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1 Einleitung

1.1 Proteasen

1.1.1 Allgemeines

Geschichte und Entwicklung der Enzymologie sind maitgder Entdeckung der ersten
Proteasen verknupft. 1833 wurde der aus Malzlbésusglierte Amylase-
Enzymkomplex von Jean-Francois Persoz und AnselyerPamit dem Begriff
,Diastase* (vom griechischenliastasis Sonderung) belegt Wilhelm Friedrich
Kihne ersetzte diesen Ausdruck 1877 durch das W#orzym*“ (vom griechischen
en zymein Sauerteid *. AuRerdem wurde eine in Verdauungssaften gefundene
Substanz mit der Fahigkeit Proteine zu abzubauechibeben, die als ,Trypsin®
bezeichnet wurde. Mit diesem Ereignis wurde einaienéira der Forschung
eingelautet, die sich der Isolierung, Reinigung whaikturellen Charakterisierung
dieser neuartigen biologischen Katalysatoren wigmEtne Vielzahl proteolytischer
Enzyme wurde nicht nur in Verdauungsséaften, sondeah in anderen menschlichen
Seren und Geweben, sowie in Tieren, Pflanzen udddrganismen entdeckt. Einen
Uberblick tiber die Geschichte der Proteasen bidtet)bersichtsartikel von Barrétt
Mittlerweile existiert eine imposante Ansammlungalkber Daten Uber Strukturen,
katalytische Mechanismen und Inhibition einer naheaiiberschaubaren Menge von
Proteasen. Etwa 500 bis 600 Proteasen wurden imamem Genom gefundéh
Tatsachlich wird in Lehrblichern der Biologie dienktion von Enzymen der

Anschaulichkeit halber meist am Beispiel von Pre¢geerklart.

Proteasen (auch als Peptidasen oder Peptidhydndiezeichnet) bewerkstelligen die
Spaltung von Peptidbindungen durch Hydrolyse. Teilin sie in verschiedene
Klassen ein, so kann dies nach ihrem Spaltungsmader dem Spaltmechanismus
geschehen. Aus der ersten Darstellungsweise ergaiEn die Klassen der
Endopeptidasen, welche inmitten eines Substratiespaund Exopeptidasen, die
einzelne Aminosauren oder kurze Peptide von demiherder Substrate entfernen.
Letztere kbnnen in Carboxy- und Aminopeptidasemgetieilt werden, je nachdem an

welchem Ende der Aminosauresequenz die Spalturtgteibie zweite Einteilung



unterscheidet Proteasen nach ihren katalytischentrete in Serin-, Cystein-,
Aspartat-, Threonin- und MetalloproteaSerErst kiirzlich wurde ispergillus niger
var. macrosporus eine Protease entdeckt, welche einen Kkatalytiskhivea
Glutaminsaurerest besifZt Barrett filhrte 1979 eine formelle Unterteilung,én der
evolutiondr weitlaufig verwandte Proteasen in Klagsgruppiert werden, die
wiederum in Familien n&her verwandter Enzyme uetlérsind. Diese Unterteilung

wurde bis heute beibehalten und wird fortlaufendneue Mitglieder erweitéft'?.

Da Proteasen urspriinglich in VerdauungssekreterQavwikebshomogenaten entdeckt
wurden, waren sie lange Zeit gangiger Lehrmeinumiglge ausschliel3lich an der
~-Entsorgung“ von Proteinen beteiligt. Mit der Entilang von Zymogenen und der
Aufklarung der Blutgerinnungskaskade anfangs dereiten Halfte des
20. Jahrhunderts wurde jedoch offensichtlich, dagezifische und limitierte
Proteolyse zu den meisten fundamentalen biologmsdiechanismen beitragt und
eine wichtige Rolle in deren Regulation spielt. tMitweile ist bekannt, dass
Proteasen entscheidende Bedeutung in vielen bsabgn Prozessen wie zellularer
Entwicklung, Morphogenese, intrazellularer Sigradsduktion, Befruchtung,
Blutgerinnung, Zellteilung, -migration und -wachstu Transkriptionskontrolle,

Apoptose und der Aktivierung von Zytokinen und Wstaimsfaktoren zukommit.

