner Reaktionsmechanismus zwischen einadiklfanger (R-H) und dem stabilen Radikal

DPPH. Das Ausmal} der antioxidativen Wirkung desildfdngers kann kolorimetrisch bestimmt werden.

Die Messungen zur Bestimmung dersg@/erte wurden in Ethanol (60%; v/v) durchgefuhrt.
In finf Reagenzglasern mit Stopfen wurde jeweilsil1IDPPH-L6sung (0,5 mM) vorgelegt

und dazu 4 ml der jeweiligen Verbindung (4.1.2d)vier unterschiedlichen Verdinnungen
(Endkonz. zwischen 6 pM und 0,1 mM) zugegeben. Naem VerschlieRen des

Reagenzglases wurde fur drei Sekunden kraftig gesthund 30 min bei RT im Dunkeln

inkubiert. Die Absorptionsmessungen erfolgten nmeindin Kapitel 3.2.1f beschriebenen
Zweistrahlphotometer bei 516 nm. Aus den finf Wemairde eine Kalibriergerade erstellt
und der EGge-Wert ermittelt [Fujinami 2001].

3.2.2e Bestimmung von Redoxpotentialen mit zyklischer Vokmmetrie

Alle Messungen wurden in dem aprotischen Losungshicetonitril durchgefihrt (4.1.2d).
Als Leitelektrolyt diente eine Lithiumperchlorat-ting (0,05 M), welche ebenfalls in
Acetonitril hergestellt wurde. Als innerer Standandrde das Metallocen Ferrocen verwendet
[Beck 1974, Buchberger 1998]. Die Messlosungen emirdor jedem Experiment fir funf
Minuten mit Argon gespult, um den gelosten Sauéirstau entfernen. Eine
Platinmikroelektrode (Bioanalytical Systems, Durdsser: 0,01 mm) und eine
Platinmakroelektrode (Durchmesser: 0,15 mm) wurdbwechselnd als Arbeitselektrode
eingesetzt. Bezugselektrode war eine Ag/AgNERektrode (10 mM in Acetonitril)
[Kratochvil 1969, Kratochvil 1980, Bond 2000], Hi#lektrode ein Platindraht. Um
reproduzierbare Ergebnisse zu erhalten, mussten Beginn jeder Messung die
Arbeitselektroden mit einem angefeuchteten SiliclQarbid-Feinschmiergelpapier blank
geschliffen werden. Die zyklischen Voltammogramnee 8ubstanzen wurden bei RT als
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1 mM LOsung (100% Acetonitril) in einem Potentiakkieh von -200 bis 1200 mV und bei
einer Spannungsgeschwindigkeit von 40 m\asfgezeichnet.

Mit Hilfe des Datenanalyseprogramm@sgin 6.0 (Microcal Software Inc, USA) wurden aus
den Zyklovoltammogrammen die Halbstufenpotenti&lg) der Verbindungen tber die erste
Ableitung berechnet und anschlieRend gegen dafkekrenzverbindung Ferrocen,(Bvs.
Ag/AgNOs: 246 mV [Kratochvil 1980]) korrigiert.

3.2.2f Spektrofluorimetrische Liganden-Affinitatsmessungenan Proteinen

Alle Fluoreszenzmessungen wurden bei RT an eihdF-44 (Perkin-Elmer, Waltham,
USA) Fluoreszenz-Spektrophotometer durchgefihriches mit eineiXenon Power Supply
150 Xenon-Lampe (Perkin-Elmer, Waltham, USA) ausgéstatar (4.1.2e). Die Spaltbreite
lag jeweils fur die Anregung und Emission bei 4 e Messungen der Emissionsspektren
im Bereich von 300-400 nm erfolgten bei einer Anmegswellenlange von 280 nm unter
Ausnutzung der intrinsischen Tryptophan-Fluoreszdiir die Messungen mit humanem
Serumalbumin (HSA) wurde eine Stammldsung aus dstskbstanz (1,3 mg/10 ml; 5 uM in
PBS-Puffer, pH 7,4) hergestellt. Von den zu messerid2,4-Triazin-5-onen wurden je drei
Stammlosungen (10 mM, 1 mM, 0,1 mM) in DMSO herghistund zu der HSA-
Stammldsung in aufsteigender Konzentration titriétierbei war die HSA-Konzentration
nach der Verdinnung konstant 2 puM)(PNach dreiBigmindtiger Inkubationszeit bei RT
wurden Fluoreszenzemissionsspektren aufgezeichDet. Abnahme der intrinsischen
Tryptophan-Fluoreszenz des HSA (% Quenching) wgegen die Gesamtkonzentration an
zugegebenem  1,2,4-Triazin-5-on D aufgetragen. Die Verlasslichkeit der
Bindungsuntersuchungen wurde zuvor mit den bekankieNerten der HSA/Warfarin- und
HSA/Diazepam-Komplexe abgesichert. Die Affinitatsrauchungen mit der C2-ahnlichen
Doméane wurden mit unverdiinnter Proteinstammiésumgjog der HSA-Untersuchungen
durchgefuhrt. Da unter den experimentellen Bediggan die ungebundene
Ligandenkonzentration @@ nicht zuganglich war, wurde =zur Bestimmung der
Dissoziationskonstanten gKan Stelle der Michaelis-Menten-Gleichung die gatidche

Bindungsgleichung, welche sich aus dem Massenwisgesetz ableitet, verwendet:

_S—[S?-4DP;
- 2

Db V)

D, = Konzentration des Liganden-Proteinkomplexes
S = DI' + PI' + Kd
D; = totale Ligandenkonzentration 1 B totale Proteinkonzentration

K4 = Dissoziationskonstante
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Die gemessene Fluoreszenzemission (F) kann mimadéaren Konzentration des Liganden-
Proteinkomplexes (f), der freien Ligandenkonzentration D und der freien

Proteinkonzentration ¢Pins Verhaltnis gesetzt werden (Formeln VI-VII):

F= leb + szf + f3Pf (V|)
F = fiDy + fo(D1 — Dy) + f3(Pr — Dy) (vi)
F=(fh—f—1f)Dy+ Dy + f3Pr 10) f1, fo, f3 = spezifische Fluoreszenz

Unter der Annahme, dasgPf = R (intrinsische Fluoreszenz von HSA in Abwesenhes d

Liganden) ist, erhalt man:

%Quenching g%ﬂl%_%% (IX)

. fo+f3—f fo . :
Wenn man die konstanten Terngxa-zfl2 undf—i> mit der unter den experimentellen

Bedingungen ebenfalls konstanten Proteinkonzeatrd® zusammenfasst (CC,), verein-

facht sich die Gleichung zu:
. S—/S?-4GP ]
% Quenching = CE 5 Eia -GDr (X

Formel X wurde anschliel3end unter Verwendung desjivdadt-Algorithmus in Verbindung

mit einer nicht-linearen Regression verwendet, ws @en experimentell erhaltenen Daten
die besten Naherungswerte fir die drei Unbekan@ie,, und Ky zu erhalten. Hierbei kam

die SoftwareOrigin 6.0 (Microcal Software Inc, USA) zum Einsatz.

3.2.3 Pharmakologische Testung

3.2.3a Testung auf h5-LO-Hemmung in intakten PMNG

Die Untersuchungen wurden am Institut fur Pharmégele Chemie der Goethe-Universitat
Frankfurt a. M. von Dr. Thorsten Maier, AG Steitti@t durchgefihrt (4.1.2f). Es wurden 7 x
10° intakte PMNG mit Pufferldsung (Glucose (1 mg/mi) PBS-Puffer, pH 7,4) auf ein
Volumen von 1 ml aufgefillt. Nach der Zugabe vornCGd.sg. (Endkonz. 1 mM) wurde
sofort kraftig geschuttelt um Préazipitationen vdregugen. AnschlieRend wurden die in
DMSO geldsten Inhibitoren zupipettiert (Endkonz.18, 30 uM) und die Ansatze fir zehn
Minuten bei 37°C auf dem Wasserbad vorinkubierttddwZugabe von in Methanol geléstem
Calcium-lonophor A23187/Arachidonsaure (EndkonZA M bzw. 20 uM) wurde die

Reaktion gestartet und die Reaktionsmischung fliteneezehn Minuten auf dem Wasserbad
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bei 37°C inkubiert. Danach wurde die Reaktion mmliMethanol abgestoppt und die 5-LO-
Metabolite nach einer bekannten Methode Uber eiestphasensaule extrahiert, mit RP-
HPLC getrennt und UV-photometrisch detektiert [W&896]. Die 5-LO-Restaktivitéat (%)
bezieht sich auf die Menge an gebildetem LT Verhéaltnis zur Blindprobe (DMSO, 3 pl)
Als interner Standard fur die HPLC diente PGB

3.2.3b SB-LO-1-Inhibitionsassay

Die Aktivitat der Verbindungen an der SB-LO-1 wurde Hand des Sauerstoffverbrauches
der ablaufenden Linolsaure-Oxidation bestimmt @g)l. Die Messung wurde mit einem
WTW Oxi 538Laborsauerstoffmessgerat (WTW GmbH Weinheim) seali. Dabei ragte
eine Clark-Elektrode [Clark 1953] in die mit Luftegattigte, auf 37°C thermostatierte
Pufferlosung (0,2 M Tris/HCI, pH 8,5; 0,1 mM EDTAEndvolumen: 3,5 ml). Die
Konzentration an DMF, welches als Losungsmitteldi@ Inhibitorstammldsungen verwendet
wurde, lag in den Messldsungen stets unter 1% (wid)trug nicht zur Enzymhemmung bei.
Die ICs¢-Werte wurden mit wenigstens funf bis acht verstddiren Inhibitorkonzentrationen,
mit einer Enzymhemmung zwischen 20 und 80%, bestirazu wurde zuerst die SB-LO-1
in ihrer Fé*-Form (finale Konz.: 20 nM) mit den Inhibitorlésueny fir drei Minuten
vorinkubiert und anschlieRend die EnzymreaktioncduZzugabe von 200 uM Linolséure
gestartet. Die Datenauswertung erfolgte Uber eiclglmeare Regression. Die Reinigung der
Messzelle nach jeder Einzelmessung erfolgte mitideralisiertem Wasser und bei Bedarf
mit demineralisiertem Wasser/Ethanol (50/50; v@)emens 1998, Clemens 2001, Klietsch
2004].

3.2.3c Antiproliferations- und Zytotoxizitatsmessungen

Die Untersuchungen wurden am Leibniz-Institut fOr atiNstoff-Forschung und
Infektionsbiologie e.V. — Hans-Knoll-Institut (HKIn Jena von Dr. Hans-Martin Dahse,
Abteilung Infektionsbiologie, durchgefuhrt (4.1.2h)

Die Antiproliferationsmessungen erfolgten an debé2- (DSM ACC 10) und HUVEC-Zell-
Linie (ATCC CRL-1730), die Zytotoxizitatsmessungan der HelLa-Zell-Linie (DSM ACC
57). Um den Einfluss der Testsubstanzen auf diéfénation der K-562-Zellen abzuschatzen,
wurde die Anzahl lebensfahiger Zellen auf einer diiterplatte (96 Kavitaten) Uber
CellTiter-Bluel-Assay bestimmt. Je Kavitat der Militerplatte wurden etwa 10 000 Zellen
in 0,1 ml RPMI-1640-Nahrlésung ausgesat und mitnzeérschiedenen Verdinnungen der
Testverbindungen Uber 72 Stunden bei 37°C in eiieeichten, kohlendioxidhaltigen
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Atmosphare (5%; v/v) inkubiert. Zur Bestimmung deetabolischen Kapazitat der Zellen,
welche als Indikator fir die Lebensfahigkeit derl&ealient, kam der Indikatorfarbstoff
Resazurin zum Einsatz. Nicht lebensfahige Zellerieren sehr schnell ihre metabolische
Kapazitat und konnen dadurch den Indikatorfarbstaéht mehr reduzieren, wodurch kein
Fluoreszenzsignal mehr beobachtet wird. Unter dgrer@amentellen Bedingungen war das
Signal des CellTiter-Blue1l-Reagenz proportionatieu Anzahl lebensfahiger Zellen.

Um den antiproliferativen Einfluss auf HUVEC- unde dZytotoxizitat auf HelLa-Zellen
nachzuweisen, wurden fir den HUVEC-Test je Kavdét Mikrotiterplatte etwa 10 000
Zellen in 0,1 ml DMEM-N&hrlésung und fur den HelLast in RPMI-1640 ausgesat. Danach
wurde anolog zur K-562-Zell-Linie (bei den HelLa-l2al nach 48stiindiger Vorinkubation
ohne Testsubstanzen) mit zehn verschiedenen Veundgen der Testverbindungen inkubiert.
Die anhaftenden HUVEC- und HeLa-Zellen wurden niiit@dialdehyd fixiert und mit einer
Methylenblau-Ldsung (0,05%; v/v) fur 15 Minuten afé@ybt. Nach vorsichtigem Waschen
wurde der Farbstoff mit 0,2 ml einer 0,33 N Salzedn die Kavitaten eluiert. Die optischen
Dichten wurden bei 660 nm in eine®UNRISE Mikrotiterplatten-LesegerdTECAN,
Schweiz) gemessen. Die 4gl und CGg-Werte wurden als die Schnittpunkte der Dosis-
Wirkungs-Kurve mit der 50%-Linie definiert und ndiér unbehandelten Kontrolle verglichen.
Die in der Tabelle 19 (4.1.2h) angegebeneg-Gind CGy-Werte sind Mittelwerte aus drei

parallel durchgefuhrten Messungen.

3.2.4 Bioanalytische Methoden

3.2.4a Herstellung PBS -Puffer (pH 7,4)

Zur Herstellung wurde zuerst eine zehnfach konmstgr PBS-Losung (10xPBS) aus 80 g
NaCl, 2 g KCI, 14,4 g N&IPO, und 2,4 g KHPQO, angefertigt. Diese wurde anschlie3end
membranfiltriert, 1:10 (v/v) verdinnt und mit 10 NeOH-LOsung auf einen pH-Wert von
7,4 eingestellt. Der PBS-Puffer wurde bei der figissitschromatographischen |d@omw-
Bestimmung (3.2.2b) und der spektrofluorimetriscgiWert-Messung (3.2.2f) verwendet.

3.2.4b UV-Durchlassigkeit der Reaktionsgefalie fur das PhotCross-Linking

Die UV-A-Durchlassigkeit der Reaktionsgefal3e wurde laufenden Betrieb der
Bestrahlungskammer [Skizze bei Radschuweit 2002{irbent. Strahlungsquellen waren vier
parallel angeordnete CLEO Performance R UV-A-Lesiciffrohren (je 40 Watt) mit einem
Emissionsspektrum von 305 nm bis 420 nm. Der Alostavischen den UV-Lampen und der

bestrahlten Probenldsung betrug bei allen Untersugdn ca. 8 cm. Zur Bestimmung der
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UV-Durchlassigkeit wurde Uber eine Glasfasersondesiche sich im Inneren der
Reaktionsgefal3e befand, das Licht an einen Diodmyp@retektor (Setronic) weitergeleitet

und die Intensitat gemessen.

3.2.4c Photoreaktivitdt von Benzophenon

Eine L6sung (Gesamtvolumen: 1000 pl) von SubstaiORiM) in HEPES (20 mM, pH 7,4)
wurde nach Zugabe eines zehnfach molaren Ubersshiass Benzophenon mit steigender
Bestrahlungsdosis (2, 4, 6, 8, 10, 12 J/cm?) UViéht ausgesetzt. Um eine Uberhitzung der
Polypropylen-ReaktionsgefdlRe zu vermeiden, erfolgie Photoreaktion auf Eis in
waagrechter Lage der Gefalle. Aus dem Ansatz wuotdld vor als auch nach der
Photoreaktion bei jeder der sechs Bestrahlungsdaiseviolumen von 140 pl entnommen, in
einem 1:1(v/v)-Verhéltnis mit einer gesattigtea-CHCA-Matrixlosung (ACN/TFA,
50%/0,1%; v/v) auf einem MALDI-Edelstahl-Probengelkokristallisert und mittels MALDI-
TOF/TOF-MS/MS untersucht. Die Uberfiihrung des Pnoéiéers in dasMALDI-TOF/TOF-
MS Ultraflex Il (Bruker Daltonik GmbH, Bremen)-Massenspektrometerde manuell
ausgefuhrt. Far die MS- und MS/MS-Messungen der ti@epwurden der positive
lonisierungs- und Reflektor-Modus genutzt. Fur BMassenspektrum inm/zBereich von
800-5000 wurden 2200 Laserschusse pro Probenplaginem Spektrum akkumuliert. Die
Kalibrierung erfolgte extern mit dem Peptide Caliion Standard 1l (Bruker Daltonik
GmbH, Bremen) (Tab. 4). Die MS-Datenaufnahme etéoigit der Softwar&lexControl 1.3
die manuelle Spektrenauswertung mit der SoftwegAnalysis 3.¢Bruker Daltonik GmbH,

Bremen).

Tab. 4: Referenzpeptide zur Kalibrierung fur die MALDI-TORF-MS/MS.

Peptid Monoisotopische Masse [M+H]
Bradykinin (1-7) 757,399 Da
Angiotensin Il 1046,542 Da
Angiotensin | 1296,685 Da
Substanz P 1347,735 Da
Bombesin 1619,822 Da
ACTH Spaltpeptid (1-17) 2093,086 Da
ACTH Spaltpeptid (18-39) 2465,198 Da
Somatostatin 3147,471 Da
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3.2.4d Bradford-Test zur Proteingehaltsbestimmung

Die Konzentration der Proteinlésungen wurde mitfeHgéiner linearen Regressionsgeraden,
welche aus BSA-Standardproben erstellt wurde, ib#r@abei wurde der BSA-Standard
(1,37 mg/ml, Bio-Rad, Hercules, CA, USA) in vierrdénnungen (0,34 mg/ml, 0,69 mg/ml,
1,03 mg/ml, 1,37 mg/ml; jeweils mitJ@-MQ) eingesetzt. Die Proteinlésung wurde miOH
MQ verdinnt. Kalibrierstandards und Proteinlésungemden mit Bradford-Reagens (Bio-
Rad, Hercules, CA, USA) 1:50 (v/v) verdinnt und fi min bei RT inkubiert. Danach
erfolgte die Absorptionsmessung am Spektralphotentétrospec 100 prdGE Healthcare)

in Einmal-Kunststoffkiivetten, Halbmikro RSWR) bei einer Wellenlange von 595 nm
[Bradford 1976].

3.2.4e MALDI-TOF-Massenspektrometrie

Die C2-ahnliche Domane der h5-LO wurde zur Idetgtitéind Reinheitsuntersuchung mittels
MALDI-TOF-MS im linearen Messmodus mit einerdltraflex 1l MALDI-TOF/TOF
MassenspektrometéBruker Daltonik GmbH, Bremen) analysiert. DafUurde zuerst eine
geséttigte ethanolische Sinapinsaure-Losung (SAfgdstellt, um anschlie3end mit wenigen
Mikrolitern (~ 5pl) die erste Dunnschicht auf einddALDI-Edelstahl-Probenteller
aufzutragen. Die zu messende Proteinlésung (1 MBE&EPH 7,4, < 0,1% Brij-35) wurde mit
0,1% (v/iv) TFA verdinnt, mit einer gesattigten Qims&dure-Losung in ACN/TFA,
33%/0,1% (v/v) (SA2) im Verhéltnis 1:1 (v/v) gemigaind sofort auf die erste Dinnschicht
aufgetragen. Die Aufnahme der Massenspektren wdideh die SoftwareFlexControl
1.3.0.101.1(Bruker Daltonik GmbH, Bremen) koordiniert. Die IKaierung erfolgte mit dem
Protein Standard Il (Bruker Daltonik GmbH, Brem€Rab. 5).

Tab. 5: Referenzproteine zur Kalibrierung fiir die MALDI-FEMS.

Protein Relative Masse
Trypsinogen [M+H] 23982 Da
Protein A [M+H]' 44613 Da
Bovines Serumalbumin (BSA) [M+H] 66,5 kDa
Protein A [M+HF* 22307 Da
Bovines Serumalbumin (BSA) [M+H] 33,3 kDa
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3.2.4f Mikrodialyse

Aufgrund der Inkompatibilitdit des Tris-HCI-Puffermit aminreaktiven Vernetzungs-
reagenzien musste bei dem Fusionsprotein MBP-CPeiferwechsel durchgefuhrt werden.
Der Austausch wurde milide-A-Lyzef Minidialyse-Einheiten(molekulare GréRengrenze
der Dialysierbarkeit: 10 000 Da) (Pierce Bioteclmgyl, Inc., Rockford, USA) realisiert.
Dabei wurde unter Berlcksichtigung der gewinschiesteinkonzentration und Anzahl an
Einzelexperimenten ein entsprechendes Volumen ateiRlbsung (MBP-C2) tber Nacht
gegen 20 mM HEPES-Puffer (pH 7,4; 1 mM Cg@hter Eiskihlung dialysiert. Am nachsten
Tag schlossen sich die enzymatische Spaltung mittEV-Protease und die Cross-Linking-

Experimente an.

3.2.4g TEV-Protease-Spaltung

Die Abspaltung des MBP vom Fusionsprotein MBP-(glgte im direkten Anschluss an die
Mikrodialyse mittels TEV-Protease. Bei der TEV-Rade handelt es sich um die katalytische
Domane des Nuclear Inclusion a (Nia) Proteins (Ra)k welches vontobacco etch virus
(TEV) kodiert wird. Die Protease erkennt ein liresuEpitop der allgemeinen Form EzX
Xaa Y-XaxQ-(G/S) mit der Spaltung zwischen Q und G oderr@ &. Die im MBP-C2-
Fusionsprotein vorliegende Erkennungssequenz isfiYEQG [Kapust 2002]. Das Verhéltnis
Protease/Fusionsprotein betrug 1:70 (m/m) bei dmerbationszeit von 30 min bei RT.

3.2.4h Chemische Quervernetzung mit homobifunktionellen anmreaktiven Cross-
Linkern

Nach der Proteingehaltsbestimmung, ggf. Mikrodielysd TEV-Protease-Spaltung wurden
sechs Ansatze zu je 600 ul fur die Quervernetzeagision vorbereitet (Tab. 6). Als erstes
wurde ein entsprechendes Volumen an Proteinldsiingifhe gewtinschte Endkonzentration
von 10 puM in 600 pl vorgelegt. Danach wurde nacieder mit den berechneten Volumina
H,O-MQ und CaGiLosung (fir eine Ca-Endkonz. von 1 mM) versetzt. Nach
funfmindtiger Inkubation bei RT wurde der in DMSQlgste Ligand Li; oder B0O2
(Endkonz. 10 uM) oder reines DMSO (Blindprobe) pegiiert und weitere 20 min bei RT
inkubiert. Von den aminreaktiven Quervernetzunggeeaien BSG und BS wurde jeweils
eine 1:1-Mischung ihrer undeuterierten/vierfach tdearten Form (D4 als 100 mM
Stammldsung in DMSO vorbereitet und in hundertfadlarem Uberschuss zu jeweils zwei
Ansatzen zugegeben (Tab. 6). Nach 30 und 60 midemuje Ansatz 300 pl entnommen und
mit 6 ul wassriger 1 M NFHCO; (Endkonz. 20 mM) die Reaktion abgestoppt. Ans&died
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erfolgte die enzymatische Spaltung der Ansatze esdw in LOosung oder nach
gelelektrophoretischer Trennung.

Tab. 6: Reaktionsansatze fir ein Quervernetzungsexperiminhomobifunktionellen aminreaktiven Cross-
Linkern und der C2-&hnlichen Doméne der h5-LO.

1 2 3 4 5 6 Endkonz.
c2 72 ul 72 ul 72 ul 72 ul 72 ul 72 ul 10 uM
180 uM] H M M H M M M
cacl 20 | 12w | 12w!| 12u| 122wl 124 1 mM
m
(50 mM] M M M M H M
LP,,/B02 DMSO DMSO DMSO
6 ul 6 ul 6 ul 10 uM
[ImM] (6 ul) (6 ul) (6 ul)
BS’G-Dy/D,
6 pl 6l | | - 1 mM
[100 mM] DMSO | DMSO
BS*-Dy/D, 6ul) | (6ul
---------------- 6 pl 6 pl 1 mM
[100 mM]
H,O-MQ 504 pl | 504 ul| 504 ull 504 p 504 fl 504

3.2.4i (Photo-)chemische Quervernetzung mit heterobifunkbinellen Cross-Linkern

Die Probenvorbereitung erfolgte analog der Crosddbg-Reaktion mit den
homobifunktionellen aminreaktiven Reagenzien (h.Die Reaktion wurde, aufgrund der
weniger guten Wasserloslichkeit der Photo-Cross«in (Keto-NHS (3.4.1), BBI (3.4.3)
oder SBC/SBDC (BD,, im 1:1-Verhaltnis) (3.4.2)) nur mit einem zehrfan Uberschuss an
Quervernetzungsreagenz gestartet (Tab. 7). DidefiRaoteinkonzentration betrug jeweils
10 pM und die C&-Konzentration 1 mM. Nach einer Inkubationszeit A0 min wurden
die Reaktionsansatze mit je 6 pl MHCO; (1 M) abgestoppt. Zur anschlieBenden Abtrennung
von Uberschissigem Quervernetzungreagenz wuktierocon YM-10(Ausschluss 10 000

Da) Zentrifugenfilter (Millipore) verwendet.
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Tab. 7: Reaktionsansatze fir ein Quervernetzungsexperimmiit heterobifunktionellen amin- und
photoreaktiven Cross-Linkern und der C2-adhnlichesmi2ane der h5-LO (die Experimente mit Calmodulin

wurden in analoger Weise durchgefiihrt).

1 2 3 4 5 6 Endkonz.
C2
172l | 172 ul| 1724l 172 172 ul 172 10 uM
[29 uM]
cacl, 10ul | 10p | 10u| 10ul| 1ouw| 10l 1mMm
m
(50 mM] 3 3 3 H 3 M
B0O2
5pul | DMSO| 5pul | DMSO| 5pl| DMSO 10 uM
[1 mM]
SBC/SBDC
5ul 5ul
[10 mM] DMSO | DMSO
100 pM
BBI Guh | Gu
5l 5ul
[10 mM]
H,O-MQ | 308 ul| 308pul| 308ul| 308ul 308l 308l

Den Reaktionsansatzen wurde nach der Modifiziemgadsion und der anschlielRenden
Microcon-Filtration ein Blindwert entnommen und eniseRend im Probengefald (Eppendorf,
1,5 ml) waagerecht auf Eis in der Bestrahlungskam(®&.4b) bei 1-12 J/cm? mit UV-A-
Licht bestrahlt. Fir die Bestimmung der UV-Dosenrdeu ein UV-A-Sensor (Kihnast
Strahlungstechnik; Wachtersbach, Deutschland) eetge Als Standarddosen fur spétere

Photo-Cross-Linking-Experimente wurden 4 oder &3/gewahlt.

3.2.4j Gelelektrophoretische Proteintrennung (SDS-PAGE)

Um die Bildung von Di- und Oligomeren wahrend dero$3-Linking-Experimente zu
erkennen, wurde eine Natriumdodecylsulfat-Polyaenytigelelektrophorese (SDS-PAGE) in
einer vertikalen, fur vier Trenngele (8 x 10 cm)sgelegten Plattenelektrophoresekammer
Mini-Proteart’ 3 (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) vorgenommen. Die vemdeten Gele
wurden stets frisch hergestellt und bestanden mesnel5%igen Trenn- und einem 5%igen
Sammelgel (Tab. 8). Die Reaktionsgemische wurdeterudenaturierenden Bedingungen
nach Laemmli [Laemmli 1970] getrennt. Fir ein Gé sehn Taschen wurden zuerst 3-4 pul
der Reaktionsmischung (mindestens 100-200 pm Rjoteit dem doppelten Volumen an
Probenpuffer (Laemmli-Puffgi/Mercaptoethanol, 19/1; v/v) gemischt. Anschlie3endden
die zentrifugierten Ansatze im Trockenschrank E€iQ@fur max. 5 Minuten inkubiert. Nach

dem Abkuhlen auf RT wurden in die erste und leBrigbentasche des SDS-Gels jeweils 5 pl
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des ProteinmarkeRrecision Plus Protein unstained standgRlo-Rad, Hercules, CA, USA)
und dazwischen die zu trennenden Proteinmischupipsttiert. Vor der elektrophoretischen
Trennung erfolgte zuerst eine Konzentrierung deotdtne im Sammelgel durch
funfminutiges Anlegen einer Spannung von 100 V. &ischlielBende Trennung lief in einem
Zeitfenster von ca. 50 min bei einer Spannung V@D ¥ ab. Hatte der im Laemmli-Puffer
enthaltene Indikatorfarbstoff das SDS-Gel verlassemde die Elektrophorese beendet.

Tab. 8: Zusammensetzung eines SDS-Polyacrylamidgels (15%).

