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Kurzfassung

Bakterielle Infektionen stellen aufgrund von zunehmender Resistenzentwicklung immer noch
ein globales Gesundheitsproblem dar. Die Adhésion von Bakterienzellen, die im Kontext
bakterieller Infektionen steht, ist unter anderem von Kohlenhydrat-Protein-Wechselwirkungen
abhédngig. Diese finden zwischen bakteriellen Lektinen und Kohlenhydratbestandteilen der
zellspezifischen Glycokalyx statt. Fur die Untersuchung dieser Wechselwirkungen auf
molekularer Ebene wurden Typ-1-fimbriierte E. coli-Zellen bzw. deren adhasives Lektin FimH
als Modellsystem ausgewahlt. FimH steuert die Mannose-spezifische Adhasion der Bakterien
malgeblich. In dieser Arbeit galt es, diese molekularen Wechselwirkungen zwischen dem
Lektin FimH und Mannosylresten in Losung zu untersuchen und die Bindungstasche des
Proteins so zu modifizieren, dass der Prozess der Adhé&sion verhindert und photochemisch
kontrolliert werden kann. Fir die Realisierung dieses Projekts wurden drei verschiedene
Zielstellungen bearbeitet. Zum einen wurden verschiedene mono- und bifunktionelle
photolabile Mannosidliganden entworfen, mit Hilfe derer sich die Kohlenhydrat-
Bindungstasche des Lektins FimH markieren lasst. Fur das Ligandendesign wurden im Vorfeld
Computer-gestutzte Docking-Studien durchgefthrt, um Affinitat und Markierungspotential zu
beurteilen. Die vielversprechendsten Liganden wurden synthetisiert und in
Bestrahlungsexperimenten fir die Markierung von FimH eingesetzt. Zweitens galt es,
photoschaltbare Mannosidliganden mit Epoxidfunktion fir die kovalente Markierung von
FimH darzustellen. Eine inkorporierte photosensible Einheit sollte dabei die Inaktivierung bzw.
gezielte Aktivierung der Proteinfunktion durch photochemisches Schalten ermdglichen. Dazu
wurden verschiedene Liganden und ein Referenzligand entworfen, in Docking-Studien
optimiert und synthetisiert. Drittens wurde eine DMAP-vermittelte Ligationsstrategie genutzt,
um ein Azobenzolderivat am Eingang der Kohlenhydrat-Bindungstasche des FimH zu fixieren.
Durch cis/trans-Isomerisierung der Azobenzol-(N=N)-Doppelbindung lasst sich so der Zugang
zur Bindungstasche sterisch kontrollieren. Fir dieses Teilprojekt wurden verschiedene DMAP-
funktionalisierte Mannoside und unterschiedlich substituierte Azobenzolthioester benétigt, die
theoretisch untersucht und synthetisiert wurden. In biologischen Tests in Kombination mit
massenspektrometrischer Untersuchung konnte (ber die hier dargestellte Forschung das

bakterielle Lektin FimH erstmals chemisch spezifisch modifiziert werden.






Abstract

Due to an expansion of resistances, bacterial infections still pose a global health problem. The
adhesion of bacterial cells is important in the context of bacterial infection and is determined
by carbohydrate-protein interactions. These take place between bacterial lectins and
carbohydrate components of the cell-specific glycocalyx. For the study of these interactions in
molecular detail type 1 fimbriated E. coli cells and more precisly their adhesive lectin FimH
were selected as a model system. FimH significantly controls the mannose-specific adhesion of
the bacteria. The aim of this work was to investigate the molecular interactions between the
lectin FimH and mannoside residues in solution and to modify the binding site of the protein in
order to prevent and photochemically control the process of adhesion. Three approaches were
pursued for the realization of this goal. First, different mono- and bifunctional photolabile
mannoside ligands were designed in order to label the binding pocket of the lectin FimH. The
ligands were assessed in advance by computer-aided docking studies to estimate their affinity
and labelling potential. The most promising structures were synthesized and used in irradiation
experiments for FimH labelling. Secondly, the preparation of photo-switchable mannoside
ligands with an epoxide function was considered. An incorporated photo-sensitive unit allows
the inactivation or activation, respectivly, of the targeted protein function by photochemical
switching. Reactive ligands and a reference ligand were designed, optimized in docking studies
and synthesized. Thirdly, a DMAP-mediated ligation strategy was used to modify the entrance
of the binding site of FimH with an azobenzene derivative. By cis/trans isomerization of the
azobenzene-(N=N)-double bond the access to the active site can be sterically controlled. For
this sub project different DMAP-functionalized mannosides and different functionalized
azobenzene thioesters were required, which were theoretically investigated and synthesized.
Biological experiments in combination with mass spectrometric analysis proved that the herein
described research allowed the first site-specific modification of the bacterial lectin FimH.