Da die proteolytische Prozessierung von Proteirisaties im Gegensatz zu anderen
posttranslationalen Modifikationen irreversibel , iginterliegen Proteasen unter
physiologischen Bedingungen strikten Regulationsraeismen. Tatséchlich werden
die meisten Proteasen zunéchst in Form inaktivemdfyene synthetisiert, die
wiederum auf spezifische Signale hin aktiviert veerdDies kann durch limitierte
Proteolyse und/oder konformationelle UmwandlungachnBindung von Cofaktoren
oder dem Entfernen von Inhibitoren geschehen. Diest&nz solcher endogener
Inhibitoren, welche teilweise spezifisch fir ihrewgilige Zielprotease sind, stellt
einen wichtigen Schutzmechanismus vor unerwinsghntgeolytischer Aktivitat dar.
Zusatzlich wird die Aktivitdt der meisten Proteasimrch ihre starke Abhéngigkeit
von den Bedingungen in ihrer Umgebung begrenztrtidiespielen Faktoren wie der
umgebende pH-Wert oder die Konzentration bestimmienen, sowie die

Lokalisierung innerhalb eng abgegrenzter Zellkormpente wie zum Beispiel
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Lysosomen oder Umgebungen wie der extrazellulareatri¥ die entscheidende
Rolle. Viele Proteasen werden nur in bestimmten €émm oder Korperflissigkeiten

exprimiert, eng gekoppelt an ihre physiologischakion.

Mangelnde Regulation der Proteolyse bringt meisheerende Konsequenzen mit
sich. So kann unphysiologische Proteaseaktivitiioahe Entwicklung bereits im
Embryonalstadium verursachen und zudem eine gro8kl Achwerwiegender
Krankheitsbilder hervorrufen. Die Mechanismen ddektion sowie der Vermehrung
vieler pathogener Organismen, wie mehr- und eilgegllParasiten, Pilze, Bakterien
und Viren, basieren ebenfalls auf der Wirkung vaotéasen oder aber auf der
Inhibition wirtseigener Proteasen. Daher stellewadd humane als auch parasitéare
Proteasen interessante Ziele fir therapeutische arBimgen dar. Die
Erfolgsgeschichte von Captopril und verwandten A@libitoren zur Behandlung
von Bluthochdruck und die Verwendung von HIV-Pret@emmstoffen zur
Unterstitzung der Therapie HIV-infizierter Patienteseien hier als Beispiele
angefuhrt. Im Licht solcher Errungenschaften wirg¢ @edeutung fortgesetzter
Forschungstatigkeit auf dem Gebiet der Proteasdnhrer Inhibitoren deutlich. Die
vorliegende Arbeit befasst sich mit der Entwicklusgezifischer Inhibitoren fur

papainahnliche Cysteinproteasen, einer wichtigers$@ regulatorischer Enzyme.

1.1.2 Cysteinproteasen

Peptidasen, deren katalytische Wirkung auf der Asénire Cystein basiert, werden
in die Familie der Cysteinproteasen (auch als $diyl- oder Thiolproteasen
bezeichnet) eingruppiert. In allen Cysteinproteasmd die drei Aminoséauren der
katalytischen Triade, Cystein, Histidin und Aspamakonserviert. CyS und His>®
bilden ein von AsH® (Papain-Nummerierung) Uber eine Wasserstoffbriicke
stabilisiertes lonenpaar. Wahrend der Peptidspgtuird aus dem Cystein-Thiol und
dem Carbonyl der zu spaltenden Peptidbindung dmhedrales Zwischenprodukt
gebildet, welches durch das sogenannte Oxyaniooeh-lauf der Oberflache der
Protease stabilisiert wird. Nach Abspaltung degi@iinalen Teils des Substrats wird
das nun als Thioester vorliegende Enzym durch Hyseoregeneriert, wobei erneut

eine tetrahedrale Zwischenstufe durchschritten ygiehe Abbildung 1).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung des katalytchen Mechanismus der Cysteinproteasen

Im Hinblick auf ihre evolutionare Entwicklung werdeCysteinproteasen in sieben
Klans unterteilt, welche insgesamt {iber 40 Famikenhalted' Yl Klan CA, die

grofte Untergruppe der Cysteinproteasen, umfasstPabteasen, die strukturelle
Homologie mit Papain aufweisen. Sieht man von deitreichenden Unterschieden
innerhalb des Klans ab, ist allen Mitgliedern dieulstur der katalytischen Einheit
gemein. Diese ist in einer Einbuchtung zwischeni 2dmmanen gelagert, die jeweils
einen Teil der Kkatalytischen Domane enthdlten Die papainghnlichen
Cysteinproteasen sind weiter in Familie CO1 (Cathreg) und CO02 (Calpaine)
unterteilt. Im folgenden Abschnitt werden die Catkiae naher betrachtet, den

Calpainen ist ein eigener Abschnitt gewidmet (si&l33

Tabelle 1: Klans der Cysteinproteasef”

Klan Stammenzym

CA Papain

CD Caspase-1

CE Adenain

CF Pyroglutamylpeptidase |
CH Hedgehog Protein

CL Sortase B

C- nicht zugeordnet



1.2 Cathepsine

Die nach dem griechischen Wdadthepsdir ,verdauen“ benannten Cathepsine sind
eine Familie ubiquitar verbreiteter Proteasen. Miwlieder konnten in allen Tieren
und Pflanzen identifiziert werden, homologe Enzyeméstieren sogar in Einzellern,
Bakterien und Vireti®l. Bisher wurden elf humane Cystein-Cathepsine (B;,dH, L,

K, O, S, V, X und W) auf DNA-Ebene identifiziertnd bis auf Cathepsin O und W
mittels Rontgenstrukturanalyse charakteriSieff! Bei den humanen Cathepsinen D,
E, A und G handelt es sich um Aspartyl-, beziehwayse Serinproteasen, die hier

nicht weiter behandelt werden sollen.