Chemikalien Trenngel (15%) | Sammelgel (5%)

Acrylamid-Bis 40% 1875 pl 325 ul
Tris/HCI-Lsg. (1,5 M), pH 8,8 1250 l -

Tris/HCI-Lsg. (0,5 M), pH 6,8 - 625 pl

H,O-MQ 1795 pl 1500 pl

SDS-Lsg. (10%; m/v) 50 ul 25 ul

APS-Lsg. (10%; m/v) 25 ul 12,5 pl
TEMED 5 ul 5 ul

3.2.4k Farbung der Gele

Nach der Elektrophorese wurden die Gele vorsickitg den Glasplatten abgelost und
dreimal mit HO-MQ gewaschen, um den SDS-Probenpuffer zu entiern&nschliel3end
wurden die Gele mit Coomassie BB R250-Ldsung (Iogr@assie-Brillantblau R250, 100 ml
Essigsaure, 400 ml Methanol, 500 m}Q4dMQ) bedeckt und fur 30 Sekunden in einem
Mikrowellenofen erhitzt. Nach zehnminitigem Schwemlauf dem Schitteltisch waren die
Gele ausreichend gefarbt. Nach Abgiel3en der Fabetdwurde erneut dreimal mit,G-
MQ gewaschen und danach in der Entfarbelosung @nelfEssigsaure/D-MQ,
25%/10%/65%; v/viv) fur 30 Sekunden in einem Miked\enofen erhitzt. Die Gele wurden
anschlieBend so lange auf dem Schiitteltisch gesttiwdis sich der Gelhintergrund
ausreichend kontrastreich entfarbt hatte. Im Anssshivurde die Lésung abgegossen und das
Gel mehrfach mit HD-MQ gewaschen, um es dem Geldokumentationssysieuiiiren.

3.2.41 Geldokumentation

Die Auswertung und Dokumentation der SDS-Polyacnydigele erfolgte mit dervlolecular
Imager Gel Doc XR SystefBio-Rad, Hercules, CA, USA). Die Software w@uantity One
4.6.2 1D-Analysis Softwai®io-Rad, Hercules, CA, USA).
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3.2.4m Enzymatische Proteinspaltung im Gel

Alle folgenden Arbeitsschritte fiir die Proteinspaly wurden an deWertical Laminar
Airflow Polaris (Steril) Sicherheitswerkbank durchgefiihrt, um Kier&ontaminierungen zu
vermeiden. Die einzelnen Waschschritte erfolgtarRieauf demKihlthermomixer MKR 13
(HLC Biotech, Bovenden).

(1) Die gewilnschten Gelbanden wurden mit einer saigettenen 1000 pl-Pipettenspitze
ausgestanzt und in ein 1,5 ml-Reaktionsgefal} (Eggpéniberfuhrt.

(2) Es wurde einmal mit 100 ul.B-MQ und zweimal mit Acetonitril (50%; v/v) flr jesils
10 min gewaschen. Es schloss sich ein funfminutiyy@schschritt mit 80 pl Acetonitril
(100%) an, bei dem sich die Gelstickchen weitestggéhentfarbten und durch die
Dehydratisierung zusammenklebten.

(3) Mit 80 pl 100 mM NHHCO; wurden die Gelstlicke rehydratisiert und nach fifuten
mit zuséatzlich 80 pl Acetonitril (100%) weitere refMinuten geschittelt. Der gesamte
Uberstand wurde verworfen und die Gelstiicke furMi@uten in der Vakuumzentrifuge
miVac DuoConcentratofGenevac Inc., USA) bei 30°C getrocknet.

(4) Fur Cystein-haltige Proteine schloss sich esduktions- und Alkylierungsschritt an
(Schema 6). Dabei wurde zuerst mit 80 pul 10 mM DBBung (in 100 MM NEHCO;
geldst) Gber 45 min bei 56°C inkubiert. Nach denkiftiden wurde der komplette Uberstand
verworfen und durch 80 pl einer 55 mM lodacetamiging (in 100 mM NEHCO:s) ersetzt.
Die Inkubation erfolgte im Dunkeln bei RT Uber 3dnn(Schema 6). Die Zugabe der
lodacetamid-Losung erfolgte zlgig, um eine erne@beidation der Thiolgruppen zu
vermeiden. Danach wurde wie unter (3) beschrieleefakren.

HO OH
. . HO OH R
Protein —S —S —Protein  + i, 2 Protein =SH +
HS SH S—S
DTT o
O
Protein —SH N /_< ~ Protein =S NH>
[ NH» )
lodacetamid

Schema 6:Reduktion von Disulfidbriicken und Modifizierungrdeeien Thiol-Gruppen in Proteinen.

(5) Fur die proteolytische Spaltung wurde das eetdpende Enzym im Massenverhéltnis
1:50 (m/m, Enzym/Protein) eingesetzt. Sowohl beai Spaltung mit Trypsin als auch mit

einer Trypsin-/AspN-Mischung wurde zuerst auf His erforderliche Menge Trypsin zu den
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getrockneten Gelstiicken zupipettiert und nach aiartezeit von ca. 15 min gegebenenfalls
die zweite Protease zugegeben. Danach wurde s&®@igiM NHHCO; zugegeben, bis die
Gelstiuicken vollstéandig bedeckt waren und 16 Stuh@eB7°C inkubiert.

(6) Die Inkubation wurde durch Zugabe von 50 pl Betraktionslosung (ACN/TFA/LD-
MQ, 47,5%/5%/47,5%; viviv) gestoppt und die Mischudiir zehn Minuten geschuttelt. Die
Losung wurde entnommen und in einem 1,5 mil-Reakgefald (Eppendorf) gesammelt.
Dieser Schritt wurde insgesamt zweimal wiederhadts Gesamtextraktvolumen wurde an der
VakuumzentrifugemiVac DuoConcentrato{Genevac Inc., USA) auf ein Volumen von
5-10 pl eingeengt und fur die MS-Analyse mit wagsriTFA 1% (v/v) auf einen pH-Wert
von ~ 2 eingestellt.

3.2.4n Enzymatische Proteinspaltung in Lésung

Um die Ausbeute an proteolytischen Spaltpeptiderradhen, wurde bei vernachlassigbarer
Di-/Oligomerbildung nach der Cross-Linking-Reaktiaine Proteinspaltung in LOsung
durchgefuhrt. Die Reaktionsanséatze wurden dabecauB3 pl eingeengt und mit 5 pl 8 M
Harnstoff und 20 pl einer 0,4 M NHCO;-Losung versetzt. Danach wurde bei Cystein-
haltigen Proteinen eine Reduktion mit anschlieR3eidieylierung durchgefiihrt (Schema 6).
Dazu wurde zuerst 15 min mit 5 pl 45 mM DTT- L6symg0,4 M NHHCQO;) bei 56°C und
danach mit 5 pul 100 mM lodacetamid- Losung (in B, ANH4HCO3) bei RT fir 15 min im
Dunkeln inkubiert. Zuletzt wurde mit 60 pl.@8-MQ aufgefullt und die entsprechende
Protease im Verhdltnis 1/59 (m/m, Enzym/Proteinjegeben. Die Reaktion wurde fur 16
Stunden bei 37°C durchgefihrt.

3.2.40 Nano-HPLC/MALDI-TOF/TOF-MS/MS

Die proteolytisch gespaltenen Peptidmischungen grurdittels einedJltimate™ 3000 Nano-
HPLC-Systems (Dionex) aufgetrennt. Dazu wurden die @&molzuerst Uber einen
automatischen Probengeber auf ehoelaim PepMap C18-Vorsau{800 pm x 5 mm, 5 pm,
100 A; Dionex, Germany) geladen und fir 15 min reiher 0,1%igen (v/v) TFA-
Waschlosung entsalzt. Danach erfolgte die chromapdgsche Trennung mittels einer
Acclaim PepMap C18-Trennsau@s pm x 150 mm, 3 pm, 100 A; Dionex), welche eorh
mit 95% (v/v) FlieBmittel A (A: Acetonitril/TFA, 5%0,05%; v/v) aquilibriert wurde. Die
Peptide wurden mit einem Gradienten (0-25 min: %38, 25-30 min: 50-100% B, 30-40
min: 100% B, 40-45 min: 5% B, FlieBmittel B: AcetsitV TFA, 80%/0,04%; v/v) bei einer
Flussrate von 300 nl/min eluiert und bei WellenEmgon 214 und 280 nm detektiert. Nach
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Passieren des UV-Detektors wurden 24-Sekundenibrekt mit Hilfe desProteineer
fraction collector (Bruker Daltonik GmbH, Bremen) zuerst mit 1,1 @iCHCA-Matrix
(0,7 pg/ula-Cyano-4-hydroxyzimtsaure in ACN/TFA (90%/0,1% vyA) mM NHH.PO,)
gemischt und sofort auf ein 384 MTP 800 um Anchdp&rarget (Bruker Daltonik GmbH,
Bremen) aufgetragen. Die Uberfiihrung des Probemselin dasMALDI-TOF/TOF-MS
Ultraflex Il (Bruker Daltonik GmbH, Bremen) wurde manuell adgb# (offline-Kopplung.
Fur die MS- und MS/MS-Messungen der Peptide wurde mbsitive lonisierungs- und
Reflektor-Modus genutzt. Fur ein MassenspektrumnmzBereich von 800-5000 wurden
2200 Laserschusse pro Probenplatz zu einem Spekakkomuliert. Die Kalibrierung
erfolgte extern mit dem Peptide Calibration Staddr(Bruker Daltonik GmbH, Bremen)
(Tab. 4). Monoisotopische Signale mit einem SidRallschverhaltnis (S/N) > 15 wurden mit
Hilfe des SNAP-AlgorithmugSophisticated Numerical Annotation Procedure)gaugihlt
und fur die anschlieende laserinduzierte Fragmemtg (LIFT) in einer Massenliste
(compound ligt zusammengefasst. Basierend auf dieser Liste wulide automatische
MS/MS-Messung durchgefiihrt. Die Spektrenakquisitesfolgte vollautomatisch unter der
Steuerung deWarpLC 1.1Software (Bruker Daltonik GmbH, Bremen), welche diS-
Datenaufnahme-SoftwalexControl 1.3und die Datenauswerte-SoftwdfkexAnalysis 3.0

(Bruker Daltonik GmbH, Bremen) koordinierte.

3.2.4p Nano-HPLC/Nano-ESI-LTQ-Orbitrap-MS der proteolytisc h gespaltenen
Quervernetzungsprodukte
Die proteolytisch gespaltenen Peptidmischungen amurdittels einedJltimate™ plus Nano-
HPLC-Systemsmit Famos-Probengeber und Switchos-Saulenschaltm@dC Packings/
Dionex) aufgetrennt. Die Peptide wurden mit eineradienten (0-90 min: 5-50% B, 90-91
min: 50-100% B, 91-96 min: 100% B; Flielmittel ACN/FA, 5%/0,1%; v/v; Fliemittel B:
ACN/FA, 80%/0,1%; v/v) bei einer Flussrate von 3ifmin eluiert und bei Wellenlangen
von 214 und 280 nm detektiert. Nach Passieren dédeétektors wurden die einzelnen
Fraktionen direkt in die nano-ESI-lonenquelle (Rrox, Odense, Danemark) des LTQ-
Orbitrap XL Massenspektrometers (ThermoFisher S$ifien Bremen) geleitet dnline-
Kopplung.
Die MS-Daten wurden tber 122 min im hochaufgelostdinscan Modugm/z 300 bis 2000,
Auflésung von 60 000) im Orbitrap-Analysator aufgehnet. Aus jedem Massenspektrum
wurden die drei intensivsten Signale ausgewéahtilgtonsfenster 2 u) und in der linearen

lonenfalle (LTQ) mittels CID fragmentiert. Die eftemen Fragmentionen wurden in der
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Orbitrap mit einer Auflésung von 15 000 analysi®ite Datenaufnahme wurde végtalibur
2.0.7 (ThermoFisher Scientific, Bremen) in Verbindungt mCMS link 2.0 (Dionex)

bewerkstelligt.

3.2.4q Auswertung von MS- und MS/MS-Daten

Die Identitiat der Proteine wurde anhand der Malsser charakteristischen Spaltpeptide (je
nach verwendeter Protease) Uber MS- und MS/MS-Rhtgaich mit der Suchmaschine
Mascot 2.2.0@MatrixScience Inc., Boston USA) bestimmt und adigeert peptide fragment
fingerprinting PFF). Die Suche nach mit Cross-Linkern modiftaer Peptiden erfolgte,
indem die durch den Cross-Linker erzeugte theafetisMassenabweichung als variable
Modifikation an der jeweiligen Aminosaure definievurde. Die PFF-Methode besitzt eine
hohe Zuverlassigkeit fur Proteine mit bekanntem@rstruktur und bei Verwendung von
Proteasen mit hoher Spezifitat.

Zur Identifizierung und Unterscheidung zwischen tfingrten und quervernetzen Peptiden
(cross-link$ wurde eine vomiotools 3.1(Bruker Daltonik GmbH, Bremen) erstellte Liste der
gemessenen Massen in die Softwaa®MAW 8.20 (Lighthouse Data, Odense, DK)
importiert. Hier erfolgte der Abgleich zwischen @irberechneten Massenliste, welche alle
theoretisch moglichen Produkte einer Cross-Linkregaktion enthielt, mit den experimentell
ermittelten Daten. Dabei musste beachtet werdess dee Softwar€&sSPMAW 8.20nur eine
begrenzte Anzahl an Massendaten gleichzeitig veirtarb kann (500 Eintrdge). Bei der
Massenberechnung der theoretischen Spaltpeptidelewurunter Berlcksichtigung einer
unvollstandigen Proteolyse, maximal sechs Ubergen@paltstellen pro Peptid zugelassen.
Tryptische Peptide mit einer@-terminal modifizierten Lysin wurden ausgeschlosdere
tolerierte Massenabweichung der Signale im MALDIgglenspektrum von den berechneten
Massen betrug 50 ppm, im Fragmentionenspektrum BB/ u.

Die MS/MS-Daten der erhaltenen Kandidaten wurden gezielt nach den berechneten b-
und y-Fragmentionen (2.3.3, Abb. 15, 16) durchsudHierbei bestand einmal die
Maoglichkeit, mit einer durchGPMAW 8.20 erstellten Fragmentionenliste manuell die
MS/MS-Daten zu evaluieren oder mit deBmotoolsUnterprogrammSequence-Editodie
Fragmentierung des Cross-Linking-Produktes zu seren und mit den MS/MS-Daten
automatisch abzugleichen. Beide Methoden wurderpkemmentar eingesetzt.
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3.2.4r Untersuchungen zur Ligandenstabilitat unter Photo-Goss-Linking-
Bedingungen mit MEKC und fluorimetrischer Detektion

Eine B02-Stammlésung (1 mM in DMSO) wurde mgQHMQ auf eine Konzentration von
5 UM verdinnt und unter den Bedingungen einer R@otss-Linking-Reaktion (3.2.4i)
verschiedenen UV-A-Bestrahlungsmengen (2, 4, 6 3)/@asgesetzt. Da es sich bei dem
Liganden um eine fluoreszierende Neutralverbinduggdelt (Emission bei ~ 465 nm), sollte
zur Untersuchung der bestrahlten Proben eine rareeklektrokinetische Chromatographie
(MEKC) als Trennverfahren mit anschlielBender spdékiorimetrischer Detektion zum
Einsatz kommen. Die verwendete unbeschichtiised-silicaTrennkapillare (Supelco,
Deisenhofen) hatte eine Gesamtlange von 100 cmeuah Innendurchmesser von 75 pm.
Die Strecke vom Anfang der Kapillare bis zum Fenstér den Argos 250B
FluoreszenzdetektofFlux Instruments, Basel, Schweiz — Anregungsfilt850-400 nm,
Emissionsfilter: 495 nm) betrug 77 cm. Die Trennmngde mit dem Kapillarelektrophorese-
System PrinCE 450 (Prince Technologies B.V. Clinical Systems DivisioEmmen,
Niederlande) und einem Elektrophoresepuffer aus /B&&x (20 mM/10 mM, pH 9,2)
realisiert. Vor jeder Messung wurde digsed-silicaKapillare mit 0,1 M NaOH-L6sung
gespult und anschlieBend mit dem Elektrophoresepudfyuilibriert (jeweils 1000 mbar,
1 min). AnschlieBend wurden die Reaktionsansatzeemem Druck von 10 mbar injiziert
und bei einer Spannung von 25 kV getrennt. Die Messbetrug 14 Minuten. Zur
Datenerfassung diente die Geratesoftw8@®RWIN 1.21.07(JMBS Developpements,

Grenoble, Frankreich).

3.2.4s Kopplung von BBI an Glutathion zur Bestimmung der Thiolreaktivitat

Von einer 10 mM Stammlésung BBI in DMSO und einguiégnolaren Stammlésung von
reduziertem Glutathion (GSH) in,B-MQ wurde eine 1:1-Mischung (1 mM/1 mM) in
Acetonitril/Wasser (70/30; v/v) hergestellt undeimem braunen Reaktionsgefal tber Nacht
im Kuhlschrank inkubiert. Danach wurde der Realdamsatz zusammen mit den
Referenzsubstanzen (BBI, GSH) auf eine DC-Plattefgetagen und mit
n-Butanol/Essigsaured®-MQ (12/3/5; viviv) eluiert. Nach dem Trocknen ddatte wurde
diese mit Ninhydrin-Losung (70 mg Ninhydrin in 20 mButanol und 0,8 ml Eisessig)
bespriiht und so lange im Trockenschrank bei 80t@zér bis die Flecke fur das Tripetid

GSH und sein Kopplungsprodukt (Schema 7) deutlicerkennen waren.
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Schema 7:Reaktionsmechanismus fiir die thiolreaktive Kopgluon BBl an GSH.
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3.3 Synthese und Charakterisierung der 1,2,4-Triazam®&-
3.3.1 Allgemeine Darstellungsvorschrift fir die Amidrazon-Ausgangsstoffe

Eine L6sung des Hydrazonoylchlorids (3,0 g, 10 mrmo#0 ml getrocknetem Dioxan wurde
tropfenweise zu einer Lésung des entsprechendemg\(ii,4 g, 20 mmol) in wenig Dioxan
gegeben. Da Ammoniak und aliphatische Amine eirseeachende Basizitat besitzen, um als
Protonenakzeptor zu fungieren, wurden diese Reaadqtartner in doppelt molarer Menge
eingesetzt und auf den Zusatz von Triethylaminiehtet. Nach zwoélfstindigem Rihren bei
RT wurde der Ansatz in ca. 300 ml eiskaltes Wagsstiirzt. Der ausgefallene Feststoff
wurde abfiltriert, mit Wasser gewaschen und im KExaior Gber Calciumchlorid im
Membranpumpenvakuum getrocknet. Die Verbindungennnten ohne weitere
Reinigungsschritte der Triazinon-Synthese zugefiverten.

Die Darstellung der Amidrazon8a-b, 3e und 3g (4.1.1) ist bereits in der Literatur
beschrieben [Frohberg & Sippl 2006].

3.3.1a N-(2-Chlorphenyl)-2-phenylhydrazono-2-(pyrrolidin-1-yl)acetamid (3c)
Als Ausgangsstoffe wurdenZ)-2-(2-Phenylhydrazono)-2-chldd-(2-chlorphenyl)acetamid
2a(4.1.1, Tab. 9) sowie destilliertes Pyrrolidin gasetzt.

Cl
Ausbeute: 2,59 (81%) O:
&H1oCIN,O

Summenformel: NH /@
Exakte Masse: 342,1247 g/mol O)YN\

N

H
DC-Rf-Wert: A: 0,59: B: 0,46 CN: 3c
Smp.: 101-106°C
H-NMR;: &4 (400 MHz, DMSO-@) = 9,66 (1 H, s, CO-NH), 9,47 (1 H, s, N-NH),

8,22-6,83 (9 H, m, Ar-H), 3,29 (4H,Jt= 6 Hz, CH-N-CH,), 1,86 (4 H,
m,J =6 Hz, 2 CH)
¥3C-NMR: Oc (100 MHz, DMSO-¢) = 160,5 (1 C, C=0), 138,9 (1 C, C=N),
145,1-113,9 (12 C, Ar-C), 49,2 (2 C, £N-CH,), 25,9 (2 C, 2 ChH
EI-MS, vz (%): 342 (M, 100)
Elementaranalyse: ber.: C 63,06%; H 5,59%; N 16,34P4.0,34%
gef.: C 63,00%; H 5,51%; N 15,88%; Cl 10,22%
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3.3.1b N-(2-Chlorphenyl)-2-(4-chlorphenyl)hydrazono-2-(pyrrolidin-1-yl)acetamid
(3d)

Als Ausgangsstoffe wurdernz)-2-[2-(4-Chlorphenyl)hydrazono]-2-chld¥-(2-chlorphenyl)-

acetamid2b (4.1.1, Tab. 9) sowie destilliertes Pyrrolidin gasetzt.

cl
Ausbeute: 2,6 g (86%) @:

Cl
Summenformel: &H1sCloN4O NH /O/
N
376,0858 g/mol O)Y N

Exakte Masse:

H
DC-Rf-Wert: A: 0,58; B: 0,42 (Ny 3d
Smp.: 113-115°C
'H-NMR: By (400 MHz, DMSO-¢) = 9,63 (1 H, s, CO-NH), 9,49 (1 H, s, N-NH),

8,13-6,87 (8 H, m, Ar-H), 3,28 (4 HJtz= 6 Hz, CH-N-CH,), 1,86 (4 H,
m,J =6 Hz, 2 CH)
¥3C-NMR: Oc (100 MHz, DMSO-¢) = 159,9 (1 C, C=0), 138,9 (1 C, C=N),
143,7-113,9 (12 C, Ar-C), 48,6 (2 C, £N-CH,), 25,2 (2 C; 2 Ch).
EI-MS, 'z (%): 376 (M, 100), 221 (41)
Elementaranalyse: ber.: C 57,30%; H 4,81%; N 14,85P4.8,79%
gef.: C 57,47%; H 4,70%; N 14,51%; Cl 17,75%

3.3.1¢c N-(2-Chlorphenyl)-2-(4-chlorphenyl)hydrazono-2-(pipeidin-1-yl)acetamid (3f)
Als Ausgangsstoffe wurdenZ)-2-[2-(4-chlorphenyl)hydrazono]-2-chld¥-(2-chlorphenyl)-
acetamid?b (4.1.1, Tab. 9) sowie destilliertes Piperidin esetzt.

Ausbeute: 3,5 g (92%) @CI

Summenformel: &H20CIN,O NH /©/Cl
Exakte Masse: 390,1014 g/mol o) N\H

DC-Rf-Wert: A: 0,75; B: 0,51 N

Smp.: 137-140°C O >

H-NMR;: 3y (400 MHz, DMSO-g) = 9,51 (1 H, s, CO-NH), 9,34 (1 H, s, N-NH),

8,12-7,10 (8 H, m, Ar-H), 3,00 (4 HJt= 6 Hz, CH-N-CH,), 1,65 (4 H,
m,J =6 Hz, 2 CH), 1,52 (2 H, m]J = 6 Hz, CH)
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3C-NMR: 8¢ (100 MHz, DMSO-¢) = 159,9 (1 C, C=0), 138,9 (1 C, C=N), 142,7-
115,1 (12 C, Ar-C), 48,4 (2 C, GM-CH,), 25,2 (2 C; 2 Ch), 23,9
(1C, CH)

EI-MS,m/z (%): 390 (M, 100), 84 (89), 235 (49)
Elementaranalyse: ber.: C 58,32%; H 5,15%; N 14,32P48,12%
gef.: C 58,42%; H 5,07%; N 14,18%; Cl 17,88%

3.3.1d N-(2-Chlorphenyl)-2-(4-chlorphenyl)hydrazono-2-(morgolin-4-yl)acetamid
(3h)

Als Ausgangsstoffe wurdernz)-2-[2-(4-Chlorphenyl)hydrazono]-2-chld¥-(2-chlorphenyl)-

acetamid?b (4.1.1, Tab. 9) sowie destilliertes Morpholin e2sgtzt.

Ausbeute: 3,2 g (81%) O:CI o
Summenformel:  GH1sCILN4O> NH /©/
Exakte Masse: 392,0807 g/mol 9 N\H

DC-Rf-Wert: A:0,47;B: 0,17 ENj o

Smp.: 135-142°C o

'H-NMR: 84 (400 MHz, DMSO-@) = 9,64 (1 H, s, N-NH), 9,56 (1 H, s, CO-NH),

8,14-7,07 (8 H, m, Ar-H), 3,77 (4 H,X= 4.5 Hz, CH-O-CH,), 3,08
(4 H, tJ = 4,5 Hz, CH-N-CH))

3C-NMR: 5 (100 MHz, DMSO-¢@) = 159,9 (1 C, C=0), 137,3 (1 C, C=N),
142,7-1154 (12 C, Ar-C), 66,0 (2 C; £8-CH,), 47,5 (2 C,
CH-N-CH,)

EI-MS,mz (%): 392 (M, 25), 237 (100), 125 (51), 266 (48)
Elementaranalyse: ber.: C 54,97%; H 4,61%; N 14,25P4.8,03%
gef.: C 55,29%; H 4,48%; N 14,14%; Cl 17,80%

3.3.2 Allgemeine Darstellungsvorschrift fur die 1,2,4-Trazin-5-one

Das entsprechende Amidrazon (10 mM) wurde in 5Ethanol suspendiert und mit 1,5 ml
Formaldehydlésung 37% (v/v) und 0,1 g p-Toluenswdtre (0,6 mM) unter Ruckfluss
erhitzt, bis sich das Edukt vollstandig umgesettteh War die Reaktion nach zwei Stunden
noch nicht abgeschlossen, wurde ein weiteres Mam&klehyd und Katalysatorsédure

zugegeben und eine weitere Stunde erhitzt. Danacbdendie Mischung auf RT abgekunhlt,
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das Losungsmittel abdestilliert und mit Ethanol rodéethanol umkristallisert. Vor der
analytischen Charakterisierung erfolgte noch eimehtrocknung der Substanzen tbeg®{

im Vakuumtrocknungsapparat nach Abderhalden (, Teogkstole*) bei 78°C.

3.3.2a 2,3,4,5-Tetrahydro-4-(2-chlorphenyl)-6-dimethylamiro-2-phenyl-1,2,4-
triazin-5-on (4a)

Als Ausgangstoff wurde das offenkettige Amidrazeii2-Chlorphenyl)-2-phenylhydrazono-

2-(dimethylamino)acetami8a (4.1.1, Tab. 10) eingesetzt.

Cl
Ausbeute: 1,4 g (42%) ©: O
. N
Summenformel: GH1CIN,O N l}l
Exakte Masse: 328,1091 g/mol O)\%N
4a

DC-Rf-Wert: A: 0,68; B: 0,26 _N_

Smp.: 108-110°C (EtOH) st O

Amax (€): 262 nm (11224), 375 nm (4490) in Methanol

'H-NMR: 34 (400 MHz, DMSO-@) = 7,63-6,86 (9 H, m, Ar-H), 5,21 (2 H, s,
N-CH-N), 2,90 (6 H, s, 2 C¥).

3C-NMR: 3¢ (100 MHz, DMSO-@) = 152,4 (1 C, C=0), 147,6 (1 C, C=N), 145,0-
114,5 (12 C, Ar-C), 63,5 (1 C, N-GiN), 39,5 (2 C, 2 Ch)

FT-IR (KBr): v (cmt) = 2950w (CH); 1678s (C=0); 1598s, 1499s (C=C, Aromat)

EI-MS,m/z (%): 328 (M, 100), 161 (78), 118 (74)
Elementaranalyse: ber.: C 62,10%; H 5,21%; N 17,04P40,78%
gef.: C 62,18%; H 5,21%; N 17,23%; CI 10,89%

3.3.2b 2,3,4,5-Tetrahydro-4-(2-chlorphenyl)-2-(4-chlorphegl)-6-dimethylamino-1,2,4-
triazin-5-on (4b)

Als Ausgangstoff wurde das offenkettige Amidrazgs(2-Chlorphenyl)-2-(4-chlorphenyl)-

hydrazono-2-(dimethylamino)acetang (4.1.1, Tab. 10) eingesetzt.

Cl Cl
Ausbeute: 1,39 (37%)
N/\

Summenformel:  §H1CloN4O ’}‘
Exakte Masse: 362,0701 g/mol o)\% N 4b
DC-Rf-Wert: A: 0,68; B: 0,25 N
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Smp.: 125-128°C (MeOH)

Amax (€): 262 nm (12500), 375 nm (5000) in Methanol

'H-NMR: 84 (400 MHz, DMSO-¢) = 7,63-7,28 (8 H, m, Ar-H), 523 (2 H, s,
N-CH-N), 2,91 (6 H, s, 2 CH

13C-NMR: dc (100 MHz, DMSO-¢) = 152,3 (1 C, C=0), 147,9 (1 C, C=N),
143,9-115,9 (12 C, Ar-C), 63,3 (1 C, N-€N), 39,4 (2 C, 2 Ch)

FT-IR (KBr): v (cmt) = 2954w (CH); 1678s (C=0); 1594s, 1493s (C=C, Aromat)

EI-MS,m/z (%): 362 (M, 100), 195 (99), 125 (91)
Elementaranalyse: ber.: C 56,21%; H 4,44%; N 15,42P49,52%
gef.: C 56,06%; H 4,37%; N 15,45%; CIl 19,43%

3.3.2c 2,3,4,5-Tetrahydro-4-(2-chlorphenyl)-2-phenyl-6-(pyrolidin-1-yl)-1,2,4-triazin-
5-on (4c)

Als Ausgangstoff wurde das offenkettige Amidrazét2-Chlorphenyl)-2-phenylhydrazono-

2-(pyrrolidin-1-yl)acetamidc (4.1.1, Tab. 10) eingesetzt.