Allgemeine Vorbemerkung zum Aufbau der Arbeit

Die vorliegende Arbeit beinhaltet drei Teilprojekte, wobei der wichtigste dieser Projektteile in
Kapitel 3.3 beschrieben ist. Die Einleitung in Kapitel 1 stellt allgemeingiltige Informationen
Uber das Thema der Dissertation zusammen. Im Ergebnisteil in Kapitel 3 beginnt jedes

Teilprojekt mit einer detaillierteren, auf die spezielle Thematik zugeschnittenen, Einleitung.

Alle massenspektrometrischen Experimente in den Kapiteln 3.1 und 3.3 wurden in Kooperation
mit T. OVERATH und T. KOUDELKA aus der Arbeitsgruppe THOLEY (Kiel) durchgefiihrt. Die
Oberflachenfunktionalisierung auf Gold (Kapitel 3.3.5) und die anschlieBende Messung der
bakteriellen Adh&sion wurde von J. SCHERR aus der Arbeitsgruppe TERFORT (Frankfurt)

vorgenommen.

Im experimentellen Teil (Kapitel 5) sind die Synthesevorschriften, die Durchfihrung der
theoretischen Arbeiten (mit jeweils einer kurzen Beschreibung der theoretischen Grundlagen)

sowie die biologischen Versuchsdurchfiihrungen enthalten.

Die meisten Massenspektren aus den biologischen Versuchen und alle Daten der
durchgefuhrten Rechnungen wurden im Anhang (Kapitel 6) zusammengestelit.
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EINLEITUNG

1 Einleitung

Chemie ist der Grundstein allen Lebens. Aus einfachen chemischen Verbindungen und
komplexeren biochemischen Makromolekilen sind alle Lebewesen aufgebaut, deren
Basiseinheit eine einzelne Zelle darstellt. Seit jeher sind Wissenschaftlerinnen auf der ganzen
Welt mit der Entschlusselung jeder Struktur, jedes molekularen Ablaufs, jeder Funktion und
Wirkweise beschaftigt. Nach der Aufklarung der Struktur der DNA durch WATSON und CRICK
im Jahr 1953 wurde 1966 der genetische Code aller Lebewesen entschliisselt. Diese
Meilensteine in der Wissenschaft ermdglichten es schlieBlich auch die Vorgénge der
Proteinbiosynthese auf molekularer Ebene zu verstehen. Zu jener Zeit wurden die Funktionen
von Kohlenhydratmolekilen in unserem Korper weitestgehend vernachlassigt und als nicht
wichtig angesehen. Dabei ist die Entschliisselung des ,Zuckercodes“? aufgrund der
strukturellen Vielfalt der Kohlenhydrate wohl eine der gréfiten Herausforderungen fir die
Naturwissenschaft. Allein die Vielfaltigkeit der verzweigten Strukturen von Oligosacchariden
ist kaum vorstellbar. Durch neue Synthese- und Analysemethoden ist die Glycowissenschaft in
den letzten Jahren entscheidend vorangekommen;®! und trotz allem: ,,Zucker sind die dunkle
Materie der Biologie“.[l Dieses Zitat von A. VARKI soll ausdriicken wie wenig wir bisher iiber
die Kohlenhydrate in unserem Korper wissen. Bei dem Stichwort ,,Zucker* denken die meisten
an SuRigkeiten, Energiegehalt, Ubergewicht oder auch an Karies. Doch diese Begriffe
beschreiben nicht anndhernd den Umfang der Funktionen und Auswirkungen, die
Kohlenhydrate in unserem Leben und besonders in unserem Koérper einnehmen. Sie sind an den
meisten zelluldren Prozessen entscheidend beteiligt und mehr als ,,nur* Energielieferanten. Sie
spielen unter anderem eine wichtige Rolle bei der Zellkommunikation, der Immunantwort, bei
Stoffwechselvorgangen, der Embryogenese und bei der Gewebeorganisation.®l Als
posttranslationale Modifikation von Proteinen kontrollieren sie deren Struktur, Funktion und
Dynamik. Auf supramolekularer Ebene jedoch sind die Funktionen der Kohlenhydrate und im
speziellen die Kohlenhydrat-Protein-Wechselwirkungen im Detail bisher nicht abschlielend
verstanden. Dabei kénnten diese Informationen auch die Erforschung und Bekdmpfung von
Krankheiten wie Infektionen und Krebs entscheidend voranbringen und den Weg freimachen
fur die Entwicklung neuer, effektiver Wirkstoffe und Therapien.