1.2.1 Struktur

Allen Cystein-Cathepsinen (im Weiteren als ,Catliegsbezeichnet) ist gemeinsam,
dass sie aus einem aus 10 bis 20 Aminosauren beskeh Signalpeptid, einem
Propeptid und einer katalytischen Domane besteh&e besitzen ein
Molekulargewicht von 22-28 kDa, mit Ausnahme desateeren Cathepsin C mit
einem Molekulargewicht von 200 kB3 Die Propeptide variieren in Ihrer Lange
zwischen 36 Aminosauren in humanem Cathepsin X 3@l in Falcipain-1, aus
Plasmodium falciparumDas Propeptid verlauft hierbei in umgekehrtere@tierung
der Substrat-Bindung in gestreckter Konformationctduden katalytischen Spalt und
blockiert die katalytische Aktivitat der Proteagebei der katalytische Spalt bereits
korrekt formiert ist. Auch nach ihrer Abspaltungnk@n die Propeptide als hochaffine
reversible Inhibitoren eine vorzeitige Aktivierudgr Protease verhindér¥", wobei
ihre Spezifitat in manchen Fallen auf die gesanaimife der Cathepsine ausgedehnt
ist, so dass auch verwandte Enzyme inhibiert wérdéfy 22 Zusatzlich zu ihrer
inhibitorischen Funktion konnen die Propeptide eitse Art Gerust die Faltung der
katalytischen Doméane unterstiit?8?” oder als Chaperone den Transport des

Proenzyms in das endosomal-lysosomale KompartiomgetstiitzeR® 2.

Die katalytischen Doménen dieser papaindhnlichestdlyproteasen bestehen aus
etwa 220 bis 260 Aminosauren, mit der Ausnahmegemparasitarer Proteasen,
deren zusatzliches C-terminales Fragment vermutiech der Erkennung der
Wirtsproteine beteiligt i§€. Generell ist die dreidimensionale Struktur allemanen
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Cathepsine, bestehend aus einer L- (@ft) und R-Doméne (furright) sehr
ahnlicH*. Cys® (Papain-Nummerierung) des aktiven Zentrums befiség in der
L-Domane, wahrend Hi2’ der katalytischen Triade in der R-Domane lokatisigt.
Das katalytisch aktive C§ist in eine stark konservierte Sequenz, CB8ES,
eingebettet, ahnlich wie die beiden anderen Amim@sé der katalytischen Triade.
Der K, der katalytischen Thiolgruppe betragt etwa 2,333,5Auch in anderen
Regionen weisen die Mitglieder der Familie einemdro Grad an Homologie auf.
Insgesamt sind die Bindungsstellen der Cathepsicat oesonders ausgepragt
strukturiert. Nur S2, S1 und S1’ bilden definiefiaschen aus, wahrend S4, S3, S2’
und S3' eher Bindungsareale darstéffén

Abbildung 2: Bander-Darstellung der Strukturen von Cathepsin L (links) und Procathepsin L
(rechts). Die Proteasedoménen sind jeweils blau, sld&ropeptid rot eingefarbt. Das katalytische
Cystein (gelb) und Histidin (griin) sind in Kalotten-Darstellung eingefiigt. Entnommen au&?.

Die Cathepsine kdnnen aufgrund von Sequenz-Homerogieiter in Cathepsin B-,
Cathepsin L- und Cathepsin F-ahnliche Proteaseerteiit werden. Cathepsin [
und F-ahnlichB” Proteasen zeichnen sich durch konservierte Regigmeerhalb
ihrer Propeptide aus, erstere tragen einen ,ERFMNEMSchub in ihrem Propeptid.
Cathepsin B-ahnliche Enzyme besitzen einen sogésaroccluding loop (etwa
,Verschlussschleife®), eine Insertionssequenz viovae20 Aminosaurefr’ zwischen
dem Kkatalytischen Cystein und dem konservierten-TgreMotiv, der zwei
benachbarte Histidinreste, Hi$und Hig'' (humanes Cathepsin B), enthélt. Diese