Cl
Ausbeute: 2,1 g (61%) @: /O
Summenformel: &H1oCIN,O N/\I}I
Exakte Masse: 354,1247 g/mol O)\;N
4c

DC-Rf-Wert: A: 0,70; B: 0,33 N

Smp.: 119-123°C (EtOH) O

Amax (€): 262 nm (1222), 375 nm (4889) in Methanol

H-NMR: 34 (400 MHz, DMSO-¢) = 7,62-6,82 (9 H, m, Ar-H), 5,21 (2 H, s, N-
CH-N), 3,49 (4 H, tJ = 6 Hz, CH-N-CH,), 1,86 (4 H, mJ = 6 Hz,
2 CH)

3C-NMR: 3¢ (100 MHz, DMSO-@) = 153,1 (1 C, C=0), 145,4 (1 C, C=N), 145,4-
114,4 (12 C, Ar-C), 63,9 (1 C, N-Gi), 48,1 (2 C, CHN-CH,), 24,6
(2C,2CH)

FT-IR (KBr): v (cmt) = 2967w (CH); 1683s (C=0); 1598s, 1500s (C=C, Aromat)

EI-MS, vz (%): 354 (M, 100)
Elementaranalyse: ber.: C 64,31%; H 5,40%; N 15,79P8,99%
gef.: C 64,41%; H 5,38%; N 15,74%; Cl 10,22%
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3.3.2d 2,3,4,5-Tetrahydro-4-(2-chlorphenyl)-2-(4-chlorpherl)-6-(pyrrolidin-1-yl)-
1,2,4-triazin-5-on (4d)

Als Ausgangstoff wurde das offenkettige Amidrazgf(2-Chlorphenyl)-2-(4-chlorphenyl)-

hydrazono-2-(pyrrolidin-1-yl)acetamigd (4.1.1, Tab. 10) eingesetzt.

Cl Cl

Ausbeute: 2,2 g (58%) ©: /©/

Summenformel:  @H1gCILN4O N/\'}'

Exakte Masse: 388,0858 g/mol R

DC-Rf-Wert: A: 0,70; B: 0,30 N 4d

Smp.: 134-136°C (EtOH) O

Amax (€): 262 nm (13350), 375 nm (5340) in Methanol

H-NMR: 34 (400 MHz, DMSO-@) = 7,62-7,25 (8 H, m, Ar-H), 5,23 (2 H, s, N-
CH2-N), 3,49 (4 H, tJ= 6 Hz, CH-N-CH,), 1,85 (4 H, s (br), 2 CHl

3C-NMR: 3¢ (100 MHz, DMSO-g) = 153,7 (1 C, C=0), 146,2 (1 C, C=N),
144,9-116,4 (12 C, Ar-C), 64,3 (1 C, N-£NI), 48,9 (2 C, CHN-CHy),
25,3 (2 C, 2C}H)

FT-IR (KBr): v (cm?) = 2970w (CH); 1683s (C=0); 1592m, 1494s (C=C, Aromat)

EI-MS, 'z (%): 388 (M, 100), 221 (64)
Elementaranalyse: ber.: C 58,62%; H 4,66%; N 14,39P48,21%
gef.. C 58,77%; H 4,62%; N 14,39%; Cl 18,14%

3.3.2e 2,3,4,5-Tetrahydro-4-(2-chlorphenyl)-2-(4-chlorpheml)-6-(piperidin-1-yl)-1,2,4-
triazin-5-on (4f)

Als Ausgangstoff wurde das offenkettige Amidrazgf(2-Chlorphenyl)-2-(4-chlorphenyl)-

hydrazono-2-(piperidin-1-yl)acetamit (4.1.1, Tab. 10) eingesetzt.

Cl cl
Ausbeute: 2,5 g (63%) @: /©/

N7 N
Summenformel: @H1sCIoN4O I{l
Exakte Masse: 402,1014 g/mol O)\%

4f

DC-Rf-Wert: A: 0,69: B: 0,31 ENJ
Smp.: 197-198°C (EtOH)

Amax (€): 262 nm (13819), 375 nm (5528) in Methanol
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H-NMR: 34 (400 MHz, DMSO-¢) = 7,60-7,26 (8 H, m, Ar-H), 5,21 (2 H, s, N-
CHx-N), 3,25 (4 H, tJ = 6 Hz, CH-N-CH,), 1,57 (4 H, mJ = 5 Hz,
2 CHp)

3C-NMR: dc (100 MHz, DMSO-¢d) = 152,1 (1 C, C=0), 147,4 (1 C, C=N),

143,7-116,0 (12 C, Ar-C), 63,0 (1 C, N-£NI), 48,0 (2 C, CHN-CHy),
24.6 (2C, 2Ch), 23.9 (1C, CH).
FT-IR (KBr): v (cmt) = 2935m (CH); 1678s (C=0); 1594m, 1494s (C=C, Aromat)
EI-MS,m/z (%): 402 (M, 100), 235 (74)
Elementaranalyse: ber.: C 59,56%; H 5,00%; N 13,89%
gef.: C 59,70%; H 4,74%; N 13,94%

3.3.2f 2,3,4,5-Tetrahydro-4-(2-chlorphenyl)-2-phenyl-6-(mgoholin-4-yl)-1,2,4-triazin-
5-on (49)

Als Ausgangstoff wurde das offenkettige Amidrazéti2-Chlorphenyl)-2-phenylhydrazono-

2-(morpholin-4-yl)acetami@g (4.1.1, Tab. 10) eingesetzt.

Cl
Ausbeute: 2,3 g (62%) ©:N/\N/©
Summenformel:  @H1sCIN4O> )\%’L
Exakte Masse: 370,1196 g/mol © ! 4
DC-Rf-Wert: A: 0,55; B: 0,13 [ j
Smp.: 153-155°C (EtOH) o
Amax (€): 262 nm (13889), 375 nm (5556) in Methanol
'H-NMR: 34 (400 MHz, DMSO-¢) = 7,64-6,88 (9 H, m, Ar-H), 5,26 (2 H, s,
N-CHx-N), 3,72 (4 H, tJ = 4,7 Hz, CH-O-CH,), 3,27 (4 H, s (br),
CHx-N-CHy)
3C-NMR: 3¢ (100 MHz, DMSO-@) = 152,0 (1 C, C=0), 145,9 (1 C, C=N), 144,7-

114,6 (12 C, Ar-C), 66,4 (2 C, ¢@-CH,), 63,1 (1 C, N-CHKN), 47,6
(2 C, CHN-CHy).

FT-IR (KBr): v (cm?) = 2964w (CH); 1677s (C=0); 1598s, 1500s (C=C, Aromat),
1120s (C-0O-C)

EI-MS, 'z (%): 370 (M, 100)

Elementaranalyse: ber.: C 61,54%; H 5,16%; N 15,;1QP8,56%
gef.: C 61,55%; H 5,27%; N 15,15%; Cl 9,50%
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3.3.2g 2,3,4,5-Tetrahydro-4-(2-chlorphenyl)-2-(4-chlorphegl)-6-(morpholin-4-yl)-
1,2,4-triazin-5-on (4h)

Als Ausgangstoff wurde das offenkettige Amidrazgf(2-Chlorphenyl)-2-(4-chlorphenyl)-

hydrazono-2-(morpholin-4-yl)acetamt (4.1.1, Tab. 10) eingesetzt.

Cl Cl
Ausbeute: 1,6 g (39%) @: /O/
Summenformel: ¢H15CIN4O, N/\I}l
Exakte Masse: 404,0807 g/mol O)\;N it
DC-Rf-Wert: A:0,55;B: 0,11 N
Smp.: 186-188°C (EtOH) [ j
Dama (€): 262 nm (11224), 375 nm (4490) in ©
Methanol
H-NMR;: 34 (400 MHz, DMSO-¢) = 7,63-7,30 (8 H, m, Ar-H), 5,27 (2 H, s,
N-CH,-N), 3,71 (4 H, tJ = 4,7 Hz, CH-O-CHy), 3,28 (4 H, s (br), CH
N-CH,)
%C-NMR;: 3 (100 MHz, DMSO-¢) = 151,9 (1 C, C=0), 146,3 (1 C, C=N),

143,6-116,1 (12 C, Ar-C), 65,4 (2 C, £6-CH,), 62,9 (1 C, N-CHN),
47,5 (2 C, CHN-CHy)

FT-IR (KBr): v (cm™) = 2966w (CH); 1675s (C=0); 1594m, 1494s (C=C, Aromat),
1120s (C-0O-C)

EI-MS,m/z (%): 404 (M, 100), 237 (59)

Elementaranalyse: ber.: C 56,31%; H 4,48%; N 13,82P47,50%
gef.: C 56,28%; H 4,45%; N 14,07%; Cl 17,57%
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3.4 Synthese und Charakterisierung der Photo-Crossekink

3.4.1 Darstellung von Ketoprofensuccinimidylester (Keto-NHS, 5)

3,0 g (~ 12 mM) Ketoprofen wurden in eine

0 CHj 0
Dreihalskolben mit Thermometer und Trockenrghr O
(gefullt mit Orangegel) in 50 ml trockenem Dioxg ‘ O 5 N
gelést. Danach erfolgte die Zugabe von 1,15 g 5 o)

(~ 12 mM) N-Hydroxysuccinimid (NHS) unter Ruhren. Nach Abkihlauf 20°C wurden
2,47 g (~ 12 mM) Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) zuerd milchig-weif3en Suspension
gegeben und die Mischung wurde fir acht StundenRdeigeruhrt. AnschlieBend wurde
abfiltriert, am Rotationsverdampfer eingeengt, michlormethan aufgenommen, erneut
filtriert und endgultig eingedampft [Singh 1990]a® halbfeste Produkt wandelte sich nach
mehreren Monaten im Kihlschrank zu einem kristafiinfarblosen Feststoff um (4.2.1c).
Die Substanz wurde ohne weitere Reinigungsscluiite photochemischen Cross-Linking
eingesetzt (4.2.1c).

Ausbeute: 3,1 g (75%)

Summenformel: goH17/NOs

Exakte Masse: 351,1107 g/mol

DC-Rf-Wert: A: 0,33; B: 0,05; C: 0,07

Smp.: 73-75°C

'H-NMR: oy (400 MHz, DMSO-¢) = 7,73-7,51 (9 H, m, Ar-H), 4,45-4,40 (1 H,
-CH-), 2,76 (4 H, CHCH,), 1,52-1,50 (3 H, C}}

3C-NMR: dc (100 MHz, DMSO-¢) = 195,7 (1 C, (ApC=0), 170,39 (2 C,

CO-N-CO), 170,20 (R-CO-O), 139,4-128,9 (12 A3-C), 42,2 (1 C,
CH), 26,1 (2 C, CHCHy), 19,2 (1 C, Ch)
EI-MS, Mz (%): 351 (M, 27), 237 (16), 209 (100), 105 (51), 77 (29)

3.4.2 Darstellung von N-Succinimidyl-p-benzoyl-dihydro/dideuterocinnamat (SBC/
SBDC, 9) in vier Stufen

Stufen 1 + 2: p-Benzoylzimtsaur& ausp-Aminobenzopheno® und Acrylsaure nach einer

Meerwein-Schuster-Reaktiomd anschliel3endatkalischer Dehydrobromierun@.2.1d).
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Die Umsetzung von 800 mg (4,06 mMp-
Aminobenzophenon mit 8,34 ml (121,8 mM)

Acrylsdure zur gewinschtep-Benzoylzimtsdure7 O O
OH
erfolgte

in einer Meerwein-Schuster-Reaktionn

Anwesenheit von 12 mg (0,08 mM) Kupfer(l)bromid O
als Katalysator und anschlieRendskalischer Dehydrobromierung nach einer bekannten
Literaturvorschrift [Olszewski 1995, Mourey 1993].

Ausbeute: 400 mg (39%)

Summenformel: ¢H1203

Exakte Masse: 252,0786 g/mol

DC-Rf-Wert: 0,74 (CHGIMeOH; 1/1; viv)

Smp.: 230°C [Lit.: 229-230°C]

"H-NMR: 34 (400 MHz, DMSO-@) = 7,84-7,51 (9 H, m, Ar-H), 6,66-6,62 (2 H,
GHy)

BC-NMR: 3¢ (100 MHz, DMSO-¢) = 195,5 (1 C, (ApC=0), 167,6 (1 C,

COOH), 142,9/122,3 (2 C, C=C), 138,6-128B C, Ar-C)
EI-MS, Mz (%): 252 (M, 64), 175 (100), 147 (14), 105 (59), 77 (38)

Stufen 3+4N-Succinimidylp-benzoyl-dihydrocinnamat (SBC) undN-Succinimidylp-
benzoyl-dideuterocinnamat (SBDCY aus p-Benzoylzimtsdure 7 durch katalytische
Hydrierung/Deuterierung mit Wasserstoff-/Deuteri@®g und anschlieRender Veresterung
mit NHS (4.2.1d).

Die Hydrierung/Deuterierung von jeweils 400 nfg 0

p-Benzoylzimtsaur& (1,6 mM) mit Wasserstoff-/

: . . H/D o
Deuteriumgas erfolgte in Anwesenheit va o
N

28 mg eines 5%igen Pd/C-Katalysators in eingm o
Compact Reactor 550@arr Instruments, lllinois, Wb o
USA) nach einer bekannten Literaturvorschrift [@lsski 1995, Mourey 1993]. Als

Lésungsmittel diente absolutes Ethanol, im Fall deuterierung Ethanol:dDie Reinigung

wurde, wie bei Olszewski beschrieben, durchgefibidzewski 1995].
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Etwa 130 mg des gereinigten Produktes (0,5 mM) emrdin ~ 5 ml getrocknetem
Dichlormethan gelést. Nach Zugabe von 58 mg (0,5)mWAHydroxysuccinimid und
103 mg Dicyclohexylcarbodiimid (0,5 mM) wurde Ubedacht bei RT gerihrt.

Umkristallisierung mit Ether/Heptan fiihrte zum gewdéhten Produkt.

Ausbeute: 90 mg (51%) / 120 mg (48%)

Summenformel: &eH17NOs / CyoH15D2NOs

Exakte Masse: 351,1107 g/mol / 353,1232 g/mol

DC-Rf-Wert: A: 0,28/0,28; B: 0,04/0,04; C: 0,04)6

Smp.: 112-114°C/112-114°C

H-NMR: 34 (400 MHz, DMSO-@) = 7,70-7,45 (9 H, m, Ar-H), 3,04-2,99 (2 H,

dd, CHD-CHD), 2,77 (4 H, s,8.)
EI-MS, Mz (%): 351 (M, 57), 237 (51), 195 (60), 105 (100), 77 (51)
353 (M, 41), 239 (39), 196 (43), 105 (100), 77 (32)

3.4.3 Darstellung von Brom-benzophenon-iodacetamid (BBI14) in drei Stufen

Stufe 1: 4-Brom-4’-aminobenzophendi2]

Eine Mischung von 11,8 ml (76 mM) BrombenZ4dl, 10 g (54 mM) Nitrobenzoylchlorid1
und 8 g (60 mM) AIG wurden im Olbad auf 75-85°C erhitzt. Nach Beendiguler
Chlorwasserstoff-Entwicklung und Reinigung des Rieakansatzes wurden 10 g (33 mM)
4-Brom-4’-nitro-benzophenon erhalten, welches mC&/HCI zum gewtinschten Produk®
reduziert werden konnte (4.2.2d) [Montagne 1916].

Ausbeute: 6,5 g (71%) 0
Summenformel: @H10BrNO

Exakte Masse: 274,9946 g/mol O O
DC-Rf-Wert: A:0,36; B: 0,12 Br 12 NH;
Smp.: 196-198°C [Lit.: 196,5°C]

EI-MS, Mz (%): 275 (M, 44), 120 (100), 92 (27)
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Stufe 2:N-{4-[(4-Bromphenyl)carbonyl]phenyl}-2-chloracetam{i3)

0,6 ml (8 mM) Chloracetylchlorid wurden tropfenwesisei RT zu einer Mischung von 1,9 g
(7 mM) 4-Brom-4’-aminobenzophendr2 und 1,1 g (8 mM) KCO;s in 50 ml Dichlormethan
gegeben. Die Reaktionsmischung wurde vier Stundeg unter Rickfluss erhitzt und nach
Abklhlung auf RT langsam in 100 ml Eiswasser gegosllach zweimaliger Extraktion mit
Dichlormethan (2x 100 ml) wurde uUber J$©, getrocknet und das Produli5 wie
beschrieben gereinigt (4.2.2d) [Baraldi 2007].

Ausbeute: 1,8 g (72%)
@HnBrCINOz

350,9662 g/mol

Summenformel:

Exakte Masse:

O
O
Br 13 N
H

DC-Rf-Wert: A:0,42;B: 0,14

Smp.: 180-184°C

H-NMR: 3u (400 MHz, DMSO-g) = 10,64 (1 H, N-H), 7,76-7,54 (8 H, m, Ar-H),
4,28 (2 H, s, CH

B¥C-NMR: 3¢ (100 MHz, DMSO-¢) = 193,2 (1 C, (ARC=0), 165,0 (1 C, C=0),

142,6-118,6 (12 C, Ar-C), 43,6 (1L C, gH
EI-MS,m/z (%): 351 (M, 58), 275 (13), 196 (100), 183 (24), 155 (18), (24
Elementaranalyse: ber.: C 51,09%; H 3,14%; N 3,97%

gef.. C51,12%; H 3,17%; N 3,81%

Stufe 3: Synthese vdi-{4-[(4-Bromphenyl)carbonyl]phenyl}-2-iodacetamid4)

Der Halogenaustausch vom Chloracetari®l zum lodacetamidl4 konnte analog einer
Finkelsteinreaktion durchgefuhrt werden. Dabei vemrd,2 g (25 mM) pulverisiertes Kl zu
1,8 g (5 mM) in trockenem Aceton gelosten Chloracetl 13 hinzugefigt. Nach
achtstindigem Erhitzen unter Ruckfluss konnte nadfschlieBender Filtration das

gewinschte Produli#4 erhalten werden (4.2.2d) [Gonzalez-Rosende 2008].

Ausbeute: 410 mg (33%) 0

Summenformel: &H11BriINO,

Exakte Masse: 442,9018 g/mol ‘ ‘ 0
DC-Rf-Wert: A: 0,38; B: 0,12 Br 14 ﬁ)]\/ !
Smp.: 189-193°C
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'H-NMR: &4 (400 MHz, DMSO-g) = 10,65 (1 H, N-H), 7,73-7,60 (8 H, m, Ar-H),
3,83 (2H,s, Chl
3C-NMR: 8c (100 MHz, DMSO-¢) = 193,4 (1 C, (AC=0), 167,1 (1 C, C=0),

143,0-118,3 (12 C, Ar-C), 1,2 (1 C, gH
EI-MS,m/z (%): 443 (M, 58), 288 (18), 275 (56), 183 (28), 157 (21), {PO0)
Elementaranalyse: ber.: C 40,57%; H 2,50%; N 3,15%

gef.: C 41,11%; H 2,56%; N 3,33%
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4 Ergebnisse

4.1 Synthese und Charakterisierung neuer 1,2,4-Triazone

4.1.1 Darstellung der 1,2,4-Triazin-5-one
Der Zielstellung, aus Amidrazonen uber einen Rihlyss zwischen dem Hydrazon- und dem
Anilidstickstoff stabilere Heterozyklen vom 1,2 4idzin-5-on-Typ zu erhalten (siehe

Schema 8), wurde folgendermal3en Rechnung getragen:

1 2
m R\N/\N,R
2 [
N R N
RlNH)k( \N/ % O)\%

R3 : R®
Amidrazon 1,2,4-Triazin-5-on

Schema 8:Geplante Zyklisierungsreaktion zur Darstellung #i&r4-Triazin-5-one.

Durch Japp-Klingemann-Spaltung wurde aus der 24€hf@-dicarbonylverbindund mit
diazotierten Anilinen diea-Carbonyl-carbonséurearylhydrazonoylchlori@a-b erhalten
(Schema 9, Tab. 9). Der Reaktionsmechanismus didsesetzung ist in der Literatur
beschrieben [Philipps 1959].

O O
1 2
R'NHCO R
RlNHM N=N—R? YN\H/
S ———
Cl [-CH3COOH] Cl
1 2a-b

Schema 9:Darstellung dea-Carbonyl-carbonsdurearylhydrazonoylchloriieb (Japp-Klingemann-Spaltung).

Tab. 9: Substitutionsmuster derCarbonyl-carbonsaurearylhydrazonoylchloriieb.

Verbindung R R?
2a 2-Cl-CeH, CsHs
2b 2-Cl-CeH, 4-CI-GH,

Die nucleophile Substitution des Chloratoms gegendthylamin, Pyrrolidin, Piperidin oder
Morpholin fuhrte zu den entsprechenden Amidrazd@eeh (Schema 10, Tab. 10) (3.3.1).
Fur die abschlieende Zyklisierungsreaktion wurden Amidrazone3a-h mit der doppelt
molaren Menge an Formaldehyd und unter Zugabe WaiEher Mengen para

Toluensulfonsaure (TsOH) in Ethanol unter Rickflessitzt. Nach Umkristallisierung mit
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Methanol oder Ethanol lagen die Ausbeuten der exhah 1,2,4-Triazin-5-ongéa-h zwischen
37% und 63% (Schema 10, Tab. 10) (3.3.2).

N~ N
RINHCO No _R? RINHCO No _R? /lll
Y SNT a Y N7 b o)

H —— s H e 3
Cl R R
2a-b 3a-h 4a-h

Schema 10: Darstellung der 1,2,4-Triazin-5-onéa-h aus den entsprechenden Amidrazorgah. (a)
Dimethylamin fuir3a-b, Pyrrolidin fur 3c-d, Piperidin fur3e-f, Morpholin fir 3g-h. (b) H,CO, TsOH, EtOH
[Krauth 2010].

Tab. 10: Substitutionsmuster der AmidrazoBa-h und 1,2,4-Triazin-5-onéa-h.

Verbindung R R? R®
3al/da 2-Cl-GgH,4 CeHs N(CHg),
3b/4b 2-Cl-CeHy 4-Cl-CeH, N(CHs),
3cl/4c 2-Cl-CGsH4 CeHs Pyrrolidin
3d/4d 2-Cl-CeHy 4-Cl-CeH, Pyrrolidin
3elde 2-Cl-CGsH4 CeHs Piperidin
3f/4f 2-Cl-CeH, 4-Cl-CgH, Piperidin
3g/4g 2-Cl-CeH, CeHs Morpholin
3h/4h 2-Cl-CeH, 4-Cl-CgH, Morpholin

Alle 1,2,4-Triazin-5-onela-h wurden als hellgelbe Kristalle erhalten, welchalikoholischer
L6sung eine Eigenfluoreszenz bei ca. 530 nm zeigen.

Die einfachen Reaktionsbedingungen, die unkomptizie Produktisolierung ohne
chromatographische Reinigung, die Verwendung laicit preiswert verfligbarer Reagenzien
und eines unproblematischen Ldsungsmediums erlaultk® Einstufung dieser
Heterozyklensynthese in die Gruppe détigk-Chemié [Kolb 2001]. Die Synthesen wurden
nicht auf hohe Ausbeuten optimiert und besitzerieves Potential zur Effizienzsteigerung.

4.1.2 Charakterisierung der 1,2,4-Triazin-5-one

4.1.2a Bestimmung der Bioverfligbarkeitsparameter nach Lipnski

Zur Abschatzung der Bioverfugbarkeit der Triazinerbindungenda-h wurden die vier
»Rule-of-five“-Deskriptoren nach Christopher A. Lipinski [Lipinsk997] mit Hilfe der frei
zuganglichen Software Molinspiration Property Calculator® (Molinspiration property
engine v2011.04) berechnet (3.2.2a, Tab. 11).
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Die ,rule-of-five” nach Lipinski basiert auf Erfahrungswerten undaggsdass ein oral
bioverfugbarer Arzneistoff im glnstigsten Fall richehr als

1. ein Molekulargewicht vos00 Da

2. zehn(zwei malfinf) Wasserstoffbriickenakzeptoren,
3. funf Wasserstoffbriickendonatoren und
4

. einen Logarithmus des Octanol-Wasser-Verteilung$izeenten (logPow) von funf
besitzen sollte.

Bei Verletzung von mehr als zwei dieser Regeln @ste schwache Absorption bzw.
Permeation wahrscheinlich. Aufgrund ihrer Einfadhimeerden diese Regeln heutzutage als
Eingangsfilter flr potentielle Wirkstoffe angewenhfi€lebe 2009].

Tab. 11: Lipinskis ,Rule-of-five*-Deskriptoren der 1,2,4-Triazin-5-oda-h [Krauth 2010].

Cl
CSN;E/R R? R® Mw® | nON* | nOHNH? | logPuf
O I.
4a CeHs N(CHs). 328,80 5 0 3,5
4b 4-Cl-CeH, N(CHs). 363,25 5 0 4,2
4c CsHs Pyrrolidin 354,84 5 0 3,9
4d 4-Cl-CgH,4 Pyrrolidin 389,29 5 0 4.6
4e CsHs Piperidin 368,87 5 0 4.4
Af 4-Cl-CgH, Piperidin 403,31 5 0 51
49 CeHs Morpholin 370,84 6 0 3,3
4h 4-Cl-CgH, Morpholin 405,28 6 0 4,0
BW755C - - 229,20 3 2 2,4

& Lipinski-Deskriptoren; Nj,;: Molekulargewicht, nON: Anzahl Wasserstoffbriickereptoren, nOHNH: Anzahl

Wasserstoffbrickendonatoren, I&,: von Molinspiration Property Calculatorfir die jeweilige Neutral-
verbindung berechneter |&yWert.

Nachdem alle 1,2,4-Triazin-5-one, aul¥r (log Pcac > 5), die ,Rule-of-five“-Kriterien

erfullten, sollte mit experimentellen Idg-Daten die Brauchbarkeit der berechneten Werte
Uberprift werden (4.1.2b).

4.1.2b

Indirekte log Pow-Bestimmung tUber den Retentionsfaktor K)

Der logarithmische Octanol-Wasser-Verteilungskaéht (log Pow) ist eine wichtige

physikochemische GréRRe, um die Aufnahmefahigkeit S8abstanzen von einem hydrophilen

in ein lipophiles Medium abzuschéatzen. LBgw-Werte im Bereich von -2 bis 4 werden

klassischerweise mit der SchittelflaschenmethodBC: Shake Flask Method 1996]
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bestimmt. Um die zuvor berechneten Rg-Daten (Tab. 11) zu Gberprufen, wurde aufgrund
der hoheren Lipophilie der Verbindungen und des ehohZeitaufwandes der
Schittelflaschenmethode auf eine RP-HPLC-MethodedD: HPLC Method 1996] (3.2.2b)
ausgewichen. Bei diesem Verfahren macht man siehdalekte Proportionalitdt zwischen
dem Logarithmus des Verteilungskoeffizienten &g und dem chromatographisch
erhaltenen Kapazitatsfakthizunutze: lodPow =a+ b *logk (XI)

a, b = lineare Regressionskoeffiaant
Aus den logPow~ und logk-Werten der Vergleichssubstanzen (Tab. 12) wurdeHiffe der
linearen Regressionsanalyse eine Kalibriergerastel#r(Abb. 17).

Referenz- tr log

substanz [min £ SD] logk Pow 50

Benzophenon|  2,99:0,02 0,25 3, :: :/
Diphenylamin 3,4610,04 0,34 3,4 444
Benzylbenzoal] 4962007 056  4f o, ] C
Diphenylether | 5,87+0,08 0,65 4% % sl

n-Butylbenzol | 1082:019 096 | 44 7] e /

Bibenzyl 11,34+0,20 0,98 4.8 3,2_/

Formamid (§) | 1,08+0,01 - - O 0 o4 o °:“.og£:’ SRR

Tab. 12: RP-HPLC-Daten der ReferenzverbindungenAbb. 17: Kalibriergerade zur Bestimmung der log
far die indirekte log Pow-Bestimmung. Mittlere PeWerte der 1,2,4-Triazin-5-one 4a-h.
Retentionszeiten aus drei Messungery, (h=3), Auftragung experimenteller log Pow-Werte
berechnete logarithmische Kapazitatsfaktoren (g ausgewahlter Standardverbindungen gegen deren
und Literaturverteilungskoeffizienten (loBon), SD:  berechnete log-Werte (Tab. 12); y = 2,77 + 2,05x;
Standardabweichung [Krauth 2010]. r = 0,98929 [Krauth 2010].

Durch Einsetzen der lolgWerte der Triazinonverbindungeta-h in die Geradengleichung
(siehe Abb. 17) konnten deren IBgWerte (logPex,) erhalten werden. Diese zeigten eine sehr
gute Ubereinstimmung mit den zuvor berechneten &Werlog P.ad und damit die
Anwendbarkeit der virtuellen Methode auf diese $atklasse (Tab. 13).
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Tab. 13: RP-HPLC-Daten und ermittelte lo@P.Werte fur die 1,2,4-Triazin-5-oneda-h. Mittlere
Retentionszeiten aus drei Messungenr{t3), berechnete logarithmische Kapazitatsfaktgleg k) und daraus

ermittelte logP.,-Werte. LogP.,: berechnete log-Werte; SD: Standardabweichung.