EINLEITUNG

1.1 Kohlenhydrat-Protein-Wechselwirkungen im Kontext der bakteriellen Adhéasion

Molekulare Erkennungsprozesse basieren fast immer auf Rezeptor-Ligand-Wechselwirkungen
und haben eine grofle Bedeutung fur das Zellgeschehen. Zell-Zell-Kommunikation und
Zelldifferenzierung sind dabei nur einige Beispiele fir biologische Prozesse, die durch
Interaktionen dieser Art gesteuert werden. [

Bei Wechselwirkungen auf der Zelloberflache ist meist die Glycokalyx (Abb. 1) involviert.[ 8]
Diese bis tber 100 nm dicke Kohlenhydratummantelung jeder eukaryontischen Zelle besteht
aus hochverzweigten Oligosaccharidstrukturen, die tber die Bindung an Proteine oder Lipide
in der Zellmembran verankert sind. Die Zusammensetzung der Glycokalyx ist zellspezifisch

und variiert je nach Entwicklungsstand oder ihrem pathologischen Zustand. Sie besitzt eine

hohe strukturelle Komplexitat, entsprechend ist ihre Funktion und Beteiligung an biologischen
Prozessen vielfaltig. Bisher konnten diese Zusammenhdnge noch nicht in vollem Umfang
erfasst werden. Spezifische Interaktionen zwischen den Kohlenhydraten der Zelloberflache und
Proteinen sind besonders facettenreiche und bedeutsame molekulare Wechselwirkungen. Die
in diesen Prozessen involvierten Proteine sind die sogenannten Lektinel*®! (lateinisch: legere =
sammeln, wéhlen); sie binden spezifisch Kohlenhydrate, besitzen aber weder enzymatische
Aktivitat noch Eigenschaften von Antikorpern.[**) In ihrer Struktur bergen sie mindestens eine
Kohlenhydrat-erkennende Doméne (engl.: carbohydrate recognition domain; CRD),*? an die
der spezifische Kohlenhydratligand gebunden wird. Obwohl die Affinitdt der
Kohlenhydratliganden zu den Lektinen normalerweise sehr schwach ist (mikromolare bis
millimolare Kp-Werte), steuern sie wichtige Prozesse im Korper. Sie findet man vor allem in
Pflanzen, aber auch Organismen kdnnen Lektine exprimieren. Viele Bakterien, insbesondere

Enterobakterien, konnen an die glycosylierte Zelloberflache von Erythrozyten mit Hilfe von

2



EINLEITUNG

Lektinen adhérieren. Fast immer ist diese Fahigkeit mit dem VVorkommen haarartiger, multipler
Proteinstrange assoziiert, welche in der &ufleren Membran der Zellwand Gram-negativer
Bakterien verankert sind. Eine adhasive Untereinheit am &ueren Ende der Strange vermittelt
die Kohlenhydrat-Lektin Bindung an die glycosylierte Zelloberflache. Gram-negative
Bakterien exprimieren einige hundert dieser adhdsiven Organellen auf ihrer Oberflache. VVon
den sogenannten Fimbrien (auch Pili genannt) sind verschiedene Typen mit unterschiedlichen
Kohlenhydrat-Spezifitaten klassifiziert. In Escherichia coli (E. coli)-Bakterien sind vor allem
Typ-1-Fimbrien wichtig, die fir -D-Mannose spezifisch sind. Daneben sind aber auch P-, S-
und G-Fimbrien auf der Bakterienoberflache prasent, die ihrerseits Gal 1,4Gal,
NeuSAc 2,3Gal bzw. GalNAc binden.[*®l Durch die Fimbrien wird die Kohlenhydrat-
spezifische Adhésion der Bakterien an die Zelloberflache sowie die Zellagglutination
ermdoglicht. Die Glycokalyx schafft damit die VVoraussetzung fir die Kolonisation der Bakterien
auf der Zelloberflache. Bildet sich ein sogenannter Biofilm!*4 auf den Zellen, kann eine fiir
beide Seiten vorteilhafte Symbiose zwischen Mikroorganismus und Wirt entstehen. E. coli-
Bakterien beispielsweise produzieren das Vitamin K im Dickdarm. Befallen diese oder andere
Mikroorganismen jedoch ein nicht vorhergesehenes Habitat oder sind die Bakterien genetisch
nur leicht verandert, kann aus dem Nutzen ein Schaden entstehen, der sich unter anderem durch
Entziindungen, Zelltod oder unkontrolliertes Zellwachstum zeigen kann.'®!  Bakterielle
Infektionen stellen immer noch ein globales Problem fiir die Gesundheit dar.[*®! So sind die

uropathogenen E. coli- (UPEC) Bakterien fur bis zu 90 % aller Harnwegsinfektionen