treten mit der C-terminalen Carboxylgruppe der $abs in Wechselwirkung,



verankern sie in der S2’-Tasche, und bestimmen tsaei Carboxydipeptidase-
Aktivitat von Cathepsin B®. Die Protease ist jedoch nicht strikt auf Exopsase-
Aktivitdt beschrankt. Die Praferenz an den Ternoidér in der Mitte eines Substrats
zu spalten wechselt durch konformationelle Andeeimglesoccluding loopin
Abhangigkeit des pEf 3! Bei niedrigem pH wird dieser zur Oberflache dest€ase
gezogen und blockiert somit einen Teil des katstyien Spalts, wahrend bei h6herem
pH seine konformationelle Freiheit groRRer ist ureltare Bindungsstellen zuganglich
werde®. Eine Studie mit Mutationen an verschiedenen &tetler Protease zeigte,
dass die Salzbriicke zwischen Hisund Asp® den entscheidenden Beitrag zur
Fixierung desoccluding loopin der geschlossenen Konformation ligfékt Hieraus
ergibt sich auch die beobachtete pH-Abhé&ngigkeitttstischer Inhibitoren fir
Cathepsin B%. Messungen neueren Datums bestimmten ei@nven 4.4 fiir die
Konfirmationsanderurd”, so dass beim lysosomalen pH von etwa 4,5-5,0 syte

Exo- und Endopeptidase-Aktivitat von Cathepsin Buarehmen ist.

Abbildung 3: Strukturelemente der Familie CO1 Exopetidasen. Zuséatzliche Ketten und
Stabchenmodelle essentieller Seitenketten der Catgne H (griin), C (blau), B (pink) und X
(orange) sind Uber die Struktur von Cathepsin L getgt. Das katalytische Zentrum ist gelb
gefarbt. Entnommen au&'.

Die Carboxymonopeptidase-Aktivitdt von CathepsirwiXd durch den aus nur drei

Aminoséuren bestehenden sogenanmtéri loop bestimmi? 4% der tiber Hi$* den



Carboxy-Terminus des Substrats fixiert. Die Aminompeptidase-Aktivitdt von
Cathepsin H ist auf der sogenannkéimi-Kette begriindet. Dieses aus dem Propeptid
stammende Oktapeptid ist Uber eine DisulfidbriiakeEazym befestigt und blockiert
die S2-Bindungstasche. Die Carboxylfunktion desef@atnalen Threonin tritt mit
dem Aminoterminus des Substrats in Wechselwirkung fixiert dieseF. Bei
Cathepsin C liegen vier voneinander katalytischbhwéagige aktive Zentren auf der
Oberflache des Komplexes; der Zusammenhalt der reinteeiten wird von der
sogenannten Ausschlussdoméne gewahrleistet. Dies#ziiche Domane blockiert
zudem das katalytische Zentrum nach der S2-Tasthveglcher der Aminoterminus
des Substrats tber ein essentiellesld@ gebunden wird, weshalb Cathepsin C als

Aminodipeptidase wirkt. Die Cathepsine F, L, K,®und V sind Endopeptidasen.

1.2.2 Physiologie

Im Allgemeinen sind Cathepsine nicht besonderskgelen bezug auf die Auswahl
ihrer Substrate. Die Prozessierung eines bestimrBignstrats wird vornehmlich
durch seine co-Lokalisisation mit der Proteaseilest. Es zeigte sich, dass der
Modus der Substratbindung nicht strikt konservistt Aufgrund der rdumlichen
Freiheiten im Bereich der Bindungsareale au3emaibS2, S1 und S1' bindet jedes
Substrat auf individuelle WeiS8. Lange Zeit wurde daher den humanen Cathepsinen
eher geringe Aufmerksamkeit geschenkt, da man annsie seien ausschliel3lich am
unspezifischen lysosomalen Abbau von ProteineniliggteStudien mit Protease-
negativen Mausen zeigten jedoch, dass die EnzymsediFamilie wichtige und
spezifische Aufgaben in verschiedenen Bereilflemie Antigenprasentation, Abbau
und Umstrukturierung von Knochen und die Aktiviegumon Zymogenen erfillen,

und fihrten so in den 1980er Jahren zu einem Rpm&hiwechsel.