Verbindung [mintz SD] logk | l0g Peyx/l0g Pca
4a 3,970 0,43 3,6/3,5
4b 6,09+0,01 0,34 4,1/4,2
4c 5,80+0,02 0,64 4,0/3,9
4d 9,82+0,02| 0,91 4,6/4,6
4e 8,87+0,01| 0,86 4,5/4,4
af 14,41+0,01] 1,09 5,0/5,1
49 3,530 0,36 3,5/3,3
4h 5,21+0,01| 0,58 3,9/4,0

BW755C - - 2,8%2,4

% siehe Kupfer 1996; 2,56 [Kim 1990]

4.1.2c Berechnung und Abschatzung der Wasserl6slichkeiten

Die Ermittlung der Wasserldslichkeit zu einem fridtgeitpunkt der Wirkstoffentwicklung ist
sinnvoll, um rechtzeitig schwerl6sliche Arzneiskafididaten aufzuspiren und diesem
Sachverhalt in der Synthesekonzeption Rechnung ragen. Die Berechnung der
Loslichkeiten [og Syp) erfolgte basierend auf der Formel von Jain untkdtesky (3.2.2c,
Formel V), in welche der experimentell bestimmieh®elzpunkt (Smp.) und der |dgxy
Wert eingehen [Ran 2001]. Die Abschatzung der tbgeiten (logS,i) ohne experimentelle
Daten beruhte auf einer Fragmentmethode, welchaausStruktur den log-Wert und die
intrinsische Wasserloslichkeit abschatzt und ferBerechnung verwendet (3.2.2c).

In der Gegenuberstellung der Wasserloslichkeiteg &, 109 Siir) flr die Substanzgruppe
der 1,2,4-Triazin-5-onda-h (Tab. 14) sieht man eine deutliche Diskrepanz aga beiden
Bestimmungsverfahren.
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Tab. 14 Berechnete Wasserldslichkeiten der 1,2,4-Tri&zome4a-h. Experimentelle Schmelzpunkte (Smp.)
(3.3.2), aus logk-Daten ermittelte logP-Werte (log Pey,) (4.1.2b), aus Smp. und loBe. berechnete
Wasserloslichkeiten (o) (3.2.2c, Formel V), geschéatzte Wasserlosliclgeinach der Fragmentmethode
(log Siirt) (3.2.2¢) und die jeweils umgerechneten Léslictgeein pg/ml; My: Molekulargewicht.

Verbindung | Smp. [°C] 109 Pexp 109 Sexp log Siirt Wasserloslichkeit [ug/mi]
(Sexp™™M w /St *M w)
4a 109 3,6 -3,94 -3,39 38/134
4b 126 41 -4,61 -4,06 8,9/32
4c 121 4,0 - 4,46 -3,74 12/64
4d 135 4,6 -5,20 -4,35 2,4/17
4e 129 45 - 5,04 -3,93 3,4/44
4f 197 5,0 -6,22 -4,57 0,24/11
4g 154 3,5 -4,29 -3,41 19/140
4h 187 3,9 - 5,02 -4,01 3,9/40
BW755C | 111-112 2,8 -3,17 -2,58 155/603

% siehe Frigola 1989 siehe Kupfer 1996

Die ohne Berlcksichtigung experimenteller Daten iteiten log S;-Werte suggerieren
verglichen mit den aus der Jain-Yalkowsky-GleichyB8d.2c, Formel 1V) erhaltenen log
SexpWerte auffallig bessere Loslichkeiten (11-140 plg/m 0,24-38 pg/ml).

Insgesamt zeigen die Ergebnisse eine malige bischth Loslichkeit der 1,2,4-Triazin-5-
one 4a-h, was aufgrund der ermittelten IdgyWerte nicht Gberrascht. Zur abschliel3enden
Beurteilung der berechneten Wasserloslichkeitem$@, log S;it) und der jeweils zu Grunde
liegenden Methoden kann fir die Substanzklasse H@r4-Triazin-5-one 4a-h auf

experimentelle Untersuchungen nicht verzichtet eerd

4.1.2d Antioxidative Wirkung auf DPPH und Redoxpotentiale

Alle 1,2,4-Triazin-5-oneta-h wurden einer Voruntersuchung auf antioxidativeeBgrhaften
mittels eines Spruhversuches mit methanolischerHDB&sung unterzogen (3.2.2d).
Wahrend die Vergleichssubstanzen BW755C, NDGA uisdofbinsaure unmittelbar nach
dem Bespruhen einen weil3en Fleck auf der sonsdtvmgefarbten DC-Platte zeigten (Tab. 15,
++++), kam es bei den 1,2,4-Triazin-5-onen nur &mg zu einer Entfarbung. Die
Verbindungerdc und4d zeigten die schnellste Entfarbung aller Triazinfhab. 15, ++)4a,
4b, 4e eine schwache (Tab. 15, +) ufiid 4h praktisch gar keine Reaktion (Tab. 15, -).
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Tab. 15: Antioxidatives Potential der 1,2,4-Triazin-5-ofa-h anhand der DPPH-Entfarbung auf der DC-Platte
(- keine Entfarbung, ++++ unmittelbare Entfarbung)d gemessener Redoxpotentialg(Es. Ag/AgNG; in
mV). Die E;, wurden mit Hilfe der Referenzverbindung Ferroc&n,(vs. Ag/AgNG;: 246 mV [Kratochuvil
1980]) korrigiert.

Verbindung DPPH-Entfarbung Ein (MV)

4a + 350

4b + 290

4c ++ 300

4d ++ 350

4e + 360

Af - 340

49 + 400

4h - 420
Ascorbinsaure ++++ 1100
NDGA ++++ 940
BW?755C 4+ 220°

A E,»: 310 mV [Bruneau 1991]

Von 4c und 4d, welche moderate Radikalfangereigenschaften gebeitten, wurden UV-
photometrisch, im Vergleich zu den Referenzradédddiern, EG- Werte bestimmt (Abb. 18-
20) (3.2.2d). Ascorbinsaure und NDGA zeigten im &xpent einen linearen Zusammenhang
zwischen der antioxidativen Wirkung und der zugegeim Menge an Inhibitor und mit der
Literatur gut vergleichbare EgWerte (Ascorbinsaure: 22 pM [Fujinami 2001], NDGA:
7,7 uM [Dupont 2001]).

A 0.7 4 B
Ho.
HO o N O
(o] o X
HO. -
= . NDGA o
HO OH < 054
_— S
Ascorbinsaure §_
<]
3 .
Konz. Absorption g 0.4 - gbezcérpmn

— g* 10°M 0604

*10°M 0756 ° Y
4*10°M 0536

6

8

1

0

6

1*10°M 0,647 i
> L “10°M 0,409
3

*40°M 0,309 ECso: 7,3 UM
*10°M 0,220

“10°M 0,432
*10°M 0,213

ECso: 20 pM

0.2

——————11 . T : : . . T : . T
0,0 50x10°  1,0x10°  15x10°  20x10°  2,5¢10°  3,0x10° 0.0 2.0x10° 4.0x10° 6.0x10° 8.0x10° 1.0x10°
¢ (mol/l) ¢ (moll)

Abb. 18: Kalibriergeraden zur E{gBestimmung der Antioxidantien Ascorbinsdure und@® Abnahme der

DPPH-Absorption bei 516 nm in Abhangigkeit von #&mnzentration an zugegebend) (Ascorbinsdurgy =
0,87 — 21.842x, r = -0,9991td B) NDGA, y = 0,70 — 48600x, r = - 0,99766.
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Der redoxaktive LO-Inhibitor BW755C zeigte einerhtiinearen Zusammenhang zwischen
der Radikalinaktivierung und der zugegebenen Meargeélemmer mit einem EgWert von
~ 20 puM.
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25710°M 0274 —a
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T T T T T T T T T T T T T !
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¢ (mol/l)

Die beiden 1,2,4-Triazin-5-ordc und 4d, die im vorangegangenen Spruhversuch am besten
abgeschnitten hatten, zeigten verglichen mit derferl@ezsubstanzen eine wesentlich
schwachere antioxidative Wirkung und einen niclktdiren Zusammenhang zwischen der
DPPH-Entfarbung und der eingesetzten Substanzktazien (Abb. 20). Dieser Effekt,
welcher mit der maRigen Loslichkeit der Verbindumgen Zusammenhang stehen kdnnte

(4.1.2c), erlaubte keine Bestimmung verlassliches,BVerte.
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Abb. 20: Kalibrierkurven zur Bestimmung der antioxidatiieatenz der 1,2,4-Triazin-5-ond)4c und @) 4d.
Abnahme der DPPH-Absorption bei 516 nm in Abhéngigkvon der Konzentration an zugegebener

Inhibitorverbindung.
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Bei den zyklovoltammetrischen Untersuchungen [Heit®84, Hamann & Vielstich 2005]
zeigten alle 1,2,4-Triazin-5-onéda-h neben Redoxpotentialen zwischen 290 und 420 mV
(Abb. 21 (A), Tab. 15) ein reversibles Redoxvermal{Abb. 21 (B)) und die Eigenschatft,
intermediar persistente Radikale zu bilden (3.2.2ecorbinsaure, NDGA und BW755C
lieRen sich nach elektrochemischer Oxidation vaftetrisch nicht wieder in die reduzierte

Form Uberfihren.
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Abb. 21: Zyklovoltammetrie am Beispiel des 1,2,4-Triazims4c. (A) Zyklisches Voltammogramm an einer
Platinmikroelektrode zur Bestimmung des Redoxpdéent(E,: 300 mV, Tab. 15) ) Zyklisches

Voltammogramm einer reversiblen Redoxreaktion aerelPlatinmakroelektrode.

4.1.2e Spektrofluorimetrische Untersuchung der Serumalbumnbindung

Die Adsorption potentieller Pharmaka an Serumpnetewie z.B. das humane Serumalbumin
(HSA) oder dasa;-saure Glycoprotein sind wichtige Eigenschaften €i@ren klinisch-
therapeutische Verwendbarkeit [Parikh 2000]. Dieksmfluorimetrische Bestimmung von
Dissoziationskonstanten K in-vitro  unter  Ausnutzung der intrinsischen
Tryptophanfluoreszenz des HSA{ = 280 nm) ist eine im Vergleich zur isothermen
Titrationskalorimetrie (ITC), der AffinitAtschronagraphie, der Ultrafiltration oder der
Kapillarzonenelektrophorese (CZE) eine schnelle wwahiger storanfallige Methode, um
aussagekraftige Ergebnisse zu erhalten (3.2.21ii{iP2000]. Die Methode wurde mit den
beiden Arzneistoffen Warfarin (Coumadjn und Diazepam (Valiuh) iberpriift. Die
erhaltenen K-Werte (Warfarin = 1,2 uM; Diazepam = 44 uM) beveegtsich in
vergleichbaren Gréfienordnungen wie die Literatusv@Narfarin = 1,1 uM [Sudlow 1975]
bzw. 3,4 uM [Epps 1995]; Diazepam = 28 uM [Parikb0@]. Die Bestimmung der
Serumalbuminaffinitat wurde fur die in den Antipfefationsassays (4.1.2h, Tab. 19)
wirksamsten 1,2,4-Triazin-5-onéa-d als Einzelbestimmung durchgefuhrt und ergab K

Werte im niederen mikromolaren Bereich (Tab. 1&i @&n Untersuchungen konnte gezeigt



Ergebnisse 85

werden, dass alle 1,2,4-Triazin-5-one eine ausgépréEigenfluoreszenz bei einer
Anregungswellenlange vokex= 410 nm aufweisen, welche unter den Bedingungermlii
Kq¢-Wertbestimmung Nexc = 280 nm) keine Storquelle darstellte. Als Vergheiwurde von
dem nicht fluoreszierenden Imatinib (Glivgcebenfalls ein KWert fiir die HSA-Bindung
bestimmt. Der ermittelte &Wert von 78,6 uM war in guter Ubereinstimmung rmém
Literaturwert (~ 33 uM [Fitos 2006]).

Tab. 16: Spektrofluorimetrische KWerte ausgewdahlter 1,2,4,Triazin-5-of@-d fur die Bindung an humanes

Serumalbumin (HSA), Imatinib (Referenz).

Verbindung | Dissoziationskonstante (k) [UM]
4a 7,96 [5,7F
4b 10,2 [+5,5F
4c 2,46 [+0,51%
4d 2,77 [+2,1F
Imatinib 78,6 [+6,7T

# Naherungsfehler in der nichtlinearen Regression

In den Abbildungen 22 und 23 sind die fur die Baestung der Dissoziationskonstanten)K
verwendeten Fluoreszenzemissionsspekttgrnuid die nichtlinearen RegressionskurvBiy (
fur 4cund Imatinib dargestellt.
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Abb. 22: Spektrofluorimetrische Untersuchung der Serumalbbmdung des 1,2,4-Triazin-5-oméc. (A)
Fluoreszenz-Emissionsspektren von HSA in Abhangigken der 4c-Konzentration. (B) Prozentuale
Fluoreszenzldschung (Quenching) der intrinsischeyptdphanfluoreszenz von HSA in Abhangigkeit vom de
4c-Konzentration. Der Graph fiir die nichtlineare Resgion wurde nach Anwendung des Marquardt-
Algorithmus auf die quadratische Bindungsgleichertalten (3.2.2f, Formel X) [Krauth 2010].
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Abb. 23: Spektrofluorimetrische Untersuchung der Serumalbbmdung des Kinase-Inhibitors Imatinib. (A)
Fluoreszenz-Emissionsspektren von HSA in Abhangigken der Imatinib-Konzentration. (B) Prozentuale
Fluoreszenzldschung (Quenching) der intrinsischemptdphanfluoreszenz von HSA in Abhangigkeit vom de
Imatinib-Konzentration. Der Graph fir die nichtlaxe Regression wurde nach Anwendung des Marquardt-

Algorithmus auf die quadratische Bindungsgleichertalten (3.2.2f, Formel X).

4.1.2f Testung der 1,2,4-Triazin-5-one auf h5-LO-Hemmungn intakten PMNG

Die Bestimmung der inhibitorischen Aktivtiat der2 4-Triazin-5-oned4a-h auf die h5-LO
wurde an intakten humanen PMNG in einesvitro-Untersuchung durchgefihrt (3.2.3a).
Dazu wurde die Menge an gebildeten h5-LO-Metahwliternehmlich 5-HETE, LTBund
deren trans- und epi-trans-lIsomeren gemessen. BlenZ (PBS-Puffer, pH 7,4, &a

1 mM) wurden mit den Verbindungédm-h vorinkubiert und die Reaktion anschlie3end durch
Zugabe von Calcium-lonophor A23187 gestartet. Diegene Zugabe von Arachidonsaure
ersetzte die endogene durch cBé&Akatalysierte Arachidonsaure-Bereitstellung. Wig de
Tabelle 17 zu entnehmen ist, zeigten die 1,2,4zini&-one an den intakten neutrophilen

Granulozyten keine herausragende Hemmung der hBdti®iat.
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Tab. 17: Einfluss der 1,2,4-Triazin-5-onda-h auf die Restaktivtat (%) der h5-LO in intakten P&IN
Die h5-LO-Restaktivitat bezieht sich auf die Mergegebildetem LTBim Verhaltnis zur Blindprobe (DMSO).

Verbindung Konzentration [uM] | h5-LO-Restaktivitat [ %]
Blindwert (DMSO 3 pl) — 100,0
4a 3/10/30 103,6/99,3/56,9
4b 3/10/30 95,5/64,2/19,9
4c 3/10/30 97,6/79,7/28,5
4d 3/10/30 88,6/61,4/53,0
4e 3/10/30 103,0/68,9/29,4
Af 3/10/30 80,4/61,4/53,1
4q 3/10/30 n.d’/n.d./n.d.
4h 3/10/30 94,0/80,4/63,2
NDGA 10 02
BW755C 10 13

3 Uberlagerung mit dem Signal des internen Standards
b) siehe Steinhilber 1987

4.1.2g Untersuchung der 1,2,4-Triazin-5-one auf hemmendeig§enschaften an der SB-
LO-1
In den Anfangen der Entwicklung von h5-LO-Inhib&armit Amidrazongrundstruktur, diente
ein Inhibitionsassay an der isolierten LO-1 deraBohne (SB-LO-1) zur schnellen Sichtung
maoglicher Wirkstoff-Kandidaten. Nachdem sich bemn déntersuchungen der 1,2,4-Triazin-5-
oneda-h an intakten humanen PMNG keine inhibitorische kit zeigte, wurden diese am,
inzwischen auf mechanistische Studien beschrank&Bil O-1-Inhibitionsassay (3.2.3b)
untersucht. Nach drei Minuten Inkubationszeit zgalle Verbindungeda-h eine bessere
Hemmaktivitat als die Referenzsubstanz NDGA. Nitund 4d lagen zwei Verbindungen
sogar mit einem vergleichbaren und #fiteine Verbindung mit einem niedrigerensd®@Vert
als die Literaturwerte der Referenzsubstanz BW76&GTab. 18, Abb. 24).
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Tab. 18 Hemmdaten (Ig-Werte) der 1,2,4-Triazin-5-onéa-h an der SB-LO-1 (Einzelmessungen). NDGA,
BW755C (Referenzen). n.d.: keine Daten erhalten.

Verbindung IC 50 [UM] -log IC 59
4a n.d. n.d.
4h 0,015 7,83
4c 0,18 6,74
4d 0,14 6,86
4e 0,43 6,37
af 1,1 5,96
4g 1,0 6,00
4h 0,55 6,26

NDGA 1,70" 5,77
BW755C 0,10 7,00

43,6 UM [Chang 1984], 2,0 uM [Galey 1988]sieche Chang 1984
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Abb. 24: Hemmkurven fir die inhibitorische Aktivitat vorAY NDGA (ICse: 1,7 uM) und B) 4d (ICsq:
0,14 pM) an der SB-LO-1. Nicht-lineare Regressiams alem Anstieg der Sauerstoffverbrauchskurven

(enzymatische Restaktivitat, V4Vin Abhéangigkeit von der Konzentration der zugesgyen Inhibitoren.

4.1.2h Zytotoxizitats- und Antiproliferationsevaluierung

In der Literatur existiert eine Vielzahl an Verdftechungen, die fir Substanzen mit einer
offenen oder in einen Ring inkorporierten Amidragamdstruktur - wie bei den 1,2,4-

Triazin-5-onen gegeben - eine grof3e Variabilitazligiich ihres pharmakologischen

Wirkprofils zeigen [Bhatia 1996, Kim 1998Abdel-Rahman 2001, Pontillo 2005, Sztanke
2007]. So wurde fur verschiedene 1,2,4-Triazinachtmur eine hemmende Aktivitat auf die
h5-LO, sondern auch ein antitumoraler und —meitastadr sowie ein Kinase-inhibierender
Effekt beobachtet?Abdel-Rahman 2001, Hunt 2004, Dalloul 2008, Sztap@68, Sztanke

2009]. Um diesem Sachverhalt Rechnung zu tragerdewvudie Verbindungen neben den
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Untersuchungen auf h5-LO-Hemmung an verschiedenebsfell-Linien (HUVEC, K-562)
und zusétzlich auf Zytotoxizitat (HeLa) geteste2(3c). Als Vergleichssubstanzen dienten
der in der Therapie der chronischen myeloischenkésmie (CML) eingesetzte Kinase-

Inhibitor Imatinib (Glive¢') und das Zytostatikum Doxorubicin (Adriamycjn(Tab. 19).

Tab. 19: Antiproliferativer Effekt (G und Zytotoxizitdt (CGy) der 1,2,4-Triazin-5-oneta-h. Imatinib,
Doxorubicin (Referenzen). Die Ergebnisse degyQind CGgMessung stellen Mittelwerte aus drei parallelen
Messungen dar. SD: Standardabweichung [Krauth 2010]

HUVEC K-562 HelLa
Verbindung Glg? Glg? CCsd
[ug/ml + SD] [ug/ml + SD] [ug/ml + SD]

4a 34,5+ 2,8 5,8+ 0,4 39,5+ 7,6
4b 16,1+ 1.4 11,0+ 0,7 39,4+ 5,2
4c 40,9+ 4,9 5,2+ 0,4 44,3+ 5,8

4d 18,9+ 1,5 8,6+ 0,6 > 50
4e 24,7+ 21 42,0+ 5,5 26,0+ 2,3

4f > 50 > 50 > 50

49 > 50 > 50 > 50

4h 45,6+ 5,6 > 50 > 50
Imatinib 10,9+ 1,2 0,1+ (6,7 x 10°) 38,8+ 1,4
Doxorubicin 0,132 1,0+ 0,6 2,0+£0,8

250% WachstumshemmuRA@ytotoxische Konzentration fiir 50% der Zellen

Neben einer schwachen Zytotoxizitat aller 1,2,44in-5-one zeigtedb und4d eine leicht
bevorzugte antiproliferative Wirkung auf HUVEC-Zatl, wohingegen an der Leukamiezell-
Linie K-562 die Verbindungenda-d eine ahnlich gute Wirksamkeit offenbarten. Eine
VergroBerung des Substituented @.1.1, Tab. 10, Piperidin, Morpholin) filhrte baén
Verbindungerde-h in beiden Antiproliferationsassays zu einer deb#n Verschlechterung
der Wirksamkeit. Das Vorhandensein eines Chlorsulesiten am Phenylrest?R4b, 4d)
scheint fur einen antiproliferativen Effekt an HUEEellen von Vorteil zu sein, wobei

maoglicherweise eine Erhdhung der Lipophilie derbiiedungen eine Rolle spielt.
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4.2 Interaktionsstudien zwischen der C2-ahnlichen Dardar h5-LO und
niedermolekularen Liganden mittels chemischen Ckasisings und
Massenspektrometrie

Der Einfluss von niedermolekularen Liganden auf #ienformation der C2-&hnlichen
Doméane der h5-LO sollte untersucht werden. Dazu demur chemische
Quervernetzungsreaktionen mit kommerziell erhdddit und neu synthetisierten Reagenzien
unterschiedlicher gruppenspezifischer ReaktivitatAn- und Abwesenheit verschiedener
Liganden durchgefihrt und massenspektrometrischgeavextet. Durch die Analyse
intramolekularer Quervernetzungsprodukte zwischeen dAminosaureseitenketten des
Proteins sollten konformative Veranderungen deré@alichen Doméne bei Bindung des
Liganden erkannt und fir ein Strukturmodell genutzérden. Die Chronologie der
durchgefiihrten Experimente zeigt die Ubersicht ¢8uh 11).

Synthese u. Charakterisierung eines neuen
aminreaktiven Photo-Cross-Linkers mit
Isotopenmarkierung (SBDC) (Kap. 4.2.1)

Untersuchungen an der C2 -ahnlichen
Domane der h5-LO (Kap. 4.2.2)

ungereinigte Charge: C2,;
gereinigte Chargen: C2ey, C2*1ey

\4

Spektrofluorimetrische
Affinitditsmessung des Liganden B02
an der C2-ahnlichen Doméne (C2,e,)

(4.2.2b)
v
Ergebnisse mit homobifunktionellen Ergebnisse mit heterobifunktionellen
aminreaktiven Cross-Linkern aminreaktiven Photo-Cross-Linkern
(BS’G/BS*-Dy/Dy) [mit/ohne Ligand] (SBC/SBDC) [mit/ohne Ligand]
(Czalt/CZ*neu) (4220) (C2a|t/C2*neu) (422d)

Synthese/Charakterisierung eines
neuen cysteinreaktiven Photo-
Cross-Linkers mit Massendefekt
(BBI) (C2peu) (4.2.26)

Schema 11:Chronologie der (bio-)chemischen und massenspektirischen Experimente zwischen der C2-

ahnlichen Doméne der h5-LO und verschiedenen medlekularen Liganden.
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4.2.1 Synthese und Charakterisierung eines neuen aminreéiken Photo-Cross-Linkers
mit Isotopenmarkierung (SBDC)

4.2.1a UV-Durchlassigkeit der Reaktionsgefalie
In der Literatur werden fir Photoreaktionen im U¥rBich vorwiegend Quarzgefalie
eingesetzt. Um die Durchfuhrbarkeit der Photovemunggsreaktionen in Polypropylen (PP)-
ReaktionsgefalRen zu Uberprifen, wurde die UV-A-bldssigkeit (~ 365 nm) sowohl fir
farblose als auch fir braune Gefal3e bestimmt (26p(3.2.4b).
4000 -
3500 -
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-
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1500 -
ungehinderte Lichtintensitit

1000 Durchlissigkeit Reaktionsgefaft (PP, farblos)
Durchlissigkeit Reaktiosgefa (PP, braun)
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Abb. 25: UV-Durchlassigkeit der zum Photo-Cross-Linkingwendeten ReaktionsgefalRe. Intensitat der UV-

Licht-Transmission X = 365 nm) durch ein farbloses und ein braunes PRiReagefal im Vergleich zur

ungehinderten UV-Lichtintensitat.

Fur beide PP-ReaktionsgefalRe (farblos, braun) dieR eine gute Lichtdurchlassigkeit bei
365 nm beobachten.

4.2.1b Photoreaktivitat von Benzophenon

Zur Ermittlung der optimalen Bestrahlungsparamefér eine Photovernetzung von
Benzophenon (BP) mit Peptiden oder Proteinen wdeteaus elf Aminosauren bestehende
Neuropeptid Substanz P (RPKPQQFFGLM-N#H347,74 Da) als Modell verwendet (3.2.4c).
Bei der Wahl des Peptides sollte auch der in deerdiur beschriebenen bevorzugten
Photoreaktivitat von BP gegentber der AminosaurehMein Rechnung getragen werden
[Wittelsberger 2006]. Schon bei einer Bestrahlurgsge von 4 J/cm? zeigte sich die Bildung
erster Photoreaktionsprodukte &iterminalen Methionin des Peptides (Abb. 26).
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Abb. 26: MALDI-TOF/TOF-MS/MS von photochemisch modifiziert&ubstanz P ([M+H] bei m/z 1529,7).
BP-Modifizierung amC-terminalen Methionin. BP wurde in zehnfach molarélinerschuss zu Substanz P

eingesetzt, die verwendete UV-A-Bestrahlungsmeagéki 4 J/cm?2.

Eine Erh6hung der Strahlungsdosis flihrte ab 10 2J/emn verstarktem Auftreten von
Oxidationsprodukten, sodass in den folgenden Pleot@izungsexperimenten mit Proteinen,

wenn nicht anders angegeben, eine Bestrahlungsewsié J/cm? angewendet wurde.

4.2.1c Quervernetzungsexperimente mit Keto-NHS und CaM

Zum Studium der Modifizierungs- und anschlieBendsernetzungseffizienz eines
heterobifunktionellen aminreaktiven BenzophenontBafinitatsreagenzes wurde aus dem
sauren antiphlogistisch wirksamen Arzneistoff Ketden (Gabrilel, Spondylof) in einer
Einstufensynthese mit NHS der entsprechende aktviester5 (Keto-NHS) (Schema 12)
dargestellt (3.4.1).

T b = T

Ketoprofen O NHS

Schema 12:Synthese von KetoprofensuccinimidylesgiKeto-NHS).
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Das C&'-bindende regulatorische Protein Calmodulin (CaMix sieben zuganglichen
Lysinen (K13, 21, 30, 75, 77, 94, 148) und neunhvetinen (M36, 51, 71, 72, 76, 109, 124,
144, 145) diente als Modellprotein (Schema 13).

Calmodulin

1 ADQLTEEQ A EFKEAFSLFD KDGDGTI TTK ELGTVMRSLG QNPTEAELQD
51 M NEVDADGN GTI DFPEFLT MVARKVKDTD SEEEI REAFR VFDKDGNGYI
101 SAAELRHVMI' NLGEKLTDEE VDEM READI DGCDGQVNYEE FVQWMIAK

Schema 13:Aminosauresequenz von bovinem Calmodulin. Die fimditen Aminoséuren Al (acetyliert) und

K115 (trimethyliert) sind unterstrichen.

Die Modifizierung des CaM erfolgte Uber die amirktdge Succinimidestergruppe an Lysin-
Seitenketten (3.2.4h). Nach tryptischerGel-Proteolyse (3.2.4m) wurden die extrahierten
Spaltpeptide mit Nano-HPLC/MALDI-TOF/TOF-MS/MS (34®) untersucht und mittels
Peptidfragment-Fingerprint-Analyse (PFF) dem CaNtleutig zugeordnet. Eine vollstandige
Sequenzabdeckung, inklusive der posttranslation®ledifizierungen, Acetylierung an Al
und eine Trimethylierung am K115, konnte erreictdraen. Die Neigung von N97, eine
Deamidierung einzugehen [Pottratz 2008], konnteegrpentell bestatigt werden (Anhang,
Tab. ). Fur die photochemische Vernetzungsreaktiarde der Uberschuss an unreagiertem
Keto-NHS mittels Mikrodialyse abgetrennt (3.2.4f)dudie L6sung im Anschluss mit 4 J/cm?2
bei 365 nm bestrahlt (3.2.4i). Trotz der erfolghein Modifizierung der Lysine 13, 21, 30, 75,
77 und 94 mit Keto-NHS konnte kein FragmentionekBpen einem intra- oder
interpeptidalen  Cross-Link  zugeordnet werden. Um e diAuswertung von
Photovernetzungsprodukten zu vereinfachen, solite néchsten Schritt eine stabile

Isotopenmarkierung in das Quervernetzungsreagegeleaut werden (4.2.1d).

4.2.1d Quervernetzungsexperimente mit aminreaktiven Photdzross-Linkern mit und
ohne Isotopenmarkierung (SBC/SBDC) und CaM

Nach erfolgreicher Synthese des unmarkierten (S&@) zweifach deuterierten (SBDC)

heterobifunktionellen, aminreaktiven BP-Photoattitsreagenze® (3.4.2) (Schema 14)

wurde die Proteinmodifizierung Uber den aminreaktiv Succinimidester und die

anschlieBende photochemische Vernetzung mittels BfiGruppe analog Kap. 4.2.1c

durchgefiuhrt (3.2.4i).
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(e] (@]
1. HBr (48%)

2. NaNO, (5 M)
3. Acrylséure, CuBrV / OH
4. NaOH, MeOH

NH,

6 7 0

O

5% Pd/C, H, (D2)
5 (D2 /D DCC, NHS O O H/D o
OH DMF O\N
8 9
D/H (@) D/H (@]

Schema 14 Synthese vonN-Succinimidylp-benzoyldihydrodideutergcinnamat9 (SBC, SBDC) aus p-
Aminobenzoesaure6 Uber p-Benzoylzimtsaure7 und p-Benzoyldihydrodlideuterd-zimtsaure 8 [nach
Olzschewski 1995].