Abb. 2: TEM-Aufnahme eines E. coli-Bakteriums, die besonders gut die fadenférmigen Fimbrien des Bakteriums
darstellt.t"]

verantwortlich. Zwar kodnnen die meisten Infektionen durch Bakterien mit Antibiotika

behandelt werden, die Resistenzentwicklung aber stellt inzwischen ein zunehmend grof3es
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Problem dar, so dass dringend neue Strategien zur Behandlung bakterieller Infektionen und
ihrer Vorbeugung bendtigt werden. Dazu ist es allerdings wichtig, die Mechanismen der
bakteriellen Adhdsion im Zusammenhang mit der Glycokalyx-Struktur genau zu verstehen und
die entsprechende Lektin-Kohlenhydrat-Wechselwirkung auf supramolekularer Ebene

aufzuklaren.

1.2 Das Lektin FimH

Bei den uropathogenen E. coli-Bakterien sind besonders die Typ-1-Fimbrien fir die bakterielle
Virulenz von Bedeutung.[*"! Diese Organellen bestehen aus Hunderten einzelner FimA-Protein-
Untereinheiten und einer Spitze, welche sich aus den Proteinen FimF und FimG sowie dem
Lektin FimH™® zusammensetzt (Abb. 3). Die Biosynthese der Fimbrien verlduft iiber den so
bezeichneten chaperone-usher pathway.*®! Die einzelnen Fim-Proteine (FimA, FimF, FimG

und FimH) gelangen dabei zun&chst in nicht gefalteter Struktur in das Periplasma des

+ Tips fibrillurn

Pilus rod
{500-3,000 FimA subunits)

Cytoplasm

Abb. 3: Schematische Darstellung der Biosynthese der Typ-1-Fimbrien von E. coli-Bakterien.[*"!

Bakteriums, wo jedes von ihnen einen Komplex mit dem chaperone-Protein FimC bildet. Diese

Komplexierung lost die korrekte Faltung der Proteine aus. Durch die Wechselwirkung des

4
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Komplexes mit dem usher-Protein FimD, welches in der dulReren Membran (OM) lokalisiert
ist, 16st sich das Fim-Protein aus dem Komplex und wird in die Fimbrie eingebaut. An den
Spitzender 0.1-2 m langen und ungeféhr 7 nm dicken Fimbrien befindet sich das Lektin FimH,
welches -D-Mannoside erkennen und binden kann und somit fur die bakterielle Adhé&sion der
Bakterien an die Glycokalyx entscheidend ist. Das Lektin ist aus insgesamt 279 Aminosauren
aufgebaut und hat eine Masse von 29 kDa. Es besteht aus zwei Domaénen, der N-terminalen
Lektin-Doméne FimH_ (AS 1-156), welche die CRD enthalt und der C-terminalen Pilindomane
(AS 160-279) FimHp, welche die adhdsive Einheit in den Pilus verankert. Lektine mit zwei
Domanen sind in LOsung nur stabil, wenn die C-terminale Pilus-Doméne mit Proteinen
abgesittigt ist. Daher konnte die Struktur von FimH erst 1999121 gelst werden, als es im

Komplex mit dem chaperone-Protein FimC kristallisiert wurde. Durch die Kristallisation von

Abb. 4: Kristallstruktur von FimH. Links: Ribbon-Darstellung des kristallisierten FimH, welches durch die
Komplexierung mit FimC stabilisiert ist. Mitte: FimH-Bindungstasche im Komplex mit p-Nitrophenyl- -D-
mannopyranosid. Rechts: Connolly-Darstellung®?? des FimH ohne FimC; am oberen Ende der Struktur ist die

Bindungstasche (CRD) zu sehen. Die Bilder wurden mit Maestrof?®! aus dem Schrodinger-Programmpaket erstellt.