Cathepsine werden als pre-Proenzyme exprimiert miidHilfe des Signalpeptids
Uber den Mannose-6-Phosphat-Weg durch die ER-Membra den Lysosomen
transportieff> *® wo sie durch Abspaltung des Propeptids aktivietder’” “®. Sie

sind jedoch nicht strikt lysosomal, sondern besitzteilweise wechselnde
Aufenthaltsorte zwischen Phagosomen, EndosomeriLysasomen. Cathepsin B, L

und H sind ubiquitar in Saugetiergewe¥8nandere Cathepsine hingegen werden



gewebsspezifisch exprimiert. So wird Cathepsin Saius dem Knochenmark
stammenden Immunzellen gefunden, in denen es Aeifgabe bei der Prozessierung
der invarianten Kette des MHC Klasse Il verrichet®™. In anderen Zellen
iibernehmen Cathepsin L und F diese FunRKfior®. Weitere Funktionen von
Cathepsin L sind mit der epidermalen Homoostase ded Morphogenese der
Haarfollikel verkniipff¥. Cathepsin K ist in Osteoklasten lokalisiert, we @&n
Knochenabbau und -umstrukturierung beteiligt&st’. Cathepsin V wird vorrangig
in Thymus, Hoden und der Cornea exprinitértCathepsin W (Lymphopain) kommt
ausschlieBlich in CD8T-Lymphozyten vor, seine Funktion ist jedoch wdite
unklaf®®. Studien mit Cathepsin C-negativen Mausen ergatess diese Protease die

Prozessierung einer Reihe von Proenzymen bewdtgtél*®!

Antigenprozessierung/-prasentation

V,L, S, F
Proteinabbau / -umsatz Epidermale Hombostase
B,L,H L
Lysosomale
Cathepsine
Knochenabbau A/ \A Hormonreifung
K * B, L

Proenzymaktivierung
C,B

Abbildung 4: Physiologische Aufgaben der Cathepsine

Da das pH-Optimum der Cathepsine im sauren Milimgt] erreichen sie im
lysosomalen Kompartiment ihre maximale Aktivitdf mit Ausnahme von Cathepsin
S, welches bei neutralem pH maximal aktiV°$stTatsachlich buRen die Saugetier-
Cathepsine mit Ausnahme von Cathepsin S bei neutrglH rasch an Aktivitat
ein®, was einen méglichen Schutzmechanismus vor undewoldas Zytosol
ausgestromten Proteasen darstellt. Im Gegensatm deigen viele parasitare
Cysteinproteasen maximale Aktivitat bei neutralatardeicht alkalischem pft, wie

er im extrazellularen Raum auftritt. So kdnnen €p#iine parasitaren Ursprungs ihre
Wirkung bei der Invasion von Gewebe und Zellen, Mehrungsaufnahme, Protein-
und Matrixdegradation, beim Schlipfen und der Unugeh des wirtseigenen

Immunsystems entfaltéf. Die Aktivitat der Cathepsine wiiid vivo zusatzlich durch



die Proteine der Cystatin-Superfamilie kontrolliédtese werden unterteilt in Stefine
(Familie 1), Cystatine (Familie 2) und Kininogerafhilie 35>, Ihre Hauptaufgabe
ist der Schutz des Organismus vor durch ungeregghttvitdt der Cathepsine

verursachten Schaden, sowie vor pathogenen Catieepson Parasitéf 5.

Eine interessante Auswirkung nichtlysosomaler Atdivvon Cathepsinen ist, dass
die Cathepsine B, L und D Apoptose auch dann aeslé&®nnen, wenn der durch
Caspasen vermittelte programmierte Zelltod aufgruod Mutationen unterbunden
ist, wie beispielsweise in Tumorzell&h Tatséchlich werden viele Tumoren durch
thre  Transformation und Immortalisierung hypersewnsi fur die durch
Tumornekrosefaktor ausgeloste Cathepsin B-vernsttépoptos&®. Hier besteht
prinzipiell die Mdoglichkeit, Cathepsine durch Stilation ihrer Expression oder
Ausschalten der Inhibitoren nutzbar zu machen. Beeeiligung der Cathepsine an
alternativen Wegen der Apoptose beruht auf ihrersétzung nach Permeabilisierung
der Lysosomen-Membran durch Stimuli wie lysosonmroAgenzieli” ©%
UV-Licht® " sphingosiHY, D-Galactosamif?, reaktive Sauerstoffspezies und
Substanzen die p53-unabhangige Apoptose ausi§senwie indirekt durch Caspase
8, welche nach Rezeptorbindung von TN&ktiviert wird”>"®. Die Apoptose wird
Uber Prozessierung des Proteins Bid eingeleiteiches die Freisetzung von
Cytochrom C aus den Mitochondrien stimuliert. Dgesgederum aktiviert Caspase 9,

die tiber Caspase 3 die apoptotische Kette in Getadf%.