Durch MALDI-TOF-MS konnte eine vierfache Modifizieng des unbestrahlten Proteins
nachgewiesen werden (Abb. 27), wahrend anschlief¥aittels Nano-HPLC/MALDI-
TOF/TOF-MS/MS der in Losung gespaltenen tryptisciaM-Peptide (3.2.4n) auch die an
der Reaktion beteiligten Lysinreste (K21, 75, 74) Blentifiziert werden konnten (Anhang,
Tab. Il, Abb. 28, 29).
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Abb. 27: MALDI-TOF-MS der Cross-Linking-Reaktionsmischuags CaM und SBC/SBDC (flinffach molarer
Uberschuss an Cross-Linking-Reagenz), bei einektRemzeit von 120 min (ohne Bestrahlung). Es ist d
Massenbereich vom/z8000 bis 35 000 dargestellt. XL: Anzahl der gelemeh Cross-Linker.



Ergebnisse 95

x10°
[91-106+XL]
20 1991_.927
1.5
3
3,
¢
£ 1.0
0.5
[87-106+XL]
979.471 ”55‘.312 2495.144 4572113
G_D Al : il

1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500
m/z

Abb. 28: MALDI-TOF-MS einer Nano-HPLC-Fraktion nach tryatheer Spaltung eines SBC/SBDC-
Reaktionsansatzes mit zwei modifizierten CaM-PeptidAminosauren 91-106+XL, 87-106+XL); XL: Cross-
Linker [*Krauth 2009].
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Abb. 29: MALDI-TOF/TOF-Fragmentionenspektrum des modifitggr CaM-Peptides (Aminosauren 91-106,
VFDKDGDGYISAAELR; [M+H]" bei m/z 1991,927). Die vergroRert dargestellten Signaléggere die
Fragmentionen gy(m/z979,6, ohne Deamidierung an N97); gm/z1150,5 mit N97m/z1151,6 mit D97),
und h, welche sowohl eine Modifizierung am K94 (modidizti mit SBC/SBCD) als auch eine Deamidierung an
N97 bestatiger’Krauth 2009].
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Durch die Verwendung einer 1:1-Mischung aus SBC/GBBrhélt man b- und y-
Fragmentionen, welche wegen der modifizierten Amsénwe K94 ein charakteristisches
Isotopenmuster mit einer Massendifferenz von 2 aeigen (Abb. 29).

Zusatzlich konnten drei Quervernetzungen in CaMsehen den Seitenketten von K21 und
M36, zwischen K94 und M36 und zwischen K94 und M148 nachgewiesen werden (Tab.
20). Bei den identifizierten Cross-Linking-Produkteei m/z 4481,218 undn/z 4483,293
handelt es sich jeweils ausgehend von K94 um Misgén von mit M144 oder M145
vernetzten Spezies.

Tab. 20 Mittels Nano-HPLC/MALDI-TOF/TOF-MS/MS identifiziee intramolekulare Vernetzungen in CaM
[*Krauth 2009].

CaM CaM
N R Cross-Links
Sequenz Sequenz [M+H] "exp [M+H] "cac | Am [ppm] o
(vernetzte Aminosauren)
A B

14-30 31-37 2885,406 2885,391 5 SBC (K21-M36)

14-30 31-37 2887,445 2887,403 14 SBDC (K21-M36)
91-106 31-37 2796,394 2796,3585 14 SBC (K94-M36)
91-106 31-37 2798,387 2798,367 7 SBDC (K94-M36)
91-106 127-148 4481,218 4481,011 46 SBC (K94-M144/145)
91-106 127-148 4483,293 4483,023 60 | SBDC (K94-M144/145)

Um die Verwendbarkeit von SBC/SBDC fur ESI-MS/MSwendungen zu zeigen, wurden
mit den gleichen Ansatzen Nano-HPLC/Nano-ESI-LT@i®@ap-MS/MS-Experimente
durchgefuhrt. Die Ergebnisse fir die identifiziartenodifizierten tryptischen Peptide
(Anhang, Tab. Ill) und Quervernetzungsprodukte (T2lh Abb. 30 und 31) bestatigen die
MALDI-TOF/TOF-MS/MS-Daten und zeigen die Anwendbeitkder neuen Reagenzien in
beiden lonisierungstechniken.

Die intramolekularen Quervernetzungsprodukte passeneiner vollstandig mit Ga
beladenen kompakten CaM-Kristallstruktur (Abb. pab: 1prw) [Fallon & Quiocho 2003].
Trotz einer geschatzten Molekiillange von ca. 10,@2n8 eines reaktiven Radius von 3,1 A
um die Carbonylfunktion der BP-Gruppe [Dorman 199%$nnte in friheren Arbeiten
[Schulz 2007, Chen 2010] gezeigt werden, dass andgrder hohen Flexibilitat der
ECy-Abstande von bis zu 19 A 25 A) als

Distanzbeschrankungen bei der Verwendung von Quataingsreagenzien mit einer Lange

Lysinseitenketten, (maximal

von ca. 11 A angenommen werden kénnen.
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Tab. 21 Mittels Nano-HPLC/Nano-ESI-LTQ-Orbitrap-MS/MS idtifizierte intramolekulare Vernetzungen in
CaM [PKrauth 2009].

CaM CaM
. . Ladungs- | Am Cross-Links
Sequenz | Sequenz| [M+H] "¢y | [M+H] "cac L
A B zustand | [ppm] | (vernetzte Aminosauren)
91-106 31-37 2796,358 2796,355 4+ 1 SBC (K94-M36)
91-106 31-37 2798,361] 2798,367 4+ 2 SBDC (K94-M36)
14-30 31-37 2885,396 2885,391 3+ 2 SBC (K21-M36)
14-30 31-37 2887,401 2887,404 3+ 1 SBDC (K21-K36)
91-106 127-148| 4481,035 4481,0111 4+ 5 SBC (K94-M141)
91-106 127-148| 4483,029 4483,024 4+ 1 SBDC (K94-M145)
[1-12]**
e T82.381
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T000
2 6000
g ¥l e
£ 5000 et
o ARIILL
- Lok
| [91-106]** 2
3 3000 SO 878.431 [93_112]Tl'h'plln
e 1137.584
= 768,365 | L197-126] (r3-921%;,,, [107-126F""
- h.u-l_l. h% | lu.l l J. " l-_:-. by EL
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Abb. 30: ESI-LTQ-Orbitrap-MS einer

m’:

Nano-HPLC-Fraktion nadhnyptischer Spaltung eines CaM-

Reaktionsansatzes mit SBC/SBDC. Die Aminosduresemure der unmodifizierten CaM-Peptide und

tryptischen Autolyseprodukte sind gekennzeichnets Bignal des vierfach geladenen Cross-Linking-fkied
beim/z699,845 zwischen Aminosauren 31-37 und 91-106eisiroRert dargestelltfrauth 2009].
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Abb. 31 ESI-LTQ-Orbitrap-Fragmentionenspektrum einer fa@eh geladenen Spezies aus einem CaM-
Reaktionsansatz mit SBC/SBD@z 699,845). Die Fragmentierung erfolgte in der Ine@alonenfalle (LTQ),
die anschlieBende Analyse der Fragmentionen imt@bMassenanalysator. Die MS/MS-Daten erlaubea ein
eindeutige Bestatigung der Quervernetzung zwisathem CaM-Peptiden 31-37 (ELGTVMR) und 91-106
(VFDKDGDGYISAAELR) tiber M36 und K94%Krauth 2009].

Met145

Met144 #

Abb. 32: Kristallstruktur von holo-CaM aus Rinderhirn (pdbprw). Calciumionen sind als rote Kugeln
dargestellt. Quervernetzungen zwischen Aminostidkaiomen () der Lysinseitenketten und Methylgruppen
der Methioninseitenketten sind mit rot gepunktet@rien markiert (12,07 A (K21-M36), 16,60 A (K94-\83,

19,48 A (K94-M144), 16,29 A (K94-M145). Die,&,-Distanzen betragen 12,24 A (K21-M36), 17,09 A (K94
M36), 19,34 A (K94-M144), 19,41 A (K94-M145). Modliferte Lysinreste sind in hellgriin, an der

Quervernetzung beteiligte Methioninreste in oranigegestellt (Modell wurde mit Pymol 0.99rc6 ergjell
[*Krauth 2009].



Ergebnisse 99

4.2.2 Untersuchungen an der C2-ahnlichen Doméne der h5-LO

Die wahrend dieser Arbeit eingesetzten C2-Proteimigen stammten entweder aus einem
nach TEV-Proteolyse erhaltenen ungereingten Spatandes Fusionsproteins MBP-C2
(Schema 15-17) (G, einer mittels hydrophober Interaktionschromaapiiie (HIC) und
Brij-35 gereinigten Losung (C2%) oder einer nach TEV-Spaltung Uber détterminalen
Hiss-Tag gereinigten Detergens-freien Losung der C2iéthen Doméane (GR). Die
Herkunft der Daten ergibt sich jeweils aus den meten Abkiirzungen (@2 ungereinigte
Spaltldsung, C23%; mit Detergens gereinigt, G ohne Detergens gereinigt). Das auf diese
Methode erhaltene und untersuchte Protein besalsegensatz zur nativen C2-&hnlichen
Doméane (Aminosauren 1-114N-terminal finf zusatzliche Aminosauren des TEV-
Spaltmotivs und C-terminal 14 zusatzliche Aminosauren der sekundiirfreien
Interdoméanenbindungsregion. Daher besitzt das ifgelRden als C2-dhnliche Domane
bezeichnete Protein 133 Aminosauren und wird despeathend anders nummeriert
(Schema 17).

4.2.2a Uberprifung der Priméarstruktur mittels MALDI-TOF/TO F-MS/MS

Die Expression deN-terminalen C2-&hnlichen Doméane der h5-LO als dnsprotein mit
dem Maltose-bindenden Protein (MBP-C2, Schema @&3.icoli unddie anschlieRende
flissigkeitschromatographische Reinigung wurden Vamgela Michel (AG Steinhilber,
Johann Wolfgang Goethe-Universitat Frankfurt a. tdalisiert [Michel 2008].

5-Lipoxygenase AS 1.128

Maltose-bindendes His-Tag [] TEV-Protease-Spaltstelle
Protein (MBF)

Schema 15:Schematische Darstellung des Fusionsproteins MBR¥@difiziert nachMichel 2008].

Danach lag das Fusionsprotein (M 58 kDa) in 20 mM Tris-HCI-Puffer, pH 7,4, 1 mM
EDTA und 10 mM Maltose in einer mit SDS-PAGE bestitan Reinheit von ca. 94% vor.
Die fur die Cross-Linking-Experimente verwendetemot&inlésungen wiesen einen
Proteingehalt von 2,4-4,9 mg/ml (41-84 uM) auf, ahelr UV-photometrisch nach Bradford
Uberprift wurde (3.2.4d). Die Inkompatibilitat dess-HCI-Puffers mit aminreaktiven Cross-
Linking-Reagenzien machte einen Pufferwechsel 8uin®1 HEPES (pH 7,4, 1 mM Cagl

mittels Mikrodialyse noétig (3.2.4f). Die Abspaltunder C2-ahnlichen Doméane vom

Fusionsprotein wurde mit Hilfe der TEV-Protease 2(8g) realisiert. Die folgende
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Proteintrennung Uber SDS-PAGE (3.2.4j) diente elnmzar Erfolgskontrolle der
Mikrodialyse und zum anderen zur Bestimmung demnugden Bedingungen fur die TEV-
Spaltung (Abb. 33).

MBP- . . . .
M co 15min 30min 60 min 120 min M kDa

— — == 250

C— - - D

MBP (42 kDa) N - %0
— Z T A — - 37

o — 25

C2 (15 kDa) > — o — — 15

=210

Abb. 33 SDS-PAGE (15%) des mittels TEV-Protease gespatt€mkubationszeiten: 15, 30, 60, 120 Minuten)
und mikrodialysierten Fusionsproteins MBP-C2 (~3Bak die Proteine wurden mit Coomassie-Brillantblau

angefarbt; M: Proteinmarker, MBP: Maltose-bindenBestein, C2: C2-&hnliche Doméne der h5-LO.

Nach der erfolgreichen TEV-Proteolyse wurden diadgn des MBP und der C2-ahnlichen
Doméane nach einer Reaktionszeit von 60 Minuten derm Gel ausgeschnitten und mit
Trypsin oder einer Mischung aus Trypsin und Aspkyematischm-Gel gespalten (3.2.4m).

Die Aminosauresequenzen von MBP und der C2-ahmli€h@mane sind in den Schemata 16

und 17 dargestellt.

MBP

1 MKMNEGKLVI W NGDKGYNG LAEVGKKFEK DTG KVTVEH PDKLEEKFPQ

51 VAATCGDGPDI | FWAHDRFGG YAQSGLLAEI TPDKAFQDKL YPFTWDAVRY

101 NGKLI AYPI A VEALSLI YNK DLLPNPPKTW EEI PALDKEL KAKGKSALM-

151 NLQEPYFTWP LI AADGGYAF KYENGKYDI K DVGVDNAGAK AGLTFLVDLI

201 KNKHWNADTD YSI AEAAFNK GETAMIT NGP WAWSENI DTSK VNYGVTVLPT

251 FKGQPSKPFV GVLSAG NAA SPNKELAKEF LENYLLTDEG LEAVNKDKPL

301 GAVALKSYEE ELAKDPRI AA TMENAQKGEI MPNI PQVSAF WYAVRTAVI N

351 AASGRQTVDE ALKDAQINSS SHHHHHHGTE NLYFQ

Schema 16:Aminosauresequenz von MBP mit klidarkierung. Die letzten finf Aminosauren (kursstgllen

die Erkennungsregion der TEV-Protease dar.
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C2-ahnliche Doméane

1 GSEFMPSYTV TVATGSQANWFA GIDDY1 YLSL VGSAGCSEKH LLDKPFYNDF
51 ERGAVDSYDV TVDEELGEI Q LVRI EKRKYW LNDDWYLKYI TLKTPHGDYI
101 EFPCYRW TG DVEVWWLRDGR AKLARDDQ H | LK

Schema 17:Aminosauresequenz der C2-ahnlichen Domane derChSElie ersten finf Aminosauren (kursiv)
stellen das Spaltmotiv der TEV-Protease dar und sight Teil der C2-&hnlichen Doméane der h5-LO. Die
letzten 14 Aminosauren (unterstrichen) gehérenizene sekundarstrukturfreien Aminosaureabschréth@om

coil), der die C2-ahnliche regulatorische Domane mitkd¢éalytischen Doméane der h5-LO verbindet.

Wahrend des Entstehens der vorliegenden Arbeit teoktirjam Schréder (AG Steinhilber,
Johann Wolfgang Goethe-Universitat Frankfurt a. Mig Aufarbeitungsmethode von
gespaltenem MBP-C2 weiter optimieren, sodass es ewsten Mal moglich war, mit
gereinigter C2-ahnlicher Domane (G&; CZe) Untersuchungen durchzufiuhren. Mit Hilfe
hydrophober Interaktionschromatographie (HIC) inw&senheit des nicht denaturierenden
nichtionischen Tensides Polyoxyethylenglycol-dodettyer (Brij-35) gelang es ihr, nicht nur
die C2-adhnliche Domane abzutrennen, sondern auaimg®lend Reinheit des Proteins zu
verbessern. Nach einer finalen Umpufferung lag &dh 1 M HEPES und < 0,1% Brij-35
vor. Mit der nach dieser Methode gereinigten Chaige C2-ahnlichen Domane (GR)
wurden alle weiteren Cross-Linking-Experimente tgefuhrt. Gegen Ende dieser Arbeit
gelang es Schroder mit Hilfe eindkterminalen Hexahistidin-Affinitatsmarkierung (s
Tag) an der C2-&hnlichen Domane eine Detergens-fiéiarge der C2-ahnlichen Domane
(C2,e) Uber Nickel-Affinitatschromatographie zu erhaltédiese Charge (G&) wurde fir
die Bestimmung des JWertes von B02 an der C2-ahnlichen Domane und die
Charakterisierung des neuen Photo-Cross-LinkersvBiendet (4.2.2b, 4.2.2¢).

Die Analyse der Spaltpeptide erfolgte sowohl bei,Cals auch bei G@, mit Nano-
HPLC/MALDI-TOF/TOF-Massenspektrometrie (3.2.40).eDSequenzabdeckung (94% flr
MBP und 100% fur C2) und damit die Absicherung tekannten Primarstruktur des
Maltosebindungsproteins und der C2-ahnlichen Domé#éoente Uberpeptid-fragment-
fingerprint-Analyse (PFF, 3.2.4q) realisiert werden. Mittels MALDI-TOWS-
Untersuchungen (3.2.4e) konnte das Molekulargewioht C2¢, (My: 15442,4 Da) bestatigt
werden (Abb. 34).
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Abb. 34: MALDI-TOF-MS von C2e,

Die Eliminierung von Methylthiol (- 48 amu) aus d&eitenkette von M5 (Schema 17) wurde
in MALDI-TOF/TOF-MS/MS-Analysen gehauft beobacht€@b der Abspaltung eine ein-
oder zweifache Oxidation des Schwefels zum Methisuioxid oder Methioninsulfon

vorausging, konnte nicht ermittelt werden.

4.2.2b Spektrofluorimetrische Ky-Wertbestimmung des Liganden B0O2 an der C2-
ahnlichen Doméne
Um erstmalig fir den Liganden BO2 eine Dissozialamstante (K) zur C2-ahnlichen
Doméne der h5-LO zu bestimmen, sollte die isothefitrationskalorimetrie (ITC) genutzt
werden. Die Versuche scheiterten allerdings anggeingen Loslichkeit des Liganden im
Puffer und der heterogenen Pufferzusammensetzung§rdbe. Selbst mit einer Detergens-
freien Charge der C2-ahnlichen Doméne J2konnte das Experiment nicht durchgefihrt
werden. Nachdem fir die ebenfalls schwerldslich@y4iTriazin-5-oneda-h mit Hilfe der
FluoreszenzspektroskopiesKVerte fur eine HSA-Bindung erhalten werden konntsuilte
diese Methode auch fur die Bindung von B02 an.Eangewendet werden. Bei einer
Calciumionenkonzentration von 100 pM liel3 sich l€éipWert von ~ 16 pM bestimmen, bei
10 pM C&" ergab sich ein kWert von ~ 8 pM (Abb. 35, 36).
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Abb. 35: Spektrofluorimetrische KWertbestimmung von B02 an G2in Anwesenheit von 100 uM €aA:

Messung der Abnahme der intrinsischen Fluoreszemez v uM C2-a&hnliche Doméane in Abhangigkeit der

titrierten Menge an B02 (Einzelmessungen); Messanwgerde in HEPES, pH 7,4, 100 uM Calurchgefiihrt;

Anregung bek=280 nm. B: Nichtlineare Regression der spektraftuetrischen Daten zur Bestimmung des K
Wertes von B02 an Gg,
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Abb. 36: Spektrofluorimetrische &Wertbestimmung von B02 an G2in Anwesenheit von 10 uM &a

A: Messung der Abnahme der intrinsischen FluoresgzenzlL uM C2.,in Abhé&ngigkeit der titrierten Menge an
B02 (Einzelmessungen); Messungen wurden in HEPBS,,g, 10 uM C& durchgefiihrt; Anregung b&F280
nm. B: Nichtlineare Regression der spektrofluorimsehen Daten zur Bestimmung deg\Wertes von B02 an
C2eu
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Waihrend der Messungen konnte eine Uberlappung inFieoreszenzemission der C2-
ahnlichen Doméne mit der erforderlichen Anregundlenkinge des Liganden BO02
beobachtet werden - eine Voraussetzung fur einerstétéResonanz-Energie-Transfer
(FRET) [Das 2007]. Der Versuch, den Liganden BObg@yptions-Akzeptor) bei 280 nm
Anregungswellenlange Uber die Fluoreszenzemissiam \C2e, (Emissions-Donor)
anzuregen, liel3 sich erfolgreich durchfiihren (ABB. rote Kurve). Die Interaktionsregion
zwischen Protein und Ligand lie3 sich aufgrund kieppen Ressourcen an C2-ahnlicher

Doméne und Ligand nicht identifizieren.

1000 —

Intensitat

R L +++++ 5-LO-C2: Anregungsspektrum, A = 340 nm
400 Doy 8 i ektrum, A, =280 nm

200 300 400 500 600 700
Wellenldnge (nm)

Abb. 37: Anregungs-«*++*) und Emissionsspektrefnl() von B02 (40 uM) und G2, (1 uM) in HEPES-Puffer,
pH 7,4, 100 uM C&.

4.2.2c Nano-HPLC/MALDI-TOF/TOF-MS/MS der Quervernetzungspr odukte mit

BS®- und BSG-Dy/D4
Die ersten Experimente wurden mit isotopenmarkmetitemobifunktionellen aminreaktiven
Quervernetzungsreagenzien (2.2.1) und der unggtemiC2-ahnlichen Doméne (&R in
An- oder Abwesenheit des niedermolekularen Ligandep;, einem Pirinixinsaurederivat
(2.1.5, Abb. 10), durchgefihrt. Damit sollten Komfmtions&nderungen innerhalb der C2-
ahnlichen Domane nach Ligandenbindung untersucirdeme
Nach Dialyse gegen HEPES (20 mM, pH 7,4, GaCmM) und Abspaltung des MBP mittels
TEV-Protease wurde die Losung in sechs AnsatzeeziOj uM (Puffer-Gesamtvolumen:
600 ul) aufgeteilt. Nach Zugabe des Liganden inerizum Protein &aquimolaren
Konzentration (oder des entsprechenden Volumen®MSO in der Blindprobe) wurde
20 min inkubiert und anschlie3end die Quervernejgteaktion innerhalb der C2-ahnlichen
Domane durch Zufiigen der Cross-Linker’89y/D, oder BS-Dy/D4 (3.2.4h) gestartet.

Nach Ablauf der vorgegebenen Inkubationszeiten 805,60, 120 min) wurde die Reaktion
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durch Inaktivierung der aminreaktiven Cross-Linkenit einem Uberschuss an
Ammoniumhydrogencarbonat abgestoppt und die Reaicschung mit SDS-PAGE

aufgetrennt. Schon bei kirzester Inkubationszelk hin) und unabhangig von der
Anwesenheit des Liganden waren auf den mit Coomdasilantblau gefarbten Gelen fir

beide Quervernetzungsreagenzien polymere Vernespuodukte sichtbar, die aufgrund ihres
hohen Molekulargewichtes nicht mehr in das Gel iirgeén konnten (Abb. 38).

MBP- _ a p e ] a
M ¢z Blind 15min 30 min 60 min 120 min M €2 Blind 45 min 30 min G0 min 120 min B
Fa e ™
N A P P

MBP (42 kDa)

aaes
-

25

C2 (15kDa) > - e
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Abb. 38: SDS-PAGE (15%) eines Cross-Linking-Ansatzes mivigespaltenem Fusionsprotein MBP-C2 und
BS®-Dy/D. (A) oder BSG-Dy/D, (B) in Anwesenheit des Liganden {:P(Inkubationszeiten: 15, 30, 60 und 120
min). Blind: Gespaltenes Fusionsprotein (MBP-C2n@hQuervernetzungsreagenz, M: Proteinmarker. Die

Proteine wurden mit Coomassie-Brillantblau angefarb

Die anschlieBende tryptiscHa-GelProteolyse der vereinigten C2-Banden (15-120 min,
Abb. 38) und Nano-HPLC/MALDI-TOF/TOF-MS/MS-Analytigrfolgte wie im Experimen-
tellen Teil beschrieben (3.2.4m, 3.2.40). Mit deniraeaktiven Cross-Linkern konnten fur
BS’G-Dy/D, die Lysinreste 44, 78, 88, 93, 122 und 133 undBfkDy/D, die Lysinreste 44,
93, 122 und 133 modifiziert nachgewiesen werdenhghg, Tab. IV-V, Abb. 39 und 40).
Durch die Verwendung einer 1:1-molaren Mischund®®/D4 oder BS-Dy/D, erhalt man

b- und y-Fragmentionen, welche ausgehend von ddifizierten Aminosaure ein auffalliges

charakteristisches Isotopenmuster mit einer Maserehz von 4 amu zeigen.
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ﬂ" d \ \ , modifizierten Spaltpeptides in Anwesenheit
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Die blau hervorgehobenen modifizierten Lysinresteleér Struktur der C2-ahnliche Domane

(Abb. 41) lassen eine Bevorzugung der oberflachgéizglichen Lysinreste fur die
Modifizierungsreaktion erkennen.

Abb. 41: Darstellung der Lysin-Seitenkettenmodifizierungerder C2-ahnlichen Doméne der h5-LO aus drei
Perspektiven (pdb: 308Y). Mit aminreaktiven Crosskiern modifizierte Lysinreste (K44, 78, 88, 9321233)
sind blau, die der Modifizierungsreaktion unzugéign Lysinreste (K39, 76) sind rot hervorgehoben.

Quervernetzungerinnerhalb der C2-ahnlichen Doméne waren in keirReaktionsansatz
nachweisbar, was auf Oligomerisierung bei der Reaktmit den Cross-Linkern
zuruckzufihren sein kdnnte. Die Analyse der mouifien Lysine ergab keine Unterschiede
abhangig davon, ob die Reaktion mit oder ohng{ &urchgefuhrt wurde. Ein Hinweis auf
eine Konformationsanderung bei Ligandenbindung i@nGR2-ahnliche Doméane der h5-LO

ergab sich damit nicht.
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In den Experimenten mit C2%, wurde der neue Ligand B0O2 eingefiuhrt (2.1.5, Al). Die
Probenvorbereitung und Durchfihrung der Querveumgizexperimente erfolgte analog
Kapitel 3.2.4h. In der anschlielBenden gelelektrogtigchen Auftrennung (3.2.4)) sieht man,
im Gegensatz zu den vorangegangenen Experimente@2ani keine Oligomerbildung nach

Cross-Linker-Zugabe (Abb. 42).
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BO2 Ty
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Abb. 42: SDS-PAGE (15%) eines Cross-Linking-Ansatzes mit g2und BSG- und BS-Dy/D, in An- und
Abwesenheit des Liganden B02 (30 min Inkubatiortyzii: Proteinmarker.

MALDI-TOF-MS-Messungen der Cross-Linking-Reaktiobp. 43, BSG-Dy/D4 mit B02)
zeigte eine bis zu vierfache Modifizierung der G@dichen Domane durch BS-Dy/D, an.

Eine VergroRerung der ein- und zweifach geladerpazi®s zeigt Abbildung 43.
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Abb. 43 MALDI-TOF-MS von C2*,,nach Modifizierung mit B&-Dy/D, in Anwesenheit des Liganden B02.
XL: Cross-Linker.
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Eine Proteolyse mit Trypsin/AspN in Losung und dtie®@ende Nano-HPLC/MALDI-
TOF/TOF-MS/MS der Reaktionsansatze erfolgten wiedém Kapiteln 3.2.4n und 3.2.40
beschrieben.

Die Auswertung der erhaltenen FragmentionenspektreAnwesenheit des Liganden B02
zeigte eine erfolgreiche Modifizierung des Seriteses/ der C2-&hnlichen Doméane (G
und der Lysinreste 39, 88 und 93 durctf®@$y/D, und BS-Dy/D,. Die Tyrosinreste 99/105
konnten mit einer B%-Dy/D4s-Modifizierung nachgewiesen werden (Anhang, Tah.Abb.
44, 45).
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Abb. 44: MALDI-TOF-MS von mit BS-Dy/D, modifizierten ([83-93+XL], [23-42+XL]) und querveetzten
([83-93]-XL-[126-133]) Spaltpeptiden in Anwesenheés Liganden B02.
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Abb. 45: MALDI-TOF/TOF-Fragmentionenspektrum eines mit *H%/D, modifizierten Spaltpeptides
(Vorlauferion [M+H]" beim/z1613,855 [83-93+XL]); bzeigt, im Gegensatz zy Hurch die Einfihrung einer
BS*-Dy/D.-Modifizierung an K88 ein charakteristisches Is@omuster).
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In Abwesenheit des Liganden B02 konnten ledigliem 8erinrest 7 und der Lysinrest 88
sowohl mit BSG-Dy/Ds als auch mit B3Dy/D, modifiziert nachgewiesen werden.
AusschlieBlich mit B&3-Dy/D4 modifiziert wurden der Lysinrest 39 und 93. Motiiirte
Tyrosine wurden nicht gefunden (Anhang Tab. Vllusdtzlich zu den Modifizierungen
konnten erstmals Quervernetzungen mit homobifunklien aminreaktiven Reagenzien
innerhalb der C2-&hnlichen Doméne (G nachgewiesen werden. In Anwesenheit von B02
konnten Verknupfungen zwischen proteolytisch (Thyf#spN) gespaltenen C2-Peptiden
zwischen den Seitenketten von K76 und K88 {B®y/D,), K88 und K122 (B&3-Dy/Dy,
BS®-Dy/D4), K88 und K133 (BSG-Dy/D4, BS-Dy/D,) und K122 und K133 (B%-Dy/Dy)
gefunden werden (Tab. 22, Abb. 46).