Lektinen zusammen mit ihren Liganden kann ein Einblick in die molekularen Details der
Kohlenhydrat-Erkennung  geschehen.”l  Mit Hilfe von Kristallstrukturen kénnen
Wasserstoffbriickenbindungen sowie einzelne Wassermolekile oder lonen, die an dem
Bindungsprozess beteiligt sind, genauestens untersucht werden. Aus der Struktur des FimH
wird deutlich, dass sich -p-Mannosylliganden gut in die CRD einfligen. In der tiefen und

negativ geladenen Bindungstasche bildet die Mannose mit ihren Hydroxygruppen insgesamt

5
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neun Wasserstoffbriickenbindungen mit den hydrophilen Aminoséduren sowie einem
Wassermolekul innerhalb der CRD aus. Inshesondere sind die Aminosauren PHE1, ASP47,
ASP54, GLN133, ASN135 und ASP140 an der Komplexierung beteiligt. Ein -orientiertes
Aglycon am Kohlenhydratliganden ragt aus der Bindungstasche heraus und kann seinerseits
durch zusatzliche Wechselwirkungen mit der Proteinoberflache die Bindungsaffinitat zum Teil

erheblich steigern.

ASN135

GLN133

Abb. 5: Darstellung der Komplexierung von Methyl- -D-mannopyranosid in der FimH-Bindungstasche. Das
Saccharid bildet Wasserstoffbriickenbindungen zu sechs verschiedenen Aminoséuren in der Bindungstasche sowie
auch zu einem Wassermolekil aus, welches sich tief in der Bindungstasche befindet. Das Bild wurde mit

Maestro®! aus dem Schrédinger-Programmpaket erstellt.

Insbesondere hydrophobe Wechselwirkungen des Aglycons mit den beiden aromatischen
Seitenketten der Aminosauren TYR48 und TYR137 starken die Bindung des Liganden in
hohem Mal. Vergleicht man beispielsweise die Dissoziationskonstanten von -D-Mannose
(Kp =2.3 uM) und p-Nitrophenyl- -D-mannopyranosid (Kp = 44 nM) ergibt sich fir den
Liganden mit aromatischem Aglycon eine um den Faktor 1000 verbesserte Affinitét. Die beiden
Tyrosinreste flankieren den Eingangsbereich der CRD, weshalb man in diesem Zusammenhang
von einem Tyrosin-Tor spricht (Abb. 6). Zwei verschiedene FimH-Kristallstrukturen machen

die Dynamik des Tyrosin-Tors deutlich. Diese Aminosduren-Seitenketten sind flexibel, sie
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stehen in der einen Struktur weit voneinander entfernt und in der anderen zueinander gewandt.
Entsprechend wird von einem offenen bzw. geschlossenen Tyrosin-Tor gesprochen(”l (im

Folgenden als open gate und closed gate bezeichnet).

Konformationen des Tyrosin-Tores

Lopen gate“ ,closed gate”

- - o 921

—

Abb. 6: Aus den Kristallstrukturen von FimH sind zwei Konformationen fir die Tyrosinreste TYR48 und TYR137
bekannt. In der Kristallstruktur mit dem PDB-Code 1KLF?® stehen die beiden Aminosduren in einem Abstand
von 9.21 A voneinander entfernt, wohingegen sie in der Kristallstruktur mit dem PDB-Code 1UWF2! mit 5.61 A
Abstand dichter zusammen stehen. Man spricht in diesem Zusammenhang von einer open gate- bzw. closed gate-

Kristallstruktur. Das Bild wurde mit Maestrol®3 aus dem Schrédinger-Programmpaket erstellt.

In Abb. 7 sind die Aminoséuren benannt, die den Eingangsbereich der CRD bilden. Aufféallig
ist ihre ausgepragte Lipophilie; der sogenannte ,,hydrophobe Grat“, der von den Aminosduren
ILE13, ILE52, PHE142 zusammen mit den Tyrosinresten TYR48 und TYR137 gebildet wird.
Dieser ,,zwingt“ den Kohlenhydrat-Liganden in eine Konformation, welche die polaren
Interaktionen mit den dagegen hydrophilen Aminosduren in der Bindungstasche vereinfachen.
Kristallstrukturen liefern wertvolle Informationen Uber die Wechselwirkungen zwischen
Rezeptor und Ligand, kénnen aber ber die Dynamik des Bindungsvorgangs in wassriger
Loésung, insbesondere Uber das Gleichgewicht zwischen Assoziation und Dissoziation wenig
Aufschluss geben. Die Untersuchung der Kohlenhydrat-Protein-Wechselwirkungen in Losung
konnte daher noch zusatzliche Informationen Gber den Bindungsprozess bereithalten, welche
durch die Kristallisation verborgen bleiben. Deshalb ist es fiir das vollumfassende Verstandnis
dieser molekularen Wechselwirkungen wichtig, Methoden zu entwickeln, die es erlauben, die
Dynamik von Protein-Ligand-Wechselwirkungen in L6sung zu untersuchen. In diesem