1.2.3 Pathosphysiologische Folgen von Fehlfunktion@ler Cathepsine

In Verbindung mit einem Cathepsin-Defizit werdershar nur auf3erst seltene
Krankheitsbilder gebracht. Es handelt sich zumreine die Pycnodysostose, eine
Knochendysplasie, die durch Mangel an Cathepsinelvdrgerufen wirf”, zum
anderen um das Papillion-Lefevre-Syndrom, einerclluCathepsin C-Mangel
hervorgerufenen Peridonthopaffiie Die Mehrzahl der mit einer Veranderung der
Cathepsinaktivitat einhergehenden Erkrankungenhmeit sich jedoch durch eine
Uberexpression einer oder mehrerer dieser Proteasen Eine Reihe von
Erkrankungen wie Osteoporo$e & Arthritis®®®] Morbus Alzheiméf® sowie die

Invasivitat und Metastasierung von Tumdfeh! werden hiermit in Verbindung
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gebracht. Zuséatzlich spielen Cathepsine eine wgehtRolle beim Befall von
Wirtsorganismen durch Parasiten. Daher ruhen aufgdeielten Inhibierung dieser

Proteasen Hoffnungen zur Behandlung einer VielzahlKrankheitsbildern.

Das Krankheitsbild der Osteoporose beispielsweiggchnet sich durch ein
Ungleichgewicht zwischen Knochenaufbau und -abhes) was erhdhte Brichigkeit
der Knochensubstanz zur Folge hat. Zusammen mitixdetalloproteasen spielt
Cathepsin K hierbei eine Rolle beim Abbau von TyKdllager®®, welches die
Knochensubstanz stabilisiert und Uber 20% der Keoctasse ausmacht. Eine
ahnliche Rolle kommt den Cathepsinen B, L und Smudiich im Bereich
arthritischer Erkrankungen wie Osteoarthfds&' und rheumatoider Arthritfs! zu.
Hier wird Typ-l Kollage?* %@ und das Proteoglycan Aggre€4n®' durch
Chondrozyten abgebaut, was die Schadigung des @@mdebes in Gelenken zur
Folge hat. Die schadhafte Funktion der CathepsameHs hierbei entweder direkt auf
dem Abbau der extrazellularen Mattfk oder indirekt auf der Aktivierung von
pro-uPA und der mit diesem verkniipften proteolytest Kaskade”.
Nicht-lysosomale Aktivitat von Cathepsinen spiadtmutlich eine wichtige Rolle bei
Tumorerkrankungen. In dergestalt entarteten Zelbbespnders an der Invasionsfront
der Tumoren, sind die Lysosomen oftmals zum Zellrdm verschoben, so dass
deren Inhalt in den extrazellularen Raum freigeseted™®. Im Mausmodell zeigte
sich Verringerung des Wachstums, der Invasivité@t Angiogenese von Tumoren in
denen Cathepsine chemiS€hoder auf Expressionsebéfieunterdriickt wurden. In
verschiedenen Tumorgeweben, wie Gehirn-, Colorectatl Prostatatumoréfy °°
konnte eine Uberexpression von Cathepsin B beobrarrden, die meist mit dem
Ubergang in starker maligne Phas®h verstarkter Invasivitd?* % und allgemein
einer Verschlechterung der Prognose einhel§éht

Die in diesem Abschnitt beispielhaft beschriebef@nktionen und Auswirkungen
von Fehlfunktionen der Cathepsine verleihen degehenden Untersuchung ihrer
Wirkmechanismen ebenso wie der Entwicklung neuemzépte zur Findung
selektiver Wirkstoffe fur diese Proteasen grofRegiveite. Ihre gezielte Inhibierung
und Modulation bietet neue Chancen zur Behandlumgregrof3en Zahl von

Krankheitsbildern, die mit ihrer abnormen Aktivitagrbunden werden.
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1.3 Calpain

1.3.1 Allgemeines

Calpaift'® wurde 1964 zum ersten Mal identifiziert und alsotBin mit
caseinolytischer Aktivitat in Rattengehird®f, sowie als Phosphorylase B-
Kinaseaktivator in Skelettmuskulatur von Ha58h beschrieben. Dayton et al.
isolierten 1975 Calpain in Reinform aus der Skelagtkulatur von Schwein&ff!. Sie
beschrieben das Enzym als’Gabhangige Protease, die eine Reihe von Substraten,
wie Troponin, Tropomyosin und C-Protein abbaut undem die Fahigkeit besitzt,
Z-Scheiben von intakten Myofibrillen zu entfernéNeitere wichtige der tber 100
bisher identifizierten Calpain-Substrate sind urdederem p53, Proteinkinase C,
Spectrin/Fordrin, Cd-ATPase, Talin und Fibronectf?*'? Calpaine werden
eingruppiert in Klan CA (Cysteinproteasen), Famili@2. Sie beziehen ihren Namen
von der Bezeichnun@alcium-abhangige gminahnliche Cysteinproteasél, ein
Hinweis auf ihre einzigartige Eigenschaft. Sie sohid einzigen Cysteinproteasen,
deren Aktivitdt durch die intrazellulare Kalziumkaamtration reguliert wird. Eine
andere Bezeichnung fir diese Proteasefamilie isNEAabgeleitet von Calcium-
aktivierte neutrale Cysteinprotease. Im Gegensatden Cathepsinen, die im sauren
Milieu des Lysosoms aktiv sind, entfalten Calpaihee maximale Aktivitat bei