Tab. 22: Intramolekulare Cross-Links mit BS- und BS-Dy/D, in Anwesenheit von B02 (MALDI-TOF/TOF-
MS/MS-Daten).

C2 Sequenz| C2 Sequenz| [M+H] e [M+H] "caic | Am [ppm] Cross-Links
A B (vernetzte Aminosauren

74-77 83-93 2098,123 2098,123 0 BD, (K76-K88)
74-77 83-93 2102,143 2102,148 -2 BD, (K76-K88)
83-93 121-125 2111,202 2111,154 23 ‘B, (K88-K122)
83-93 121-125 2115,195 2115,179 8 ‘8D, (K88-K122)
83-93 121-125 2153,185 2153,201 7 *B% (K88-K122)
83-93 121-125 2157,204 2157,224 10 *E5 (K88-K122)
83-93 121-128 2534,343 2534,318§ 10 “BD, (K88-K133)
83-93 121-128 2538,363 2538,344 7 ‘8D, (K88-K133)
83-93 121-128 2576,344 2576,364 -8 B (K88-K133)
83-93 121-128 2580,366 2580,39(¢ -9 *E8I (K88-K133)

121-125 126-133 1634,909 1634,923 -9 ‘BP, (K122-K133)

121-125 126-133 1638,927 1638,948 -13 ‘BP, (K122-K133)
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Abb. 46: MALDI-TOF/TOF-Fragmentionenspektrum einer mit 88y/D, quervernetzten Spezies (Vorlauferion
[M+H] " beim/z2576,344 ¢83-93]-XL-[3126-133]).

In Abwesenheit des Liganden BO02 konnten Querveumgn zwischen proteolytisch
(Trypsin/AspN) gespaltenen C2-Peptiden zwischen 8eiienketten von K44 und K133
(BS°G-Dy/Dy), K76 und K88 (B&G-Dy/Ds), K88 und K122 (B&3-Dy/Ds, BS-Dy/Ds) und
K93 und K133 (B&Dy/D.) gefunden werden (Tab. 23).

Tab. 23: Intramolekulare Cross-Links mit BS- und BS-Dy/D, in Abwesenheit von B02 (MALDI-TOF/TOF-
MS/MS-Daten).

C2 Sequenz | C2 Sequenz | [M+H] ey | [M+H] "cac | Am [ppm] Cross-Links
A B (vernetzte Aminosauren
43-48 126-133 1901,944 1901,96pH -10 ‘BB (K44-K133)
43-48 126-133 1905,969 1905,990 -11 *B5 (K44-K133)
14-77 83-93 2098,111 2098,123 -6 BSD, (K76-K88)
74-77 83-93 2102,125  2102,148 11 B, (K76-K88)
83-93 121-125 2111,149  2111,154 2 8D, (K88-K122)
83-93 121-125 2115161  2115,179 -9 28D, (K88-K122)
83-93 121-125 2153,223 2153,201 10 ‘B (K88-K122)
83-93 121-125 2157,237  2157,226 5 SER (K88-K122)
89-97 126-133 2148,137 2148,171 -16 *BR (K93-K133)
89-97 126-133 2152,159 2152,196 -17 *E5 (K93-K133)
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Die Abstande der intramolekular quervernetzten Ais#uren wurden anhand der
Rontgenkristallstruktur der stabilen h5-LO (pdb: 8Q bestimmt. Die angegebenen
Distanzen spiegeln die jeweiligen,-C4-Verknipfungen wider (Abb. 47). Beim direkten
Vergleich der Ergebnisse fallt auf, dass es in Agsembeit des Liganden (Abb. 4X)
offensichtlich zu einer starkeren Oberflachenexpmsider Tyrosinreste Y99 und Y105
kommt, die eine Modifizierungsreaktion ermdglichte Vernetzungen tber d@é-terminalen
Lysinreste K122 (mit K88) und K133 (mit K122, K9B88 und K44) erscheinen unter der
Annahme einer erhdhten dynamischen Flexibilitdtésung durchaus maoglich. Auffallig ist,
dass nach Ligandenbindung die Quervernetzungsptedukischen K133 und K44 bzw.
K133 und K93 nicht mehr zu finden sind. Daflr sahd{88 in gré3ere raumliche Nahe
geruckt zu sein. Die Quervernetzung zwischen K76 K88, die mitten durch das Protein
fuhrt und bei beiden Experimenten gefunden wurdsgheint trotz eines gunstigen Abstandes

von 14,92 A, unter den Bedingungen der starren lidben Kristallstruktur und der hohen
Hydrophobizitat der C2-ahnlichen Doméane als ehaglicth.

Abb. 47: Ergebnisse der Cross-
Linking-Experimente an der C2-
ahnlichen Doméane (C2&) der
h5-LO (pdb: 308Y).
Quervernetzungen zwischen den
Lysinseitenketten in An- (A) und
Abwesenheit (B) des Liganden
B02 sind mit griin gepunkteten
Linien markiert. Die @-Ca-
Distanzen betragen 33,24 A (K44-
K133), 14,92 A (K76-K88), 19,81
A (K88-K122), 23,81 A (K88-
K133), 24,55 A (K93-K133),
11,08 A (K122-K133). Lysinreste
sind in blau, Tyrosinreste rot und
Serinreste in orange dargestellt.
(Das Modell wurde mit Pymol
0.99rc6 erstellt).
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4.2.2d Nano-HPLC/MALDI-TOF/TOF-MS der Quervernetzungsprodu kte mit
SBC/SBDC (y/D>)
Durch die Erweiterung des Vernetzungsspektrums mén heterobifunktionellen,
photoreaktiven Cross-Linkern (SBC/SBDC) sollten &ambkche Strukturinformationen
erhalten werden. Die ersten Experimente mit isotopekierten photoreaktiven Cross-
Linkern und der C2-ahnlichen Doméne, welche nochQaj; durchgefiihrt werden sollten,
wurden nach der zuvor beobachteten Oligomerbildwogp C2: nach Zugabe der
aminreaktiven Quevernetzungsreagenzien (Abb. 38,2@. ohne den Liganden BO02
durchgefuhrt. Nach dem erforderlichen Pufferwechsel der anschlieRenden Abspaltung des
MBP mittels TEV-Protease (3.2.4f-g) wurde g 2nittels heterobifunktioneller amin- und
photoreaktiver Quervernetzungsreagenzien zuerstaktiven Aminogruppen (z.B. Lysii-
Terminus) modifiziert und anschlieBend mittels UM-iEht zur Vernetzung angeregt
(3.2.4i). Nach Beendigung der Bestrahlung schlaoss sine Proteintrennung tber SDS-
PAGE mit Coomassie-Farbung an (3.2.4j-k). Wie zuwvimit den aminreaktiven
Quervernetzungsreagenzien beobachtet, zeigte sakitd unmittelbar nach kleinster
Bestrahlungsmenge (4 J/icm?) eine Oligomerisierungelche mit zunehmender

Bestrahlungsmenge zunahm (Abb. 48).
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Abb. 48: Photo-Cross-Linking-Ansatz mit TEV-gespaltenemi6usprotein MBP-C2 und SBC/SBDC. 1: ohne
Bestrahlung, 2: 1 Jicmz?, 3: 2 Jicm?, 4: 4 J/cm2. RMdoteinmarker. Die Proteine wurden mit Coomassie-

Brillantblau angefarbt.

Nachin-Gel-Proteolyse (Trypsin/AspN) und anschlieRender NedR®-C/MALDI-TOF/TOF-
MS/MS-Analyse (3.2.4m, 3.2.40 und 3.2.4q) ergab Aliswertung fur die photoreaktiven
Cross-Linker SBC/SBDC eine Modifizierung der Lysiste K44, 88, 93, und 133 (Anhang,
Tab. VIII). Quervernetzungen innerhalb der C2-aimwn Doméne (G® konnten nicht

identifiziert werden.
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Die Experimente mit der gereinigten C2-&hnlichenni@oe (C2%.) sollten wie zuvor
(4.2.2b) in An- und Abwesenheit des Liganden BOBIlgen. Die Probenvorbereitung und
-durchfihrung der Modifizierung und anschliel3endeotBvernetzung mit SBC/SBDC
(Do/D,) erfolgte analog den Angaben im Experimentelleih (Be2.4i).

Wie zuvor bei CaM konnte die Modifizierungseffizeeder neuen Reagenzien (SBC/SBDC)
an C2%e, bestatigt werden (Abb. 49).
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Abb. 49: MALDI-TOF-MS der Cross-Linking-ReaktionsmischungisaC2%., und SBC/SBDC (zehnfacher
molarer Uberschuss). Inkubation im Kiihischrank {@¥8iiber Nacht. Es ist der Massenbereich mdn7000 bis
35 000 mit Signalen fur die einfach positiv gelaglenund zweifach positiv geladenen lonen von,t2

dargestellt; XL bezeichnet die Anzahl der zuséitzgebundenen hydrolysierten Cross-Linker.

Nach Proteolyse (Trypsin/AspN) in Losung und Narfet&/MALDI-TOF/TOF-MS/MS
(3.2.4n, 3.2.40) ergab die Auswertung fur die phesdktiven Cross-Linker SBC/SBDC in
Anwesenheit von B02 eine effektive Modifizierungsdgerinrests S7, der Tyrosinreste Y99
und 105 und der Lysinreste K39, 44, 78, 88, 93 18@ der C2-ahnlichen Doméne (Anhang,
Tab. 1X). In den Proben ohne den Liganden B0O2 fargleh bis auf die Lysinreste K44 und
78 dieselben Modifizierungen wie in den Experimantat Ligand wieder (Anhang, Tab. X,
Abb.50, 51). Quervernetzungen konnten nicht ideaeift werden.
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Abb. 50: MALDI-TOF-MS von mit SBC/SBDC modifizierten Spaéiptiden ([98-106+XL+carbamido-
methyliert], [83-93+XL]) in Anwesenheit des LigandB02.
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Abb. 51: MALDI-TOF/TOF-Fragmentionenspektrum eines mit SBBDC modifizierten Peptides
(Vorlauferion [M+H] beim/z1498,688 [98-106+XL+carbamidomethyliert]).

Um die Vernetzbarkeit von B02 mit einem BP-enthadte photoreaktiven Cross-Linker zu
untersuchen, wurde die Substanz in Anwesenheit VR steigenden UV-A-
Strahlungsmengen ausgesetzt. Statt des erwartdteto-Rdduktes konnte dabei eine
Photoreaktivitat von B02 beobachtet werden. Mittatsizellarer elektrokinetischer

Chromatographie (MEKC) wurde eine methanolische-B8&ung, nach verschiedenen UV-
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A-Bestrahlungsmengen, einzeln aufgetrennt und iftuetrisch vermessen. Dabei zeigte das
MEKC nach einer Retentionszeit von ca. 13 Minuten&gnal, welches mit zunehmender
Bestrahlungsmenge - auf Kosten eines Signalsgoei 10,5 Minuten - an Intensitat verlor

(Abb. 52, 3.2.4r).
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Abb. 52: Mizellare elektrokinetische Chromatographie (MEK&ner methanolischen B02-Lésung (0,1 mM)
nach Bestrahlung (0-6 J/cm?) mit FluoreszenzdeiektDer verwendete Laufpuffer war SDS/Borax (20 mM/
10 mM), Injektionsdruck: 10 mbar, Spannung: 25 kV.

Das photochemische Verhalten des Liganden B02 kommtRahmen dieser Arbeit nicht
aufgeklart werden. Vermutlich wird der Ligand misinehmender UV-A-Strahlungsdosis
oxidiert und schlief3lich zersetzt (unvertffentleHESI-LTQ-MS-Daten). Photoaddukte von
B02 an der C2-ahnlichen Domé&ne waren massenspeittieain nicht nachweisbar.

4.2.2e Synthese und Charakterisierung eines neuen cysteiaktiven Photo-Cross-
Linkers (BBI) mit Massendefekt
Zur Erweiterung des zur Verfugung stehenden Phots<CLinker-Sortimentes sollte die
bekannte cysteinreaktive Verbindung Bl (2.2.2, Abh) mit einer Brommarkierung (BBI)
versehen werden. Das Ziel dabei war durch den Himdaes Atoms mit einer natdrlichen
Isotopenhaufigkeit von ~50%°Br/2'Br; 50,69%/49,31%) eine natiirliche 1:1-Mischungesin
Quervernetzungsreagenzes mit einem Massenuntetsabime2 amu zu erhalten. Gleichzeitig
sollte die Bestimmung hochgenauer Massen von mit rB&difizierten Peptiden durch den
hohen Massendefekt des Bromatoms eine Erleichtestfagren [Hall 2003].
Vor der geplanten Synthese sollte der Oxidationisstder beiden Cysteine (C36, C104) in
der C2-ahnlichen Domane uberpruft werden. Dazu wuséhrend eines durchgefihrten
Cross-Linking-Experimentes mit dem amireaktiven tBHoross-Linker Keto-NHS (4.2.1c,
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Schema 12), ohne die Anwesenheit eines Liganden uwmadh Abschluss der
Modifizierungsreaktion (120 min), ein Cystein-sele&r Alkylierungsschritt mit lodacetamid
(IAA) eingebaut. Dieser erfolgte sowohl ohne alschaumit vorheriger Zugabe des
Reduktionsmittels TCEP (Tab. 24). Nach zwanzigmgdit Inkubation mit TCEP bei RT
wurde fur 30 Minuten mit IAA im Dunkeln bei RT alkgrt. Danach wurde wie unter (3.2.4i)

beschrieben weiterverfahren.

Tab. 24: Modifizierung von C2., mit Keto-NHS (120 min) und lodacetamid (30 min).

1 2 3 4 Endkonz.
c2 172 pl 172 pl 172 ul 172 10 uM
29 uM] M M 3 M 3
cacl, 10u | 10p | 10p| 10U 1mM
m
(50 mM] 3 3 M H
Keto-NHS 5 pl 5 pl
5 ul 5 ul 100 uM
[10 mM] DMSO | DMSO
AA 5ul 5 ul 5 ul 5ul 1 mM
m
[100 mM] H H H H
TCEP
63 ul 63 ul 10 mM
[80 mM]
H,O-MQ | 245pul| 308ul| 245ul] 308

Die gelelektrophoretische Proteintrennung (3.2x¢h der Photovernetzungsreaktion zeigte
mit steigender Bestrahlungsdosis eine zunehmendgor®érisierung. An der schwach
sichtbaren C2-Dimerbande in den unbestrahlten PRrotteeine beginnende Alterung des

Proteins zu erkennen (Lagerung ca. 1 Woche beCG}-@Rbb. 53).

KDa M 10 14 18 20 24 28 30 40 M

85--

i'iil‘

o - Abb. 53: SDS-PAGE (15%) eines Cross-Linking-
g - Ansatzes mit Cg, und Keto-NHS in

) Abwesenheit des Liganden B02 nach 120 min
Inkubationszeit. 1 0, 1 4, 1 8 (Tab. 24, Spalte 1,
unbestrahlt, 4 J/cm2, 8 J/lcm?), 2 0,2 4,2 8 (Tab.
- . / 24, Spalte 2, unbestrahlt, 4 J/cm?, 8 Jicm?), 3 0
(Tab. 24, Spalte 3, unbestrahlt), 4 0 (Tab. 24,

Spalte 4, unbestrahlt), M: Proteinmarker.

15 R ————
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Nach Proteolyse (Trypsin/AspN) in Lésung und NarftE@/MALDI-TOF/TOF-MS/MS-
Analyse (3.2.4n, 3.2.40) ergab die Auswertung 48)Pfur den photoreaktiven Cross-Linker
Keto-NHS (ohne Ligand) eine Modifizierung der Lysiste K44, 76, 88, 93, 122 und 133
von C2eu (Anhang, Tab. Xl). Die Cysteinreste C36 und C10drden beide mit IAA
modifiziert und lagen damit in reduzierter Form vQuervernetzungen innerhalb der C2-
ahnlichen Domane der h5-LO wurden nicht gefunden.

Die Synthese des cysteinreaktiven Photo-Cross-ksnkeN-{4-[(4-Bromphenyl)-
carbonyl]phenyl}-2-iodoacetamid4 (BBI) konnte in drei Stufen (3.4.3) realisiert wen
(Schema 18).

(@]
1. AICI3 [75-85°C]
cl 2. SnCI2/HCI
- O O
Br NO
10 11

e
Cl—CHC7 o o
Cl )J\/ Kl, Aceton )j\/
i LNY cl Ry |
1. K,COs, CH,Cl, [RT] H 8 Std. Ruckfluss M

N 13 14
2. 4 Std. Rickfluss

Schema 18:Synthese vorN-{4-[(4-Bromphenyl)carbonyl]phenyl}-2-iodoacetamit4 (BBI) aus 4-Brom-4'-
aminobenzophenori2 uber N-{4-[(4-Bromphenyl)carbonyl]phenyl}-2-chloracetamid3. R = 4-(4’-Brom-
benzoyl)phenyl.

Nach Reinigung und Charakterisierung vbhwurde die Thiolgruppenreaktivitat mit Hilfe
eines einfachen Kopplungsexperimentes an das Tpdplutathion (GSH) untersucht
(3.2.41). Der anschlieRende qualitative Nachweis die erfolgreiche Reaktion erfolgte
dunnschichtchromatographisch  mit  anschlieBender hydinnfarbung. Auf dem
Dunnschichtchromatogramm sieht man, verglicherdenitGSH-Referenz, ein neu gebildetes,
mit Ninhydrin anfarbbares Produkt (violetter Fleé®b. 54). Die mit Bleistift markierten
BBI-Flecke lieRen sich nur anhand ihrer UV-Absarptidetektieren und waren nach dem

Besprihen mit Ninhdyrin nicht mehr nachweisbar.
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1 43/02/40 Bulquo"
| E>5"‘3—<°2e
4,0

Cufsfs]

Abb. 54: Mit Ninhydrin angefarbtes Dinnschichtchromatogrammer

Reaktionsmischung aus BBl und GSH und der jewailiganzelverbindungen. Die

2}

)33 .
n

)33 |
-5 |
sl

. Flecke fur BBI wurden vor dem Bespruhen mit Bldistiarkiert.

Nach diesen Vorversuchen mit GSH wurde der Croskdri BBl an CZ., verwendet. Die

Durchfihrung der Proteinmarkierung und anschlieBendV-A-Bestrahlung erfolgte nach
demselben Protokoll wie fir SBC/SBCD (3.2.4i). Dielelektrophoretische Proteintrennung
zeigte weder einen qualitativen Unterschied zwisclieen Proben, die in An- oder
Abwesenheit des Liganden B02 durchgefiihrt wurdethnschien die Bestrahlungsdosis

einen Unterschied zu machen (Abb. 55).

Abb. 55: SDS-PAGE (15%) eines Photo-Cross-Linking-AnsatnitsC2,., und BBl sowohl in An- (1-3) als
auch Abwesenheit (4-6) von B02. Inkubiert wurde £%€ Uber Nacht. 1, 4: ohne Bestrahlung, 2, 5cin3d/3,
6: 2 J/lcm? (UV-Bestrahlung bei 365 nm).

Nach der gelelektrophoretischen Trennung wurden @&Banden (15 min, Abb. 55)
ausgeschnitten, mit einer Mischung aus Trypsin GhatC enzymatisch gespalten und mit
Nano-HPLC/MALDI-TOF/TOF-MS/MS untersucht. Durch dMerwendung eines Brom-
markierten BP-Restes erhalt man Massensignale \amtifizierten Peptiden, welche aufgrund

der natlrlichen Isotopenhaufigkeit des ElementesrBein charakteristisches Isotopenmuster
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mit einer Massendifferenz von 2 amu zeigen. Dientifieierung der modifizierten

Aminosaure C104 konnte unter diesen Bedingungeancétrwerden (Abb. 56, 57).

2x10° —

[94-106+XL]

1x10° = 1912720
=

\\

4x10*

Intens. [a.u.]

3x10* -

2x10" —

[79-83]
1415.671

a
1x10" [40-52]
1693.881

o hd L rl | l l

T T T T T T T
1000 1500 2000 2500 3000
m/z

Abb. 56: MALDI-TOF-MS einer mit Trypsin/Glu-C gespaltenere®idfraktion von Cg,, nach Modifizierung
mit BBl und anschlieRender UV-A-Bestrahlung (4 Fm

Die MS/MS-Daten liefern b- und y-Fragmentionen, ehel ausgehend von der modifizierten

Aminosaure C104 ebenfalls das charakteristischtepsmmuster zeigen (Abb. 57).

A 9 M-43+H]"
o 1869.2
I¥ege
N Br
B3 b4 bS 8w H 14078
E[F[P CY|R v
8000 - 5 e v b g
= 1405.8

—= 3000 —
=
=
@5 4
o=
2
=

2000 —

4 Vs
1000.5
b Yio v
> 1577.9
ey 1060.7 v 17150 Y
o
l b 520.5 1812.0
g \A A \‘
1129.71242.7
0 Y-
T g T g T g 1
500 1000 1500 m/z 2000

Abb. 57: MALDI-TOF/TOF-Fragmentionenspektrum eines mit B&i C104 modifizierten Spaltpeptides von
C2eu (Vorlauferion [M+H] beim/z1912,720 [94-106+XL]).
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Das intensitatsstarkste Signal Ineiz 1869,2 [M-43+H] im Fragmentionenspektrum des mit
BBl modifizierten Peptides ist mdglicherweise ein@xidation der Seitenkette deS-
terminalen Arginins mit anschlieRender Glutamatsdémehydbildung geschuldet (Schema 19)
[Berlett 1997, Requena 2001].

NH2
[+ 16 amu] OH [ 59 amu] ‘{

HN HN

>_NH2 >_NH2
oN "H,N

Arginin Glutamatsemialdehyd

Schema 19Bildung von Glutamatsemialdehyd nach Oxidation Alejininseitenkette [modifiziert nach
Requena 2001].
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5 Diskussion der Ergebnisse und Ausblick

5.1 1,2,4-Triazin-5-one als potentielle h5-LO-Inhib&af?

Die Synthese und Testung von Saureamidhydrazonemd¢azonen) und deren zyklischen
Derivaten wie den Triazolinen, Triazolen und Benaaepinen fuhrte seit Mitte der 1980er
Jahre am Institut fir Pharmazie der Martin-Luthenvdrsitat Halle-Wittenberg zur
Entwicklung zahlreicher Inhibitoren der Sojabohhépexygenase-1 (SB-LO-1; isoliertes
Enzym), der humanen 5-Lipoxygenase (h5-LO; intaRfdNG und Vollblut) und der
humanen Cyclooxygenase (hCOX; Vollblut) [Harenb@@87, Nuhn 1993, Lettau 1993,
Frohberg 1995, Frohberg 1997, Drutkowski 2003, st 2004]. Mit der Synthese der 1,2,4-
Triazin-5-oneda-h, deren Grundgerust im Prinzip einem zyklischen dmamon entspricht,
wurde das Ziel verfolgt weitere sauerstoff- undhiimempfindliche Verbindungen mit einem
im Vergleich zu den Triazolinen ahnlichen oder kess Wirkprofii an der h5-LO
[Drutkowski 2003] zu erhalten. Fir verschiedene,4tRriazin-3-one war in einer Studie
sowohl im Zelllysat von basophilen Leukémiezellen Ratte (RBL-1) als auch im humanen
Vollblut eine gute Wirksamkeit an der 5-LO mit flden Menschen vertretbaren
Nebenwirkungen beschrieben worden [Bhatia 1996¢ DR,4-Triazin-5-onela-h wurden
nach erfolgreicher Synthese und Charakterisierumg iatakten polymorphkernigen
Granulozyten (PMNG) auf h5-LO-Hemmung untersuchie Ergebnisse der parallel
durchgefuhrten Untersuchungen an der SB-LO-1 wurdiérdenen am humanen Enzym h5-
LO verglichen und die gegenseitige Ubertragbardiskutiert.

Die im Verlauf dieser Arbeit ermittelten Charakstika und pharmakologischen
Eigenschaften dieser Verbindungen sind am EndekKdgstels 5.1.2 in der Tabelle 25

zusammengestellt.

5.1.1 Synthese und,Rule-of-five* -Deskriptoren der 1,2,4-Triazin-5-one

Durch einfacheClick-Chemiegelang die Zyklisierung der offenkettigen Amidragdukte mit
Formaldehyd zu den neuen 1,2,4-Triazin-5-odarh (4.1.1). Die Forderungen gemal3 der
.fule-of-five“ von Lipinski, die haufig zur Einschéatzung potelhtieral bioverfigbarer
Wirkstoffe dienen [Lipinski 1997], wurden von alleéBubstanzen erfillt (4.1.2a). Dabei
wurden die vorhergesagten Lipophilien in Form venechneten lo§-Werten (logPcaic 3,3-
5,1) (4.1.2a) experimentell bestatigt (4.1.2b; riekie logPow-Bestimmung mittels HPLC
Uber den Retentionsfaktdg. Sowohl die virtuelle (4.1.2a), als auch die expentelle
Methode der logP-Bestimmung (4.1.2b) konnten damit erfolgreich &ssatz fur die
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zeitaufwandige Schiittelflaschenmethode eingese¢ztiem, deren Durchfiihrung sich auch
aufgrund der mafigen Wasserloslichkeit der Verbngem (4.1.2c; aus experimentellen
Daten berechnete Idgy, (-3,9)-(-6,2)) schwierig gestaltet hatte (5.1.2bT25).

5.1.2 Einfluss von Lipophilie und Redoxpotential auf dieHemmung der h5-LO und
SB-LO-1

Anhand der experimentell ermittelten IBgWWerte und Redoxpotentiale sollte der Einfluss der
Lipophilie und der Oxidierbarkeit der 1,2,4-TriaBroneda-h auf deren Wirksamkeit an der
h5-LO genauer betrachtet werden. Verschiedene &dreippen hatten bereits zuvor fur die
in ihren Studien untersuchten Substanzgruppen seftexdliche Zusammenhange gefunden.
So konnte Hammond 1989 zeigen, dass innerhalb Swlestanzklasse — in diesem Fall 2,3-
Dihydro-5-benzofuranole — die hemmende Aktivitat der h5-LO aus intakten PMNG —
anhand des berechneten PyVertes abgeschatzt werden kann [Hammond 1989]lidkius
berichteten Summers Uber HydroxamsaurederivateHlasta Gber Phenidon-Analoga an der
5-LO aus einem RBL-1-Zelllysat [Summers 1990, Hia$091]. Wahrend Naito 1991 fur
Catechol-Derivate  am  Zelllysat  von MeerschweincR&ING  sogar  ein
Hydrophobizitatsoptimum bei lo§ 4,3-4,7 postulierte [Naito 1991], konnte Sogawazku
Zeit spater fur seine am RBL-1-Zelllysat unterseoht3,4-Dihydroxychalcone keine
Korrelation zwischen einer guten 5-LO-Hemmung uedhdeweiligen logP-Wert erkennen
[Sogawa 1993]. Bei den redoxaktiven LO-InhibitoBAW755C und Phenidon (2.1.3, Abb. 3),
die in der Vergangenheit als Leitstrukturen flreegrol3e Anzahl synthetisierter Amidrazon-
Verbindungen dienten [Frohberg 1997], ist bekadags ihre Wirkung von einer toxischen
Meth&moglobinbildung begleitet wird, die mdglicheise im Zusammenhang mit einem
niedrigen Redoxpotential (E(BW755C): 310 mV, Ex(Phenidon): 390 mV [Bruneau 1991])
steht [Musser 1992]. Auch wenn dieser Zusammenhasgalleinige Begrindung eher
unwahrscheinlich anmutet, da beispielsweise Substarwie die Hydroxamsaurederivate
(2.1.3, Abb. 2) oder AA-861 (2.1.3, Abb. 3) ebelffaine gewisse Redoxaktivitat besitzen
und diesen Effekt nicht zeigen [Musser 1992], setdm sich zur elektrochemischen
Charakterisierung der 1,2,4-Triazin-5-oda-h zyklovoltammetrische Untersuchungen und
Radikalfanger-Experimente mit dem stabilen RadikaR’-Diphenyl-1-picryl-hydrazyl
(DPPH) an (4.1.2d).

Uberraschenderweise zeigte keine der acht neuest&uien4a-h eine herausragende
antileukotriene Aktivitat auf die h5-LO im Zellagsan intakten PMNG (4.1.2f). Lediglich

mit 4b wurde bei einer Konzentration von 30 uM eine Segkder h5-LO-Restaktivitat
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unter 20% erreicht. Ein Trend bezlglich eines ggast log P-Wertes flr eine optimale
Wirksamkeit am intrazellularen Enzym konnte nichestfestellt werden. Die
elektrochemischen Ergebnisse zeigten, dass allé-Iriazin-5-oneda-h ein vergleichbares
Redoxpotential wie BW755C besitzen;f£290-420 mV vs. k: 220 mV), aber nach der
elektrochemischen Oxidation - im Gegensatz zu BVW755kinetisch stabile (persistente)
Radikale bilden (5.2, Tab. 25). Dieser Effekt wardits 2005 fir die Gruppe der h5-LO- und
SB-LO-1-inhibierenden Triazoline gezeigt worden 4Kth 2005]. Radikalfanger-
eigenschaften gegentber dem stabilen Radikal DPM®Hnt&n trotz mit BW755C
vergleichbarer Redoxpotentiale nicht in nennenssvétteise beobachtet werden.