Zusammenhang spielt die Modifizierung von Proteinen eine wichtige Rolle.
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Abb. 7: Ausschnitt von FimH im Komplex mit p-Nitrophenyl- -D-mannopyranosid. Der ,,hydrophobe Grat*
bestehend aus den Aminosduren ILE13, TYR48, ILE52, TYR137 und PHE142 zwingt den Kohlenhydratliganden
in die bindende Position. Der dargestellte Ligand tragt im Aglycon einen aromatischen Rest, welcher durch die
Ausbildung von - -Wechselwirkungen mit den Tyrosinresten die Bindung verstérkt. Das Bild wurde mit

Maestro®! aus dem Schrédinger-Programmpaket erstellt.

1.3 Methoden zur selektiven Proteinmodifizierung

Proteinmodifizierungen!?”34 sind ein wertvolles Werkzeug in der Biologischen Chemie. Sie
ermoglichen die Untersuchung und die Veranderung von Proteinfunktionen. Das dabei erlangte
Verstandnis und die Mdéglichkeit Proteinfunktionen zu kontrollieren bietet eine Vielzahl von
Anwendungen in der Biologischen und der Medizinischen Chemie. In diesem Zusammenhang
ist erforderlich, dass die Modifizierung durch synthetische Proben eine Selektivitat in Bezug
auf das adressierte Protein und die Markierungsposition hat und, dass die Anzahl der markierten
Positionen kontrolliert werden kann. Sehr vereinfacht betrachtet sind Proteine gefaltete
Makromolekiile, die eine Vielzahl von nukleophilen Funktionen auf ihrer Oberflache tragen.
Von diesen natlrlichen Aminoséureresten werden vor allem die Thiolfunktion von Cystein-
sowie die -Aminogruppe von Lysin-Bausteinen fur eine Proteinmodifikation adressiert.
Cystein kommt dabei relativ selten auf der Proteinoberflache vor. Klassische Reaktionen fur
die Modifizierung von Cystein sind Alkylierungsreaktionen mit -
Halogencarbonylverbindungen oder Michael-Akzeptoren (Abb. 8).
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Abb. 8: Darstellung einer klassischen Methode und einer modernen Methode nach DAvisPd fir die
Funktionalisierung von Cysteinseitenketten in einem endogenen Protein. a) klassische Alkylierungsreaktion von
Cystein mit einer Halogencarbonylverbindung; b) moderne zweistufige Reaktion von Cystein: Zuerst reagiert
Cystein mit O-Mesitylensulfonylhydroxylamin zum Dehydroalanin, anschlieend folgt die Modifizierungsreakti-

on mit einem Thiol.

Die -Aminogruppe von Lysinseitenketten kann dagegen unter anderem mit aktivierten Estern,
Sulfonylchloriden oder Isothiocyanaten reagieren. Inzwischen wurden neben diesen
klassischen auch zahlreiche neue Methoden zur Modifikation von Cystein- und Lysin-
Bausteinen entwickelt. Im Jahr 2008 publizierten DAvIS et al. eine Reaktion, die Cystein in
zwei  Schritten  modifiziert.®2  Dabei reagiert das Cystein zuerst mit O-
Mesitylensulfonylhydroxylamin zum Dehydroalanin; dieses reaktive Zwischenprodukt kann
nun weiter modifiziert werden, zum Beispiel in einer Michael-Reaktion mit Thiolen®? oder
einer Olefin-Kreuzmetathese mit Allylsulfiden.*® Lysinseitenketten konnen, wie von FRANCIS
und MCFARLAND berichtet, durch Iridium-katalysierte, reduktive Alkylierungsreaktionen

funktionalisiert werden.[34
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Abb. 9: Beispiele fir Modifizierungsreaktionen von Lysin. 1) Klassische Reaktion einer Aminofunktion mit

Isothiocyanat;®3 11) moderne Lysinmodifizierung nach FRANCIS®® durch eine Iridium-katalysierte, reduktive
Alkylierungsreaktion.