physiologischem pH von 7 bis 8,5, wie er im Zytasolfinden ist',

Die ubiquitar verbreiteten Calpaine treten in alieren Lebewesen auf, Homologe
wurden in Hefen und Bakterien gefunéléh In Saugetieren konnte bisher eine Reihe
Calpain-Spezies identifiziert werden, die teilweigewebsspezifisch exprimiert
werden, wie zum Beispiel Calpain 3a in Skelettmietkm, Calpain 8 im Magen und
Calpain 9 im Verdauungsapparat (vergleiche Tal®lldie bei Saugetieren in allen
Geweben anzutreffenden Isoformen p- und m-Calpathdie am besten untersuchen
Vertreter der Familie CO02. Sie unterscheiden siehicld die zur Aktivierung
notwendige C&-Konzentration. Wahrend p-Calpain seine halbmasendddtivitat in
vitro bereits bei einer Kalziumkonzentration von 5-50 pdéntfaltet, bendtigt
m-Calpain eine Ca-Konzentration von 400-800 pi#P. Im weiteren Verlauf werden

die ubiquitaren Isoformen p- und m-Calpain der &thheit halber als ,Calpain”
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bezeichnet. Bei Aussagen, die sich auf eine begenkiorm von Calpain beziehen, ist

diese explizit angegeben.

Tabelle 2: Systematische Benennung der Mitgliederedt Calpain-Familie nach Goll et al*®. Es
sind nur die in Saugetieren vorkommenden Proteaseaufgefihrt. Als ,typisch* werden solche
Vertreter der Familie bezeichnet, welche eine Calndulin-dhnliche Doméne besitzen, diejenigen
ohne eine solche Domane als ,atypisch®. Entnommerug'®®.

Gen Polypeptid Alternativ (a)typisch | Kommentar

Capnl Calpain 1 uCL, Calpairt typisch p-Calpain = Calpain 1 + 28 kDa
Capn2 Calpain 2 mCL, Calpainil | typisch m-Calpain = Calpain 2 + 28 kDa
Capn3 SZ:SZ:: 22 E;;l . typisch kmeﬁszezlzplféiaﬁ—slj:t’ereinheit

Capn4 28kDa-Untereinheit typisch regulatorische Untenein

Capn5 Calpain 5 nCL-3, htra3 atypisch

Capn6 Calpain 6 Calpamodulin atypisch E;Z:yi:::g:g;sg\; His> Tyr
Capn7 Calpain 7 PalBH atypisch

Capn8 Calpain 8 nCL-2, 2’ typisch

Capn9 Calpain 9 nCL-4 typisch Magenkrebs

Capnl0 Calpain 10, 10a-g atypisch Typ2 Diabetes mellitus

Capnll Calpain 11 typisch nur auf MRNA-Ebene

Capnl2 Calpain 12 typisch nur auf MRNA-Ebene

Capnl3 Calpain 13 atypisch nur auf MRNA-Ebene

Capnl4 Calpain 14 typisch nur auf MRNA-Ebene

Capnl5 Calpain 15 SOLH atypisch nur auf MRNA-Ebene

! veraltete Bezeichnung

1.3.2 Struktur

Calpaine unterscheiden sich in ihrer Sequenz unaktstell stark von anderen
papainahnlichen Cysteinproteasen, auler im univaiteh Bereich des aktiven
Zentrums. Dieses weist die allen Mitgliedern depaadhnlichen Cysteinproteasen
gemeinsame flache und wenig strukturierte Oberéidahf. Im Vergleich zu den
Cathepsinen besitzen humane Calpaine eine weserghdf3ere und komplexere
Struktur, die sich durch zusatzliche regulatoristh#@ereinheiten auszeichnet. Die
meisten Calpaine sind Heterodimere, im Gegensattemumonomeren Cathepsinen,
und bestehen aus einer katalytischen Untereinheitfif large) mit einem

Molekulargewicht von circa 80 kDa und einer regulsichen (auch S fusmal)