Der in der Vergangenheit fur die pharmakologischmar@kterisierung der Amidrazone und
fur mechanistische Studien haufig eingesetzte SBLHA&Bsay [Clemens 2001] (4.1.29) dient
trotz berechtigter Bedenken [Sircar 1983, Changd1®hewe 1986, Nuhn 1991] manchen
Arbeitsgruppen immer noch als Voruntersuchungsnugthior eine inhibitorische Aktivitat an
der h5-LO [Hadjipaviou 2009, Pontiki 2011]. Als Réfertigung der Verwendung der SB-
LO-1, die in Bezug auf das Substrat Arachidondume &5-LO darstellt, wird dabei auf die
hohe Konservierung des aktiven Zentrums aller LO®neinander und den vergleichbaren
Mechanismus der Fettsaureperoxidation verwieseainar Studie von 1984 wurden fir eine
Reihe von LO-Inhibitoren, u.a. BW755C, Eicosatéi/@;11,14-tetrainsdure und NDGA,
vergleichbar gute Hemmaktivitaten an der SB-LO-M wan der 5-LO aus neutrophilen
Rattengranulozyten (Kg (SB-LO-1): 0,1-3,6 uM; 16 (5-LO): 1-43 uM) gezeigt, wobei der
Autor sich unmissverstandlich davon distanziert;lSB1 als Modellenzym fur h5-LO zu
verwenden [Chang 1984]. Um fiur die Substanzgrupge 1d2,4-Triazin-5-onela-h eine
mdgliche Ubertragbarkeit der aus dem pflanzlicheisay gewonnenen Daten auf eine h5-
LO-Inhibition zu Uberprifen, wurde deren Aktivitédn der SB-LO-1 mittels einer
polarographischen Sauerstoffverbrauchsmessung3£3.2untersucht. Dabei zeigten alle
Verbindungen eine mit ihren Ausgangsamidrazonengleghbare Aktivitdt an der
pflanzlichen LO (IGy: 0,015-1,0 uM). Substarb war mit einem I1G-Wert von 15 nM die
potenteste Verbindung. Ein wenig raumgreifenders8utent R (N(CHs),) schien dabei
einen positiven Einfluss auf die Wirksamkeit an 88-LO-1 zu besitzen (5.2, Tab. 25). Eine
Korrelation zwischen den prozentualen Hemmdaten dmms humanen Granulozytenassay
und den IGe-Werten an der SB-LO-1 ergab sich fur die 1,2,44in-5-one4a-h nicht.
Ebenso konnte kein Einfluss der Lipophilie (I8 auf die Wirksamkeit an der SB-LO-1
erkannt werden. Die Ergebnisse aus den zyklovoltaimschen Untersuchungen und des

DPPH-Radikalfangertests deuten allerdings daraufdass fur die Gruppe der 1,2,4-Triazin-
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5-one 4a-h der entscheidende Inhibitionsmechanismus, zumindesder SB-LO-1, nicht
ausschlie3lich redoxvermittelt ablaufen durfte. @ensen und Brathe kamen in ihren
Untersuchungen von an der SB-LO-1 wirksamen Indwiz bzw. Purinen mit DPPH zu
ahnlichen Ergebnissen [Gundersen 2003, Brathe 2005]

Unter den charakterisierten 1,2,4-Triazin-5-onéa-h konnte bedauerlicherweise keine
Leitstruktur fir die Synthese neuer h5-LO-Inhib&ior gefunden werden. Die gute
inhibitorische Wirksamkeit der Substanzen an det.®@5der Sojabohne (SB-LO-1), die im
Gegensatz zur geringen Wirksamkeit an der h5-LOhtsteeigte die marginale
Ubertragbarkeit der pflanzlichen d&Werte auf eine Wirksamkeit am humanen Enzym.
Neben der geringen Sequenzidentitdt zwischen h5ub@® SB-LO-1 von ~ 27%, vollig
anderen naturlichen Substraten und pH-Verhaltnisstedas Fehlen samtlicher zelltypischer
Bestandteile, insbesondere Membranen ein weiterantscleeidender Nachteil,
Inhibitionsassays an einem isolierten Enzym wie 8&-LO-1 durchzufihren. Weitere
Untersuchungen zur LO-Hemmung mit den 1,2,4-Tridzomen 4a-h, beispielsweise an
einer Sauger-15-LO oder im humanen Vollblut, wurdenGunsten von Antiproliferations-
und Zytotoxizitatsstudien, in dieser Arbeit nichtelmn durchgefihrt (5.2). Um eine
verminderte Permeabilitat der GranulozytenmembtariJasache fir die Wirkungslosigkeit
der Substanzen an der h5-LO auszuschliel3en, soltdare Experimente an Zelllysaten der
homogenisierten PMNG bzw. deren S100-Uberstandetgen und danach gegebenenfalls

die Lipophile der Verbindungen durch chemische Nlodirungen angepasst werden.

5.1.3 Istein Einsatz der 1,2,4-Triazin-5-one bei chronisher myeloischer Leukamie
denkbar?

Bereits 1986 wurde am Beispiel der nicht-zytotolest Verbindung AA-861 (2.1.3, Abb. 3)
auf einen moglichen Zusammenhang zwischen einerLQvslemmung und einer
antiproliferativen Wirkung an humanen Leukamiezelle.B. K-562 aufmerksam gemacht
[Tsukada 1986]. In einer Studie an Mausen mit cisidrer myeloischer Leukamie (CML)
wurde ein verlangertes Uberleben bei der Kombinatims dem Standardtherapeutikum
Imatinib und dem h5-LO-Hemmer Zileuton im Gegensatr Imatinib-Monotherapie
beobachtet. Dabei schien Zileuton, Uber die Iniwbitder h5-LO, eine regulatorische
Wirkung auf die CML-Stammzellen auszuiiben, welchié BCR-ABL-Kinaseinhibitoren,
wie Imatinib, nicht ansprachen [Chen 2009]. Basidrauf diesen Erkenntnissen wurden die
1,2,4-Triazin-5-oneta-h neben der Testung auf h5-LO-Hemmung auf ihre Dyiattat an

HelLa-Zellen und antiproliferative Wirksamkeit anrderebszell-Linie K-562 untersucht.
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Gleichzeitig erfolgte eine Prufung der antiprolggven Wirksamkeit an HUVEC-Zellen.
Uberraschenderweise zeigten einige 1,2,4-Triazim&4a-d ungeachtet der gemessenen
Unwirksamkeit an der h5-LO (4.1.2g) und der fehlmdzytotoxizitat an HelLa-Zellen
(4.1.2h) eine gute inhibitorische Aktivitat an deb62-Zell-Linie (4.1.2h) (Tab. 25). Ahnlich
wie bei der SB-LO-1-Inhibition scheint ein kleinBubstituent R einen giinstigen Einfluss
auf die Wirksamkeit an K-562-Zellen zu besitzem Biyrrolidin-Substituent wie beic und
4d macht dabei gegenuber einem Dimethylsubstituenten bei 4a und 4b bzgl. der
Wirksamkeit den Eindruck einer leichten Bevorzugubgr Einbau von Morpholin alsRvie
bei 4g und 4h fuhrte dagegen zum vollstandigen Wirkungsverlisé Einfiihrung eines 4-
Chlorphenyl-Substituenten al€,Rvie bei4b und4d, scheint die Wirkung an der K-562-Zell-
Linie gegenuberda und 4c moglicherweise durch Lipophilie-Erhéhung abzusativei,
wahrend sich dies offensichtlich giinstig an der HR@QYZell-Linie auswirkt.

Als fur die Pharmakokinetik interessanten Paramet@rden die an der K-562-Zell-Linie
wirksamen Verbindungeda-d abschlieRend auf eine Bindung an humanes Serumaibu
(HSA) untersucht (& 3-10 uM, 4.1.2e). Diese Versuche waren am EndeAdeeit noch
nicht vollstandig abgeschlossen und sollten flie eiallstandige Charakterisierung noch mit
Affinitatsdaten ara;-saurem Glycoprotein erganzt werden.

Die trotz fehlender h5-LO-Hemmaktivitdt messbardipmaliferative Wirkung der 1,2,4-
Triazin-5-oneda-d an K-562-Zellen wirft die Frage nach dem Inhibisomechanismus auf,
dessen Aufklarung eine Zielstellung zukunftiger éitbn sein kénnte. Eine Anwendung der
neuen Verbindungen als Kombinationspartner mit iimtazur Behandlung der CML, wie fur
den h5-LO-Inhibitor Zileuton in der Studie von Chamd Kollegen beschrieben [Chen 2009],
durfte damit wenig erfolgversprechend sein. Vetgdit mit Imatinib besitzen die 1,2,4-
Triazin-5-one 4a-d zwar eine schwachere inhibitorische Aktivitat anr582-Zellen, die
fehlende Zytotoxizitat der Verbindungen lasst aliegs eine weitere Strukturoptimierung in

Richtung potenterer und wenig toxischer Chemothearaka zu.



126

Diskussion

00z uelpued|aA 8YaIsi4 86T Jaq|IYuIBS dyals 86T Bueyd ayais (966T Ja4dny ayaipppuels uatsuul wap Jw Bunisbeusdn
yomabiuenyajon M ‘Busmgeplepuels :ds (Us||9Z 18P %0S N} UoNeUSZUOY

9Y9sIX0]01A7 957 Busyswinisyoepn ablos0g auls Iny uonenuazuoyzueisqns 0fo ‘uaiAzepauajiydonnau abiulaydiowAod :ONING Is! lwwayabh
uARewAzu3 Jap 905 Jop 18q ‘uonenuazuoxIouqIyu| 9| [fenualodxopay d ‘auo-G-UERT SIp 4Ny assiugabiasbunyosialun Jap 1Ydisiagn :Gg ‘el

(0T i ) i i i i
V'T¥8'8E | X2'9)FT'0 | 2'TF6'0T Z'T6'S qiuyew|
noT 19 ‘ - - -
- - - (0T 120) €T I 022 ®'TUr'e 055/.Md
(s . . . . . (s YH9D
0G < 0G < 9'G ¥9'Sy | 2'€9/'08/0'6 GG'0 oy ovIT'E 6'c/0'v | uoydion e "%
0G < 0SG < 0SG < "PU/PUjgpU 0T oov ovT/6T g'g/e'e | uoydio | SH®D by
v_l_wo
0S < 0§ < 0§ < T'€S/7'T9/7'08 T'T ore TT/¥2'0 0's/T's | upuedid | oy W
€C¥09¢ | SS¥0CY | 1z2F.'vZ |V'62/6'89/0'€0T | £¥'0 09€ vyIL'e S'yi'y | upuadid | SHD o
YH9O
0§ < 9'079'8 G'T¥6'8T |0'€S/7'T9/9'88 vT'0 0GE LTIV'T 9'%/9'v | upnonhd | o Py
8'G FE'vv v'0¥2's 6'V ¥6'0F | G'82/L'6L/9'L6 8T'0 00€ ¥9/2T 0'v/6'c | uplouAd | SH®D o
1] — 1] 1] —_— 1 3 — ‘ 1] ] 1] ] ] ‘ 1] Av—l—@“u
2'S F1'6¢€ L'0F0'TT Y'TFT'9T | 6'6T/2'79/5'S6 GTO'0 062 2T, T'vIZ'y 2(EHO)N A ay
9', ¥G'6€ v'0¥8'S 8'C2FS'VE  [6'95/£'66/9'€0T ‘pu 0S¢ vET/8E 9'¢/S'E SEHO)N | SH%D 17
AT 0g/0T/E 199 (M NS
e19H 295 O3ANH ONId T018S | () ML) g Bo| T o
(@sHw/br) | (asiw/brl) | (@sFw/br) (%) W) | g [1w/Bri] /254 Bo| et A | VY
0s 0S 0S 0S N
20 19 19 JeNAIeISaY o] LBUIISOLIBSSEM o~ HW_
-07-9Y 10




Diskussion 127

5.2 Interaktionsstudien niedermolekularer Liganden an@R-&hnlichen
Domane der h5-LO mittels (photo-)chemischem Cras&ihg und
Massenspektrometrie

5.2.1 Synthese und Charakterisierung des isotopenmarkieen Photo-Cross-Linkers
SBDC

Benzophenon(BP)-Reste als funktionelle GruppenPlustoaffinitditsmarkierung werden in
der biochemischen Forschung seit Langem vielseitigesetzt (2.2.2) [Prestwich 1997].
Durch die Synthese eines heterobifunktionellen amind photoreaktiven BP-basierten
Cross-Linkers sollte die Quervernetzungsvariabilizur Gewinnung von Struktur-
informationen von Proteinen und Protein-Ligand-Kdéewpn, insbesondere der C2-ahnlichen
Doméane der h5-LO, vergroRert werden (4.2.1). Alsdbliprotein fir die Cross-Linker-
Charakterisierung diente das “Gaindende Protein Calmodulin (CaM), welches bereits
Gegenstand mehrerer Untersuchungen in der ArbefperSinz war [Schulz 2004, Schmidt
2005, Ihling 2006, Dimova 2009]. Mit seinen sielgrsinen (K13, 21, 30, 75, 77, 94, 149)
und neun Methioninen (M36, 51, 71, 72, 76, 109,,12#, 145) bot das Protein optimale
Bedingungen fiir die Charaktersierung eines sol€ress-Linkers.

Die ersten Photo-Cross-Linking-Experimente wurdendar Substanz Keto-NHS (4.2.1c,
Schema 12) durchgefihrt, welche zuvor in einer tifeasynthese durch Veresterung des
sauren antiphlogistischen Arzneistoffes Ketoprofait N-Hydroxysuccinimid dargestellt
werden konnte. Neben der vollstandigen Sequenzhibdgc einschlieRlich der post-
translationalen Modifizierungen (acetyliertes Alimethyliertes K115) konnten mittels
MALDI-TOF/TOF-MS/MS zahlreiche an Lysinen (K13, 230, 75, 77, 94) modifizierte
Peptide gefunden werden. Intramolekulare Querveangsprodukte konnten nach der UV-
A-Bestrahlung nicht nachgewiesen werden.

Zur vereinfachten Auswertung massenspektrometnisblagen lag mit der Substanz SBDC
der Schwerpunkt auf der Darstellung eines heteanoktfonellen Photo-Cross-Linkers mit
stabiler Isotopenmarkierung (4.2.1d). Dabei erfoldte Darstellung in Anlehnung an eine
bekannte Praparationsvorschrift [Olszewski 1995 ¢iner 1:1-Mischung mit der
undeuterierten Analogverbindung SBGy Wvurde die Anwendbarkeit von SBDC fir die
massenspektrometrische Strukturuntersuchung vomdhilin (CaM) gezeigt. CaM lag in
seiner vollstandig mit Gabeladenen Form vor. Obwohl in fritheren Arbeiteneigt werden
konnte, dass aminreaktive Cross-Linker ebenfalld mydroxylgruppen, wie in den
Seitenketten von Serin, Threonin und Tyrosin, re@y konnen [Kalkhof 2008, Madler

2009], wurden hier ausschlief3lich Reaktionsprodukite_ysinseitenketten gefunden.
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Sowohl mittels MALDI-TOF/TOF-MS/MS- als auch ESI-QFOrbitrap-MS/MS-Analytik
der mit UV-A-Licht bestrahlten Proben konnte dieidfgnz von drei intramolekularen
Vernetzungsprodukten (zwischen den Aminosauren M36; K94-M36, K94-M144/145)
nachgewiesen werden, deren Distanzen (Lange von/SEBEC: ~ 10,2 A) in guter
Ubereinstimmung zur kompakten, vollstandig mit Taeladenen Rontgenkristallstruktur von
CaM (pdb: 1prw) standen. Damit liel3 sich sowohl Arevendbarkeit des neuen Reagenzes
SBDC fur Photoaffinitatsmarkierungsstudien als adiehfir BP in der Literatur beschriebene
Praferenz fur Methionin als Reaktionspartner [Wistterger 2006] bestétigen. Trotz der durch
die Anwendung der 1:1-Mischung aus zweifach deetenm (SBDC) und undeuteriertem
(SBC) Reagenz vereinfachten visuellen Interpratatier massenspektrometrischen Daten
muss bericksichtigt werden, dass dieses Quervemggreagenz aufgrund des geringen
Massenunterschiedes von 2 amu Limitierungen autwRespielsweise liegt die Aminosaure
N97 im CaM-PeptidVFDKDGNGYl SAAELR (Aminosauren 91-106) teilweise deamidiert vor
und tragt damit zu einer Massenverschiebung von984amu bei. Die Uberlagerung der
Isotopenmuster von amidierter/deamidierter Spezies einer durch den Cross-Linker
erzeugten Massenverschiebung von 2 amu erschweeingo exakte Signalzuordnung im
Massenspektrum. Fir eine bessere Differenzierundg@ssensignale ist daher eine groliere
Massenverschiebung, von z.B. 4 amu (vgl’B$BS-Dy/D.), hilfreich. Dabei sind jedoch
der Anzahl an einfuhrbaren Deuteriummarkierungenrcldu das stark veranderte
chromatographische Elutionsverhalten der isotopekieréen gegentber der unmarkierten

Spezies ebenfalls Grenzen gesetzt.

5.2.2 Untersuchungen an der C2-&hnlichen Domane der h5-LO

5.2.2a Affinitat des Liganden B0O2 an die C2-ahnliche Doméaa

Die niedermolekularen Verbindungen P und B02 (2.1.5, Abb. 10) waren in einem
Kompetitionsassay als potentielle Liganden an d&-aknlichen Doméne der h5-LO
identifiziert worden [Michel 2008] und hatten im -h®-Granulozytenassay eine malige
(ICso: 34 uM flr LR2; im S100-Uberstand des Zelllysates) [Werz 2008] dnite (1Go:
0,9 UM bzw. 0,65 uM fir B02 an intakten PMNG bzm. $100-Uberstand des Zelllysates)
[Hofmann 2008, Rodel 2011] inhibitorische Wirksamtkgezeigt. Die eingeschrankte
Vergleichbarkeit zwischen Protein-Liganden-Affititind 1Go-Werten [Cheng 1973] war zu
Beginn dieser Arbeit bekannt, konnte aber erst gelgede mit der Verfligbarkeit einer
gereinigten Charge von C2-ahnlicher Domane,{¢2nd nur fiir die wirksamere Verbindung
B0O2 in Form einer Dissoziationskonstantenr)(#berpruft werden.
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Unter der Annahme eines nicht-kompetitiven Intamaldmechanismus mit der
regulatorischen C2-ahnlichen Doméne [personlichéeling B. Hofmann] wurde davon
ausgegangen, dass sich die DissoziationskonstaseenVerbindungen im Bereich der
gemessenen KgzWerte bewegen. Unter den zahlreichen TechnikenPiiatein-Liganden-
Bindungsstudien  wie  Gleichgewichtsdialyse,  Ulttedifion,  Ultrazentrifugierung,
GroRRenausschluss-  und  Affinitdtschromatographie, finkéditskapillarelektrophorese,
Fluoreszenzspektroskopie [Oravcova 1996, Epps 198arikh 2000], isotherme
Titrationskalorimetrie (ITC) [Praefcke 2005] und @fté&chenplasmonresonanz [Myszka
2000] fiel zuerst die Wahl auf das kalorimetrisdherfahren. Die Vorteile der ITC liegen
darin, dass weder Immobilisierung noch Markierureg Beaktionspartner erforderlich sind
und neben der Dissoziationskonstanten zusatzlices@dgen Uber die Stochiometrie des
gebildeten Protein-Liganden-Komplexes und damitAtigahl der Liganden-Bindungsstellen
getroffen werden kdonnen [Praefcke 2005]. Aufgrumd degrenzten Menge an gereinigter
Detergens-freier C2-ahnlicher Doméne (&2und der geringen Loslichkeit des Liganden
BO2 in HEPES-Puffer (Ilo@cac 5,2; www.molinspiration.com) fihrte diese Methgddoch
nicht zum gewtinschten Ergebnis. Aus diesem Grutite stas fir die Untersuchung der
HSA-Bindung der 1,2,4-Triazin-5-one 4a-d  bereits erfolgreich  eingesetzte
fluoreszenzspektroskopische Verfahren (3.2.2f), chwed die am haufigsten fur die
Untersuchung der Serumalbuminbindung von Arzndestofverwendete Methode st
[Oravcova 1996, Epps 1999, Parikh 2000], auf digabhdenbindung von B02 an der C2-
ahnlichen Doméane (Gg) Ubertragen werden. Diese Technik erwies sich vadmiger
storanfallig als die ITC und es konnten in Abhakgiy der zugegebenen
Calciumionenkonzentration gWerte fir den B02/C2-Komplex im niederen mikronmela
Bereich erhalten werden ¢K8-16 uM, 4.2.2b). Eine wahrend der Messungen aediete
Uberlappung in der C2-Fluoreszenzemission mit désrderlichen Anregungswellenlange
des Liganden B0O2 — eine Voraussetzung fur einest&iResonanz-Energie-Transfer (FRET)
— konnte leider aufgrund der knappen Ressourcdrgamd (B02) und Protein (G&) nicht

mehr flr die Identifizierung der Protein-Liganderdraktionsregion genutzt werden.
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5.2.2b Nano-HPLC/MALDI-TOF/TOF-MS/MS der Quervernetzungspr odukte mit

BS®- und BSG-Dy/D,
Die ersten Quervernetzungsstudien fanden mit demchdd EV-Protease gespaltenen
Fusionsprotein MBP-C2 (4.2.2a, Schema 15) und deganden LR, statt. Ein vorheriger
Pufferwechsel von Tris-HCI, das eine primare Ammupgpe enthélt, gegen HEPES-Puffer
sollte die Verwendung aminreaktiver Quervernetzurggenzien ermdglichen. Nach der
proteolytischen Spaltung wurde eine Mischung asskiem MBP-C2, freiem MBP, freier
C2-ahnlicher Domane (Gg und TEV-Protease erhalten. Die Zugabe des Ligand®,;
(2.1.5, Abb. 10) (IG: 34 pM) und der isotopenmarkierten Quervernetzigagenzien B%-
und BS-Dy/D, (2.2.1, Tab. 2) erfolgte ohne vorherige Trennueg Rroteinmischung, da zu
diesem Zeitpunkt noch keine Mdglichkeit bestana, albgespaltene, stark hydrophobe C2-
ahnliche Doméane ohne grol3ere Verluste zu reinigers@nliche Mitteilung A. Michel). Nach
Abschluss der Quervernetzungsreaktionen und gélefghoretischer Proteintrennung
wurden die ausgeschnittenen C2-Banden tryptischadtesn und mittels MALDI-TOF/TOF-
MS/MS analysiert. Erwartungsgemald kam es durchAdieesenheit der Uberschissigen
Reaktionspartner (MBP-C2, MBP, TEV-Protease) zusté&kter Oligomerisierung und
Proteinverlust nach der Gelelektrophorese (4.2bb, 34).
Anhand der charakterisitischen Isotopenmuster dgyebauten Cross-Linker konnten sechs
von acht Lysinresten (K44, 78, 88, 93, 122, 133)diffmert nachgewiesen werden. Die
weniger oberflachenexponierten Lysinreste K39 undb Kvaren dieser Reaktion nicht
zuganglich. Intramolekulare Quervernetzungen in@2rahnlichen Doméane (G2 konnten
nicht identifiziert werden. Sowohl in An- als ausbwesenheit des Liganden {2 wurden
die identischen Lysinseitenketten modifiziert gefen, sodass sich diese wahrscheinlich
nicht in der Nahe der Liganden-Bindungsregion lkfim Aussagen Uber konformative
Veradnderungen des Proteins waren ohne die Ideatifizg von Quervernetzungsprodukten
nicht moglich. Von der Verwendung des carboxylreat Null-Langen-Cross-Linkers EDC
in Kombination mit dem aminreaktiven Sulfo-NHS Zuodifizierung und anschlielRenden
Vernetzung von LB; (Schema 20) wurde aufgrund des groRen Uberschuases
Carboxylgruppen innerhalb aller Proteine in der Kieasmischung (MBP-C2, MBP, G2
TEV) und einer nicht vorhandenen Isotopenmarkierwes Quervernetzungsreagenzes

abgesehen.
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Schema 20:Verknipfung von Molekilen mit Carboxylfunktion urminogruppen aus Aminosaureseiten-
ketten mit dem Null-L&ngen-Cross-Linker EDC in Kamdtion mit Sulfo-NHS .

Zur Uberpriifung der Plausibilitat der mit 142 erhaltenen Daten sollten die Versuche mit
einem weiteren Liganden durchgefuhrt werden. Mit2B@urde durch Ligand-basierte
Pharmakophorsuche [Hofmann 2008] ein gut wirksahigand mit einer moderaten, €a
abhangigen Affinitat zur C2-ahnlichen Domane (53 gefunden. Die Cross-Linking-Studien
wurden nun mit einer mittels Detergens (Brij-35)egeigten Charge C2-ahnlicher Doméane
(C2*,ey durchgefuhrt. Brij-35 findet haufig bei der Rgang von Membranproteinen, wie
G-Protein-gekoppelten Rezeptoren, Verwendung [Cd2Dill]. Wie erhofft, war im
Gelelektropherogramm (Abb. 38, 4.2.2c) keine Oligdniidung zu beobachten.

Die Ergebnisse der Cross-Linking-Experimente zeigee nach An- oder Abwesenheit des
Liganden BO2 unterschiedliche Ergebnisse. So sehekonformative Veranderungen durch
die Interaktion zwischen C2&, und B02 dazu zu fuihren, dass die Aminosduren Yi&9 u
Y105 sich verstarkt an der Oberflache prasentietgrd dadurch zuganglicher fur
Modifizierungsreaktionen werden. Gleichzeitig ertasffenbar K93 eine Abschirmung durch
den Liganden, welche die Quervernetzung mit K133daglich macht. K133 hat dadurch die
erforderliche Distanz (max. 25 A) zu K122 und K8& mit diesen Aminoséauren vernetzt zu
werden. Die Uberbrickbare maximale Distanz zu Kidgdgen ist Gberschritten (4.2.2c, Abb.
47). Unter der Voraussetzung einer grol3eren dyrcdrars Flexibilitat desC-Terminus
(Aminosauren 117-133) in Losung und einer nativaltufg des Proteins nach der Reinigung
mit Brij-35 sind die gefundenen Cross-Linking-Ergedse im Vergleich  zur
Rontgenkristallstruktur der h5-LO als plausibelmirachten.
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5.2.2c Nano-HPLC/MALDI-TOF/TOF-MS der Quervernetzungsprodu kte mit
SBC/SBDC
Die photoreaktiven Cross-Linker SBC und SBDC sollteach ihrer erfolgreichen
Charakterisierung an CaM an der C2-ahnlichen Dona@men5-LO zur Gewinnung weiterer
Strukturinformationen eingesetzt werden. Nach aésblachteten starken Oligomerisierung in
den Cross-Linking-Experimenten mit den homobifuoikéllen aminreaktiven Reagenzien
und C2y (4.2.2c) sollten die ersten Versuche mit den neéQeervernetzungsreagenzien und
C2,; ohne den Liganden B02 durchgefuhrt werden. Venglicmit den Ergebnissen aus den
Quervernetzungsexperimenten mit?B8Dy/D, und BS-Dy/D, wurden mit SBC und SBDC —
moglicherweise aufgrund einer durch BP begrindeterhdhten Lipophilie und
eingeschrankten Beweglichkeit der Verbindungenrviar Lysine modifiziert nachgewiesen
(K44, 88, 93, 133). Zu Quervernetzungen innerhalb@R-ahnlichen Doméane kam es erneut
nicht.
Bei den Versuchen mit den heterobifunktionellen S8rhinkern SBC/SBDC und Cg&,
wurden in Anwesenheit des Liganden B02 im Wesdrglicdieselben Aminoséauren wie bei
den Experimenten mit den aminreaktiven Cross-Linkean C2%e, modifiziert
wiedergefunden. Einzige Ausnahmen waren die Maéifimg von K78 an Stelle von K76
und das vollstandige Fehlen einer K122-Modifiziggutn Abwesenheit von B02 fehlten,
verglichen mit den Messungen in Anwesenheit desdgn, die Modifizierungen an K44
und K78. Intramolekulare Quervernetzungen konnténden photoreaktiven Reagenzien an
C2*hey ebenfalls nicht gefunden werden.
Eine unter Photo-Cross-Linking-Bedingungen beol&ehtinstabilitat des Liganden BO02
(4.2.2d) fuhrte dazu, dass keine weiteren Untersugén mit Quervernetzungsreagenzien aus
dieser Gruppe unternommen wurden. Photo-AddukteB@ an der C2-ahnlichen Doméane

(C2*,ey waren in diesen Experimenten nicht nachweisbar.

5.2.2d Synthese und Charakterisierung eines cysteinreakten Photo-Cross-Linkers

(BBI) mit Massendefekt
Die Anwendung heterobifunktioneller thiol- und pbiaktiver Cross-Linker sollte bei
Anwesenheit zweier einzelner Cysteinreste (C36,ACtherhalb der C2-ahnlichen Doméane
der h5-LO zusatzliche Strukturinformationen liefeNachdem die Vorversuche mit dem in
der Literatur umfassend beschriebenen Cross-LinkalrBP (2.2.2, Abb. 11) [Tao 1985,
Wang 1988, Giron-Monzon 2004, Tamura 2009] nicht Madifizierung von Aminosauren

fuhrte (unveroffentlichte Daten), sollte vor we@rrExperimenten der Oxidationsstatus der



Diskussion 133

Cysteine Uberprift werden. Dies geschah wahrendseross-Linking-Experimentes mit
dem aminreaktiven Photo-Cross-Linker Keto-NHS urgl.£(4.2.2¢e), bei dem die Cysteine
der C2-ahnlichen Doméane mit dem thiolreaktiven Ayingsreagenz lodacetamid sowohl
in An- als auch Abwesenheit des Reduktionsmittél&P reagieren sollten. Die Ergebnisse
zeigten, dass die Cysteine in der C2-ahnlichen Denié@freier reduzierter Form vorliegen.
Aufgrund dieser Resultate sollten die zukiunftigdot®-Cross-Linking-Versuche mit einem
heterobifunktionellen Reagenz erfolgen, das auf diolreaktiven Seite eine
lodacetamidgruppe und zur einfacheren massenspaitiigchen Datenauswertung einen
Substituenten mit charakteristischer Isotopenverigiund groBem MassendefekiBr/*'Br)
enthalt. Mittels einer dreistufigen Synthese kordgemit der Verbindung Bl (2.2.2, Abb. 11)
verwandte Cross-Linker BBI erhalten werden, welclegfolgreich die Seitenkette der
Aminosaure C104 modifizierte und damit sein Powdritir zukinftige Untersuchungen unter

Beweis stellte.