BARBAS |11 et al.*®! erweiterten die Moglichkeiten der zu adressierenden Aminosauren durch
die Entwicklung einer sehr spezifischen und effizienten Ligationsmethode fur Tyrosinreste.
Durch die Aciditat des Wasserstoffatoms der Hydroxygruppe und der En-dhnlichen Struktur
des Phenols kdnnen Diazocarboxyamide das Tyrosin in einem der Click-Reaktion dhnlichen
Reaktionsmechanismus in ortho-Position modifizieren (Abb. 10).

Protein- Protein-
oberflache oberflache

Abb. 10: Darstellung einer spezifischen Tyrosin-Ligationsreaktion (TLR) nach BARBAS I11.16-371 Tyrosin reagiert
in einem der En-Reaktion &hnlichen Mechanismus mit einem cyclischen Diazocarboxyamid wie 4-Phenyl-3H-
1,2,4-triazol-3,5(4H)-dion (PTAD). Nach der Rearomatisierung entsteht das in ortho-Position markierte Tyrosin-
Kupplungsprodukt (rechts).

10
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Trotz der Effizienz dieser Reaktionen ist ihre Anwendung begrenzt und nicht immer selektiv,
besonders flr die Anwendung in einem biologischen System. In diesem Zuge wurden eine
ganze Reihe chemoselektiver Reaktionen fur Biomolekile entwickelt. Dabei wird eine
unnatiirliche Aminosaure, welche eine funktionelle Gruppe trégt, die eine chemoselektive
Reaktion eingehen kann, selektiv in ein Protein eingebaut. In Abb. 11 sind einige unnatirliche
Aminosdauren abgebildet, die fir Proteinmodifizierungen verwendet werden. In den
Seitenketten tragen sie bioorthogonale Gruppen wie Azide, Alkine, Halogenide oder
Carbonylfunktionen, welche zum Beispiel durch eine Staudinger-Ligation,*® eine Kupfer-

katalysierte Azid-Alkin-Reaktion®® oder eine Suzuki-Miyaura-Reaktion adressiert werden

konnen.
| |
N3 /EO/ /ﬁ?\
HzN/C:OOH H,N COOH  H,N COOH HoN COOH
Aha Hpg p-IF Onv

Abb. 11: Strukturformeln einiger unnatirlicher Aminosauren, welche bioorthogonale funktionelle Gruppen tragen

(Aha = Azido-homo-alanin, Hpg = Homo-propylglycin, p-IF = p-lodphenylalanin, Onv = Oxonorvalin).

Alle diese Methoden erfordern eine genetische Manipulation der Proteine. Methoden, welche
die Modifizierung eines endogenen Proteins ermdglichen sind ndher an einem naturlichen,
biologischen System und konnten fur zukilnftige medizinische Anwendungen interessant
sein.*% AuRerdem ist die Bandbreite der synthetischen Molekiile, die durch posttranslationale
Methoden eingefuhrt werden konnen, groRer. In den frihen 1960ern wurden erstmals
affinitatsbasierte Methoden fiir die selektive Markierung endogener Zielproteine verwendet.[*-
431 Dabei tragt der spezifische Ligand die reaktive Gruppe, die das Protein markiert. Anfangs
wurden in diesem Zusammenhang vor allem funktionelle Gruppen wie Diazirine, Phenylazide
und Benzophenone fiir photoaktivierbare Derivatisierungen verwendet, deren chemische
Struktur vielfach optimiert wurde.[* Aufgrund von oft zu geringen Ausbeuten,*®! verursacht
von der kurzen Lebenszeit der reaktiven Zwischenstufen, wurde aber immer wieder nach
alternativen funktionellen Gruppen fur die selektive Modifizierung von Proteinen gesucht,

welche die Effizienz dieser ansonsten wertvollen Methode weiter erhéhen (Abb. 12).

11
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Abb. 12: Reaktive Gruppen flr die (Photo)affinitats-basierte Markierungsmethode von Proteinen.

SaMmEs et al.l*®! fiihrten in diesem Zusammenhang ein neues Reagenz fiir die affinititsbasierte
Markierung ein. Eine Epoxidfunktion vereint die bendtigte Stabilitdt und Reaktivitat in der
Proteinumgebung fir eine erfolgreiche Markierung. Durch die Verbindung der reaktiven
Gruppen mit den Liganden ist die Markierung selektiv, jedoch wird durch die Fixierung des
Liganden an der Proteinoberflache nach erfolgter Markierungsreaktion die Funktion des
Zielproteins meist inaktiviert. Dadurch sind einige Anwendungen wie die Echtzeit-
Untersuchung von Proteinaktivitaten limitiert. HAMACHI et al. haben diesen Punkt aufgegriffen
und einige spurlose Markierungsreaktionen®” fiir Proteine entwickelt, welche die
Proteinfunktion nach der Modifizierung nicht beeintrachtigen. Diese Reaktionen konnen
generell in zwei unterschiedliche Typen eingeteilt werden (Abb. 13). Bei Reaktionen vom Typ-
I ist der Ligand mit einer sogenannten Sollbruchstelle ausgestattet. Durch eine Austausch- oder
Spaltungsreaktion kann eine beliebige Verbindung an das Protein gebunden werden, woraufhin
der Ligand wieder freigesetzt wird. Bei Reaktionen vom Typ-ll dagegen kommt ein
Organokatalysator in Form eines Liganden zum Einsatz, der das funktionale Molekiil, welches
das Protein modifizieren soll, zundchst durch die Ausbildung eines hochreaktiven Intermediats

aktiviert. Anschlielend ist das Protein kovalent markiert und der Ligand wird freigesetzt.

12
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Abb. 13: Spurlose Affinitdtsmarkierungen. 1) Markierung durch Austausch- oder Spaltungsreaktion; II)

Markierung durch organokatalysierte Ligation.

Zunachst wurden Liganden mit Sollbruchstellen wie Disulfid- oder Hydrazonlinkern versehen.
Aufgrund fehlender Bioorthogonalitdt der Spaltungsreaktionen wurde der Gedanke
weiterentwickelt und schlieRlich die Ligand-gesteuerte ,, Tosyl“-Chemie (LDT-Chemie)“&-4]
eingeflhrt (Abb. 14). Die sogenannte ,, Tosyl*-Gruppe, die eigentlich ein Phenylsulfonatlinker
ist, fungiert in dieser Methode sowohl als Linker zwischen dem Liganden und dem Molekiil,
welches an das Protein gebunden werden soll, als auch als reaktive Gruppe, welche die
Konjugation ermdglicht. Der Phenylsulfonatrest wird in einer Sn2-Reaktion von einem
nukleophilen Aminosdurerest der Proteinoberfliche angegriffen, wodurch das Molekul
gebunden und der Ligand freigesetzt wird. Diese Methode eignet sich fur eine Vielzahl
endogener Proteine und ist auch im zelluldren Kontext zumeist anwendbar. Eine alternative
Methode ist die Ligand-gesteuerte Acylimidazol (LDAI)-Chemie,® mit deren Verwendung es
gelang einen Folséurerezeptor auf einer Zelloberflache zu markieren. In diesem speziellen Fall

erwies sich die LDT-Methode als nicht effizient genug.

13
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Abb. 14: Prinzipien der Ligand-gesteuerten , Tosyl“(LDT)- und Acylimidazol (LDAI)-Chemie. Der in der
Bindungstasche gebundene Ligand wird durch einen nukleophilen Angriff eines Aminosdurerestes von der

Proteinoberflache gespalten. Die Probe wird kovalent an das Protein gebunden und der Ligand wieder freigesetzt.

Diesen Methoden verwandt ist ein weiterer Ansatz von HAMACHI et al.bY, bei dem die
Verwendung eines Organokatalysators, gebunden an einen Liganden, die Markierungs-reaktion
initiiert. 4-Dimethylaminopyridin (DMAP) ist ein bekannter Acyltransfer-Katalysator in der
organischen Synthese. Die Arbeitsgruppe entwickelte sogenannte affinitatsgesteuerte DMAP-
Katalysatoren, bestehend aus einer DMAP-Teilstruktur und einem Liganden, welcher selektiv

an das Zielprotein bindet.
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Abb. 15: Die Methode der DMAP-katalysierten Markierungsreaktion funktioniert in zwei Schritten. Der
Affinitatskatalysator wird in der Bindungstasche vorpositioniert. Dort reagiert dieser mit einem Thioester und

aktiviert diesen somit fiir die Acyltransferreaktion mit einem proteinogenen nukleophilen Aminosaurerest.
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Somit wird die Acyltransferreaktion eines Thioester-funktionalisierten Molekuls in der N&he
der Bindungstasche des Proteins vereinfacht (Abb. 15). Den Erfolg dieser Methode
demonstrierten HAMACHI et al. mit einer Vielzahl von Lektinen wie Congerin Il (Conll),
Concavalin A (ConA) und Weizenkeim-Agglutinin (WGA).[5?]

Das T