5.3 Ausblick

Der Bedarf an innovativen Wirkstoffen mit neuen Affgpunkten zur Therapie
entziindlicher und allergischer Erkrankungen isBeginn des 21. Jahrhunderts nach wie vor
gegeben. Mit der rontgenkristallographischen Autktdy samtlicher bisher identifizierter
Schlusselenzyme im h5-LO-Stoffwechselweg (cRLAh5-LO, FLAP, LTA-Hydrolase,
LTC4-Synthase) [Haeggstrom & Funk 2011] ist ein neuesaHer fir die Wirkstofffindung
fur diesen Teil der Arachidonséaure-Kaskade angétemocPharmakophor-Alignmentind
Molecular-DockingExperimente in Kombination mit zielgerichteter W&toff-Synthese
konnten in nicht all zu ferner Zukunft eine groR3&zAhl neuer potentieller Liganden
hervorbringen, unter denen sich vielleicht ein meugileukotriener Arzneistoff befindet. Auf
der anderen Seite existieren neue Techniken, Bieazis der Immuno-Chemo-Proteomik, die
die Mdoglichkeit bieten, durch Ligandenimmobilisiagy Affinitditschromatographie und
massenspektrometrischer oder immunochemischer #kalin einem Schritt eine
synthetisierte Verbindung gegen tausende potemtiadlistrukturent@rget deconvolutionzu
untersuchen [Saxena 2008].

Weitere Erkenntnisse Uber die Flexibilitdt der @2di&chen Domane der h5-LO in Losung
und die potentielle Ligandenbindungsregion konntemch den Einbau photochemisch
aktiver Aminosauren (Bpa (2.2.2, Abb. 12) [Chin 2D@Photo-Leucin/-Methionin [Suchanek
2005]) in der Nahe der potentiellen Interaktionsyagund anschlieRendem Cross-Linking

gewonnen werden. Ebenso kénnten Mutationsversuehelg/ptophane der C2-ahnlichen
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Domane (W13, 75, 80 und 103) Aufschluss dariibeegelvelche der vier Aminosauren am
FRET beteiligt ist und damit in der Ligandenbindsirgggion liegt.

In der Behandlung der BCR-ABL-positiven chronischmeyeloischen Leukamie (CML) gilt
der im Jahr 2002 fur die perorale Therapie zugelassTyrosinkinase-Inhibitor Imatinib
(Glivec®) als Goldstandard. Trotz der sehr guten und sekkt Wirksamkeit des
Arzneistoffes existiert ein nicht geringes Patiekt#lektiv, das unzureichend auf eine
Imatinib-Therapie anspricht (Imatinib-Resistenz) dundaher eine kontinuierliche
Uberwachung des Therapieerfolges erfordert. Undetoatter Existenz weiterer fir die
Zweitlinientherapie zugelassener TyrosinkinaseHitbien wie Dasatinib (Sprycdl und
Nilotinib (Tasign&) besteht fur die Therapie der CML weiterhin Bediariovativer und
nebenwirkungsarmer Arzneistoffe [von Bubnoff 201Durch weitere Strukturoptimierung
der an der Leukadmiezelllinie K-562 antiproliferatiwrksamen und nicht zytotoxischen 1,2,4-
Triazin-5-oneda-d koénnte sich die Moglichkeit fir die Entwicklung teaterer und fur den

Menschen gut vertraglicher Wirkstoffe ertffnen.
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Anhang X

Tab. I: Mittels Nano-HPLC/MALDI-TOF/TOF-MS/MS identifiziée tryptische CaM-Peptide, mit und ohne
Keto-NHS-Modifizierung.

CaM-Sequenz [M+H] exp [M+H] *cac Am [ppm] Bemerkung
1-13 1563,789 1563,754 22 Acetyl (ProtBiterm)
1-30 3389,588 3389,628 -12 Acetyl (ProtBiterm)
1-30 3625,818 3625,712 29 Acetyl (Protein-term)
Keto-NHS (K13)
14-30 1844,924 1844,892 17
14-30 2081,133 2080,976 75 Keto-NHS (K21)
14-37 2631,299 2631,298 0
14-37 2867,380 2867,382 -1 Keto-NHS (K30)
38-74 4070,780 4070,831 -12 deamidiert (N60)
75-86 1716,815 1716,780 20 Keto-NHS (K75)
75-86 1952,793 1952,863 -36 Keto-NHS (K75, K77)
75-90 1983,904 1983,945 -21
75-90 2220,074 2220,028 21 Keto-NHS (K77)
76-90 1855,820 1855,850 -16
78-90 1596,759 1596,714 28
87-106 2259,218 2259,104 50 deamidiert (N97)
91-106 1755,788 1755,855 -38 deamidiert (N97)
91-106 1991,008 1990,955 27 Keto-NHS (K94)
91-106 1991,906 1991,939 -16 Keto-NHS (K94),
deamidiert (N97)
107-126 2401,230 2401,174 23 Trimethyl (K115)
127-148 2490,091 2490,080 4




Anhang Xl

Tab. II: Mittels Nano-HPLC/MALDI-TOF/TOF-MS/MS identifizige tryptische CaM-Peptide, die mit
SBC/SBDC modifizierten Lysine sind angegeben.
CaM-Sequenz [M+H] exp [M+H] " caic Am [ppm] Modifizierung
Acetyl (N-term),
1-30 3626,723 3626,695 o
SBC (K21), deamidiert (Q8)
Acetyl (N-term),
1-30 3628,704 3628,708 -1

SBDC (K21), deamidiert (Q8)
14-30 2081,041 2080,975 32 SBC (K21)
14-30 2083,040 2082,988 25 SBDC (K21)
75-86 1716,798 1716,779 11 SBC (K75)
75-86 1718,799 1718,791 5 SBDC (K75)
75-86 1954,887 1954,875 6 SBC (K75, K77)
75-86 1956,851 1956,887 -18 SBC (K75), SBDC (K77)
75-86 1958,880 1958,899 10 SBDC (K75, K77)
75-90 2219,989 2220,028 -18 SBC (K77)
75-90 2221,997 2222,040 -19 SBDC (K77)
75-90 2236,027 2236,023 2 SBC (K75), Oxidation (M76
75-90 2238,064 2238,035 13 SBDC (K75), Oxidatiory @)1
75-90 2458,154 2458,124 12 SBC (K75, K77)
75-90 2460,135 2460,136 0 SBC (K75), SBDC (K77)
76-86 1588,670 1588,684 -9 SBC (K77)
76-86 1590,680 1590,696 -10 SBDC (K77)
87-106 2494,140 2494,204 -26 SBC (K94)
87-106 2496,152 2496,217 -26 SBDC (K94)
87-106 2495,144 2495,188 -18 SBC (K94), deamidi¢®t7)
87-106 2497,155 2497,204 -20 SBDC (K94), deamidiert (N97)
91-106 1990,957 1990,955 1 SBC (K94)
91-106 1992,962 1992,967 -2 SBDC (K94)
91-106 1991,946 1991,939 4 SBC (K94), deamidie®7(N
91-106 1993,934 1993,951 -8 SBDC (K94), deamide®7)




Anhang Xl

Tab. 1l : Mittels Nano-HPLC/Nano-ESI-LTQ-Orbitrap-MS/MS wkizierte, mit SBC/SBDC maodifizierte
tryptische CaM-Peptide.

CaM-Sequenz| [M+H['ex [M+H] " caic Ladungs- Am Modifizierung
zustand [ppm]
14-30 2080,979 2080,975 2+ 2 SBC (K21)
14-30 2082,988 2082,987 2+ 0 SBDC (K21)
91-106 1990,959 1990,955 2+ 2 SBC (K94)
91-106 1992,972 1992,966 2+ 3 SBDC (K94)
91-106 1991,939 1991,939 2+ 0 SBC (K94), deamidiert (N97)
91-106 1993,950 1993,944 2+ 3 SBDC (K94), deamidiert (N97)
75-86 1716,777 1716,779 3+ -1 SBC (K77)
75-86 1718,790 1718,791 3+ -1 SBDC (K77)
127-148 2726,167 2726,164 3+ 1 SBC (K148)
127-148 2728,173 2728,171 3+ 1 SBDC (K148)




Anhang XII

Tab. IV: Mittels MALDI-TOF/TOF-MS/MS identifizierte, mit B°G/BS-Dy/D, modifizierte tryptische C2-
Peptide in Abwesenheit des Liganden ;P

C2-Sequenz [M+HT exp [M+H] *carc Am [ppm] Modifizierung
20.52 1806,889 1806,882 4 BS’G-D,_amid (K44)
1810,934 1810,907 15 BS?G-D,_amid (K44)
0.5 1807,888 1807,866 12 BS’G-D, (K44)
1811,910 1811,891 10 BS’G-D, (K44)
0.5 1848,924 1848,929 -3 BS™-D,_amid (K44)
1852,948 1852,954 -3 BS™-D, amid (K44)
20.52 1849,915 1849,913 1 BS™-D, (K44)
1853,935 1853,938 -2 BS®-D, (K44)
0.5 1905,943 1905,950 -4 BS®-D,_amid (K44), carbamidN-term)
1909,966 1909.975 -5 BS®-D,_amid (K44), carbamidN-term)
20.52 1906,928 1906,934 -3 BS®-D, (K44), carbamid.N-term)
1910,952 1910,959 -4 BS®-D, (K44), carbamid.N-term)
o868 1657,796 1657,790 4 BS’G-D, (K78)
1661,821 1661,816 3 BS’G-D, (K78)
6.03 2276,131 2276,164 -14 BS’G-D, (K88)
2280,159 2280,190 -14 BS’G-D, (K88)
50106 2386,187 2386,154 14 BS’G-D,_amid (K93), carbamid. (C104)
2390,206 2390,179 11 BS°G-D,_amid (K93), carbamid. (C104)
£0.106 2387,165 2387,138 11 BS’G-D, (K93), carbamid. (C104)
2391,182 2391,164 8 BS’G-D, (K93), carbamid. (C104)
191.133 1633,924 1633,939 -9 BS’G-D,_amid (K122)
1637,950 1637,964 -9 BS°G-D,_amid (K122)
191.133 1634,925 1634,923 1 BS’G-D, (K122)
1638,942 1638,948 -4 BS?G-D, (K122)
191.133 1675,986 1675,986 0 BS™-D,_amid (K122)
1680,007 1680,011 -2 BS>D, amid (K122)
191.133 1676,975 1676,970 3 BS™-D, (K122)
1680,998 1680,995 2 BS>-D, (K122)
121.133 1733,006 1733,008 -1 BS’-D,_amid (K122), carbamidN¢term)
1737,029 1737,033 -2 BS*-D,_amid (K122), carbamidN¢term)
193.133 1476,838 1476,854 -11 BS*-D,_amid (K133)
1480,866 1480,879 -9 BS*-D,_amid (K133)
193.133 1477,828 1477,838 7 BS*-D, (K133)
1481,853 1481,863 -7 BS*-D, (K133)
193.133 1534,850 1534,860 -6 BS™-D, (K133), carbamid.N-term)
1538,874 1538,885 -7 BS>-D, (K133), carbamid.N-term)




Anhang

XV

Tab. IV (Fortsetzung): Mittels MALDI-TOF/TOF-MS/MS identifizierte, mit B°G/BS>-Dy/-D, modifizierte

C2-Peptide in Abwesenheit des Liganden.P

C2-Sequenz [M+HT exp [M+H] "caic | Am [ppm] Modifizierung

196.133 1094,574 1094,585 -10 BS’G-D,_amid (K133)
1098,606 1098,610 -4 BS?G-D,_amid (K133)
1095,572 1095,569 3 BS?G-D, (K133)

126-133
1099,601 1099,594 BS’G-D, (K133)
1137,602 1137,616 -12 BS®-D, (K133)

126-133
1141,636 1141,641 -4 BS®-D, (K133)

196.133 1194,630 1194,638 -7 BS®-D, (K133), carbamid.N-term)
1198,650 1198,662 -10 BS®*-D, (K133), carbamid.N-term)




Anhang
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Tab. V: Mittels MALDI-TOF/TOF-MS/MS identifizierte, mit B°G/BS>-Dy/-D, modifizierte C2-Peptide in

Anwesenheit des Liganden L

C2-Sequenz [M+HT exp [M+H] " cac Am [ppm] Modifizierung
20.52 1806,903 | 1806,882 12 BS’G-D,_amid (K44)
1810,925 | 1810,907 10 BS?G-D,_amid (K44)
0.5 1807,896 | 1807,866 17 BS’G-D, (K44)
1811,907 | 1811,891 9 BS’G-D, (K44)
0.5 1848,951 | 1848,929 12 BS™-D,_amid (K44)
1852,974 | 1852,954 11 BS™-D,_amid (K44)
20.52 1849,918 | 1849,913 3 BS™-D, (K44)
1853,945 1853,938 4 BS®-D, (K44)
0.5 1905,966 1905,950 8 BS®-D,_amid (K44), carbamidN-term)
1909,992 1909.975 9 BS®-D,_amid (K44), carbamidN-term)
20.52 1906,949 1906,934 8 BS®-D, (K44), carbamid.N-term)
1910,970 1910,959 6 BS®-D, (K44), carbamid.N-term)
o868 1657,787 | 1657,790 -2 BS’G-D, (K78)
1661,813 | 1661,816 -2 BS’G-D, (K78)
6.03 2276,182 | 2276,164 BS’G-D, (K88)
2280,203 | 2280,190 6 BS’G-D, (K88)
50106 2386,140 | 2386,154 -6 BS’G-D,_amid (K93), carbamid. (C104)
2390,162 2390,179 -7 BS°G-D,_amid (K93), carbamid. (C104)
£0.106 2387,149 | 2387,138 5 BS’G-D, (K93), carbamid. (C104)
2391,172 | 2391,164 3 BS’G-D, (K93), carbamid. (C104)
191.133 1633,951 | 1633,939 7 BS’G-D,_amid (K122)
1637,972 1637,964 5 BS°G-D,_amid (K122)
191.133 1634,931 1634,923 5 BS’G-D, (K122)
1638,939 | 1638,948 -5 BS?G-D, (K122)
191.133 1675,997 | 1675,986 7 BS™-D,_amid (K122)
1680,019 | 1680,011 5 BS>D, amid (K122)
191.133 1676,991 | 1676,970 13 BS™-D, (K122)
1681,012 | 1680,995 10 BS>-D, (K122)
121.133 1733,015 1733,008 4 BS™-D,_amid (K122), carbamidN¢term)
1737,038 1737,033 3 BS*-D,_amid (K122), carbamidN¢term)
193.133 1434,792 | 1434,807 -10 BS’G-D,_amid (K133)
1438,831 1438,832 -1 BS°G-D,_amid (K133)
193.133 1435,781 | 1435,791 7 BS’G-D, (K133)
1439,807 1439,816 -6 BS’G-D, (K133)
193.133 1476,856 | 1476,854 1 BS™-D,_amid (K133)
1480,880 | 1480,879 1 BS>D, amid (K133)




Anhang XVI

Tab. V (Fortsetzung): Mittels MALDI-TOF/TOF-MS/MS identifizierte, mit B&/BS*-Dy/-D, modifizierte C2-
Peptide in Anwesenheit des Liganden 4P

C2-Sequenz [M+HT exp [IM+H] "cac | Am [ppm] Modifizierung
1477,859 1477,838 14 BS*-D, (K133)
123-133
1481,882 1481,863 13 BS>-D, (K133)
193.133 1534,876 | 1534,860 10 BS®-D, (K133), carbamid.N-term)
1538,899 | 1538,885 9 BS®-D, (K133), carbamid.N-term)
126.133 1094,584 1094,585 -1 BS°G-D,_amid (K133)
1098,611 1098,610 1 BS°G-D,_amid (K133)
1095,565 1095,569 -4 BS'G-D, (K133)
126-133
1099,594 1099,594 0 BS’G-D, (K133)
1136,636 1136,632 4 BS*-D,_amid (K133)
126-133 )
1140,662 1140,657 4 BS*-D,_amid (K133)
1137,627 1137,616 10 BS*-D, (K133)
126-133
1141,656 1141,641 13 BS*-D, (K133)
126.133 1193,654 1193,653 1 BS’-D,_amid (K133), carbamidN¢term)
1197,680 1197,678 2 BS*-D,_amid (K133), carbamidNcterm)
196.133 1194,645 | 1194,638 6 BS®-D, (K133), carbamid.N-term)
1198,672 | 1198,662 8 BS®-D, (K133), carbamid.N-term)




Anhang XVII

Tab. VI: Mittels MALDI-TOF/TOF-MS/MS identifizierte, an Lsin-, Serin- oder Tyrosinresten mit 85Dy/D,
und BS-Dy/D, modifizierte C2-Peptide in Anwesenheit des LiganB862.

C2-Sequenz [M+HT exp [M+H] *carc Am [ppm] Bemerkung
1-22 2389,084 2389,102 -8 BSD,_amid (S7)
1-22 2393,112 2393,127 -6 BSD, amid (S7)
1-22 2390,093 2390,086 3 B D, (S7)
1-22 2394,108 2394,111 -1 BSD, (S7)
1-22 2432,129 2432,133 -2 BB, (S7)
1-22 2436,145 2436,158 -5 BB, (S7)
1-23 2504,109 2504,129 -8 BS D, amid (S7)
1-23 2508,129 2508,154 -10 #sD, amid (S7)
1-23 2505,124 2505,113 4 BSD, (S7)
1-23 2509,140 2509,138 1 BSD, (S7)
1-23 2547,161 2547,160 0 BS™-D, (S7)
1-23 2551,188 2551,185 BS®-D, (S7)
23-42 2354,106 2354,122 -7 &S D, (K39), carbamid. (C36)
23-42 2358,129 2358,148 -8 &S D, (K39), carbamid. (C36)
23-42 2395,176 2395,185 -4 BB,_amid (K39), carbamid. (C36)
23-42 2399,208 2399,210 -1 BB,_amid (K39), carbamid. (C36)
23-42 2396,161 2396,170 -4 BB, (K39), carbamid. (C36)
23-42 2400,179 2400,195 -7 BB, (K39), carbamid. (C36)
24-42 2239,098 2239,116 -8 BSD, (K39), carbamid. (C36)
24-42 2243,113 2243,126 -6 &S D, (K39), carbamid. (C36)
83-93 1570,822 1570,815 4 BSD, amid (K88)
83-93 1574,845 1574,840 &SD, amid (K88)
83-93 1571,809 1571,798 &SD, (K88)
83-93 1575,831 1575,823 &SD, (K88)
83-93 1612,859 1612,862 -2 BB,_amid (K88)
83-93 1616,876 1616,887 -7 8B, _amid (K88)
83-93 1613,855 1613,845 6 BB, (K88)
83-93 1617,875 1617,870 BB, (K88)
83-97 2078,004 2078,002 &5 Dy/BS’G-D, (K88, K93)
83-97 2082,036 2082,036 0 #5Dy/BS’G-D, (K88, K93)
83-97 2086,052 2086,056 -2 &S D,/BS’G-D, (K88, K93)
83-97 2081,056 2081,053 1 BSDy/BS’G-D,_amid (K88, K93)
83-97 2085,080 2085,.078 1 #5D,/BS’G-D,_amid (K88, K93)
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Tab. VI (Fortsetzung): Mittels MALDI-TOF/TOF-MS/MS identifizierte, an Lsin-, Serin- oder Tyrosinresten
mit BS’G-Dy/D, und BS-Dy/D, modifizierte C2-Peptide in Anwesenheit des LiganB862.

C2-Sequenz [M+HT exp [M+H] *carc Am [ppm] Bemerkung
83-97 2162,127 2162,112 7 BBy/BS>-D, (K88, K93)
83-97 2166,135 2166,113 10 BBy/BS’-D, (K88, K93)
83-97 2170,161 2170,142 9 86.,/BS>-D, (K88, K93)
98-106 1376,605 1376,593 &SD, (Y99/105), carbamid. (C104)
98-106 1380,628 1380,617 &SD, (Y99/105), carbamid. (C104)




Anhang XIX

Tab. VII : Mittels MALDI-TOF/TOF-MS/MS identifizierte, an Lsin-, Serin- oder Tyrosinresten mit &8 und
BS*-Dy/D, modifizierte C2-Peptide in Abwesenheit des LiganBe2.

C2 Sequenz [M+HTexp [M+H] *carc Am [ppm] Bemerkung
1-22 2390,091 2390,086 2 BS D, (S7)
1-22 2394,116 2394,111 2 BSD, (S7)
1-22 2432,118 2432,133 -6 BB, (S7)
1-22 2436,125 2436,158 -14 BB, (S7)
23-42 2353,165 2353,138 11 &BD,_amid (K39), carbamid. (C36)
23-42 2357,164 2357,163 0 &SD,_amid (K39), carbamid. (C36)
23-42 2354,098 2354,126 -12 &SD, (K39), carbamid. (C36)
23-42 2358,096 2358,148 -22 &SD, (K39), carbamid. (C36)
83-93 1571,812 1571,801 7 &S D, (K88)
83-93 1575,834 1575,826 5 &S D, (K88)
83-93 1595,824 1595,781 27 BB, —H;0 (K88)
83-93 1599,848 1599,806 26 BB, —H;0 (K88)
83-93 1612,843 1612,862 -12 BB,_amid (K88)
83-93 1616,869 1616,887 -11 BB, _amid (K88)
83-93 1613,875 1613,862 8 BB, (K88)
83-93 1617,886 1617,881 3 BB4 (K88)
83-97 2077,991 2078,012 -10 &BDyYBS’G-D, (K88, K93)
83-97 2082,016 2082,039 -11 #&5Dy/BS’G-D, (K88, K93)
83-97 2086,030 2086,063 -16 #&5D,/BS°G-D, (K88, K93)
83-97 2081,067 2081,053 7 &5 Dy/BS°G-D,_amid (K88, K93)
83-97 2085,079 2085,078 0 #5D,/BS’G-D,_amid (K88, K93)




Anhang XX

Tabelle VIII: Mittels MALDI-TOF/TOF-MS/MS identifizierte, mit BC/SBDC maodifizierte C2-Peptide in
Abwesenheit des Liganden B02.

C2-Sequenz [M+HT exp [M+H] " caic Am [ppm] Modifizierung
43.5 1566,718 1566,687 20 SBC (K44)
1568,700 1568,703 -2 SBDC (K44)
4359 1567,681 1567,671 6 SBC (K44), deamidiert (N48)
1569,691 1569,687 2 SBDC (K44), deamidiert (N48)
1693,853 1693,851 1 SBC (K88)
83-93 1695,870 1695,865 3 SBDC (K88)
89.97 1265,684 1265,654 24 SBC (K93)
1267,697 1267,670 21 SBDC (K93)
89.97 1322,686 1326,707 -16 SBC (K93), carbamid.N-term)
1324,703 1324,691 9 SBDC (K93), carbamid.N-term)
126133 1217,631 1217,617 11 SBC (K133)
1219,644 1219,633 9 SBDC (K133)
126133 1274,639 1274,639 0 SBC (K133), carbamid\-term)
1276,629 1276,655 -20 SBDC (K133), carbamid\-term)
127133 1102,593 1102,594 -1 SBC (K133)
1104,606 1104,606 0 SBDC (K133)




Anhang XXI

Tab. IX: Mittels MALDI-TOF/TOF-MS/MS identifizierte, an Lys-, Serin- oder Tyrosinresten mit SBC/SBDC
modifizierte C2-Peptide in Anwesenheit des LiganB8&; DTM: Dethiomethyl.

C2-Sequenz [M+HT exp [M+H] *carc Am [ppm] Bemerkung
1-22 2512148 2512135 5 SBC (S7), DTM (M5)
1-22 2514,126 2514,148 -9 SBDC (S7), DTM (M5)
1-23 2627,162 2627,162 0 SBC (S7), DTM (M5)
1-23 2629,299 2629,175 47 SBDC (S7), DTM (M5)
23-42 2476,282 2476,171 4 SBC (K39), carbamid. (C36)
23-42 2478,210 2478,187 9 SBDC (K39), carbamid. (C36)
24-42 2361,221 2361,144 33 SBC (K39), carbamid. (C36)
24-42 2363,261 2363,160 43 SBDC (K39), carbamid. (C36)
43-52 1566,736 1566,687 31 SBC (K44)
43-52 1568,750 1568,703 30 SBDC (K44)
78-82 959,529 959,467 65 SBC (K78)
78-82 961,536 961,479 59 SBDC (K78)
83-93 1693,933 1693,848 50 SBC (K88)
83-93 1695,936 1695,864 42 SBDC (K88)
89-97 1265,669 1265,657 9 SBC (K93)
89-97 1267,683 1267,673 8 SBDC (K93)
98-106 1441,657 1441,614 30 SBC (Y99/105)
98-106 1443,660 1443,627 23 SBDC (Y99/105)
98-106 1498,688 1498,632 37 SBC (Y99/105), carbamid. (C104)
98-106 1500,676 1500,648 19 SBDC (Y99/105), carbamid. (C104)
126-133 1217,667 1217,621 38 SBC (K133)
126-133 1219,678 1219,633 37 SBDC (K133)
126-133 1260,683 1260,623 48 SBC (K133), carbamylN-term)
126-133 1262,678 1262,639 31 SBDC (K133), carbamyl N-term)
126-133 1274,692 1274,642 39 SBC (K133), carbamidN-term)
126-133 1276,709 1276,655 42 SBDC (K133), carbamidN-term)
127-133 1102,637 1102,594 39 SBC (K133)
127-133 1104,647 1104,606 37 SBDC (K133)
127-133 1159,642 1159,615 23 SBC (K133), carbamidN-term)
127-133 1161,664 1161,631 28 SBDC (K133), carbamid N-term)
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Tab. X: Mittels MALDI-TOF/TOF-MS/MS identifizierte, an Lsin-, Serin- oder Tyrosinresten mit SBC und
SBDC modifizierte C2-Peptide in Abwesenheit desahiden B02; DTM: Dethiomethyl.

C2-Sequenz [M+HT exp [M+H] " carc Am [ppm] Bemerkung
1-22 2512,181 2512,135 18 SBC (S7), DTM (M5)
1-22 2514,203 2514,148 22 SBDC (S7), DTM (M5)
23-42 2476,285 2476,171 6 SBC (K39), carbamid. (C36)
23-42 2478,306 2478,187 48 SBDC (K39), carbamid. (C36)
24-42 2361,221 2361,144 33 SBC (K39), carbamid. (C36)
24-42 2363,228 2363,160 29 SBDC (K39), carbamid. (C36)
83-93 1693,963 1693,848 68 SBC (K88)
83-93 1695,987 1695,864 72 SBDC (K88)
83-93 1750,958 1750,870 50 SBC (K88), carbamid N-term)
83-93 1752,974 1752,886 50 SBDC (K88), carbamid.N-term)
89-97 1265,678 1265,657 16 SBC (K93)
89-97 1267,693 1267,673 16 SBDC (K93)
98-106 1441,647 1441,614 23 SBC (Y99/105)
98-106 1443,658 1443,627 21 SBDC (Y99/105)
98-106 1498,718 1498,632 57 SBC (Y99/105), carbamid. (C104)
98-106 1500,711 1500,648 42 SBDC (Y99/105), carbamid. (C104)
98-106 1541,677 1541,638 25 SBC (Y99/105), carbamid. (C104),
carbamyl N-term)
98-106 1543,679 1543,654 16 SBDC (Y99/105), carbamid. (C104), carbamy
(N-term)
126-133 1217,655 1217,621 28 SBC (K133)
126-133 1219,661 1219,633 23 SBDC (K133)
127-133 1102,608 1102,594 13 SBC (K133)
127-133 1104,625 1104,606 17 SBDC (K133)
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Tab. XI: An Lysinseitenketten mit Keto-NHS modifizierte ®2ptide ohne vorherige TCEP-Zugabe.

C2-Sequenz| [M+H[ep | [M+H]"cac | Am [ppm] Bemerkung
23-42 2240,134 2240,091 19 reduziert (C36)
43-55 1794,804 1794,802 1 Keto-NHS (K44), deanib2)
68-77 1519,865 1519,864 1 Keto-NHS (K76)
83-97 2086,038 2086,033 2 Keto-NHS (K88)
89-97 1265,656 1265,657 -1 Keto-NHS (K93)
98-106 1205,524 1205,530 -5 reduziert (C104)
98-106 1276,570 1276,567 Propionamid (C104)
118-125 1122,610 1122,606 4 Keto-NHS (K122)
126-133 1217,642 1217,621 17 Keto-NHS (K133)
127-133 1102,603 1102,594 8 Keto-NHS (K133)
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