Untereinheit von 28 kD& " **® Die katalytische Untereinheit beinhaltet die Do

| bis 1V, die Regulatorische die Domanen V und Mh. Fall von p- und m-Calpain
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sind diese folgendermafen strukturiert: a) Doméamadl Il bilden das aktive Zentrum
und beherbergen die Aminosauren der katalytischeadd. Doméne | ahnelt Papain
oder den Cathepsinen nur im Bereich deelix, welche das katalytische Cystein
enthéalt. Die Faltung von Doméne |l ahnelt der vomp&in, wenngleich einige
zusatzliche Helices vorhanden sind. b) Diga@nliche Doméne Il hat Kontakte zu
allen anderen Domanen. Als eine Art Signalumwandieertragt sie strukturelle
Anderungen der anderen Domé&nen bei Kalziumbinduof die katalytischen
Domanen. c) Die Calmodulin-ahnlichen Doménen IV tAdstellen die primaren
Bindungsstellen fir Kalzium dar. Beide besitzenffialziumbindende EF-Hand-
Strukturen und sind somit Vertreter der Penta-EReHBamilie. d) Die glycin- und
prolinreiche Doméane V, die bei der autolytischentidikrung abgespalten wird,
sowie ein N-terminaler Anker von 19 Aminosauren,lolver in Abwesenheit von
Kalzium das aktive Zentrum mit Doméne IV verbindetd somit blockiert. In
Gegenwart von G4 gibt dieses Ankerpeptid das katalytische Zentreendnd wird
ebenfalls bei der autolytischen Aktivierung abgéspe™®. Nach einer alternativen
Nummerierung der Doménen anhand der Aminosauree®equird das N-terminale
Peptid als D-I und die katalytischen Domanen mitd&dnd D-llb bezeichnét”.

1 19 211 356 515 530 700

~Anker* Papait-ahnlich C2-ahnlich Penta EF-Hgnd
H I 1 IV

! ¢
Vv VI

Gly-reich Penta EF-Hand
1 86 268

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Domanensgiktur von p-Calpain. Die fortlaufende
Lange der Aminosauresequenz ist jeweils ober-, be&tiungsweise unterhalb der Doménen
angegeben, ebenso wie die jeweilige Bezeichnung @amanen. Zwischen D Il und D IV ist das
aus funfzehn Aminosauren bestehende Linkerpeptid skziert. (vergleiche Abbildung 6)

Sowohl m- als auch p-Calpain enthalten mindestegisushterschiedliche Typen von

Bindungsstellen fur Kalzium: Vier EF-Hande in deali@odulin-ahnlichen Domanen

IV und VIP® 119 120 eine weitere ist nicht an der Bindung von®Cheteiligt), eine

Bindungsstelle in der £ahnlichen Doméne Y, und zwei bisher nur in Calpainen

gefundene, kooperative Bindungsstellen in D-I undi'B?. Der unterschiedliche

Kalziumbedarf der m- und p-Isoformen von Calpain @&f die verschieden
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strukturierten katalytischen Untereinheiten zuriidkhren, da beide die selbe
regulatorische  Untereinheit besitzen. Die Sequenzeer katalytischen
80 kDa-Untereinheiten der beiden Isoformen p- un€atpain sind zu Uber 60%
identisch, weniger als 10% beinhalten nicht-konatiwve Unterschiedg® *2° Die
Domanen | und Il des aktiven Zentrums sind in alBaipain-Homologen enthalten,
wahrend die flankierenden Regionen stark variiei®o. besitzt zum Beispiel das
Muskel-spezifische Calpain 3a keine regulatorise@éDa-Untereinheit® 124 Alle
Aminosauren aus D-lI und D-Il, die sich an der Katabindung und den hierbei
stattfindenden Konformationsanderungen beteiligemd in den verschiedenen
Calpain-Isoformen hoch konservi&t. In den Calpain-Varianten, die keine
EF-Hand-Strukturen enthalten, wird die Aktivieruryrch Kalzium vermutlich

ausschlie3lich Uber die Bindungsstellen der katalien Doméanen ausgelost.

Davies und Mitarbeiter untersuchten rekombinantadtmkte aus Doméne | und I
von m-, beziehungsweise p-Calpain (Minicalpain adebzw. pl-11}*?* %! die auch
bei der Autolyse von Calpain entstel&h und wie das komplette Protein keine
Aktivitat in Abwesenheit von Kalzium zeigen. In Gegvart von C&-lonen bleiben
bei ul-l1l etwa 2-3% der Aktivitat in Bezug auf Peotsubstrate erhalten, ml-Il ist
etwa 100.000 mal weniger aktiv als m-Calpain urmkzpssiert kleine Substrate nicht.
Minicalpain ist Autolyse-resistent, was als Hinweisf einein vivo verbleibende
Restaktivitat zumindest von p-Calpain auch nactbh$etrdau anzuseheni&t. In
Gegenwart von Ca zeigen sich strukturelle Ahnlichkeiten zwischerp&a und
Minicalpain, im Bereich von SEF, His*’? und Asi® der katalytischen Triade, Gff{
des Oxyanionen-Lochs und TP (u-Calpain-Nummerierung). Der wesentliche
strukturelle Unterschied zwischen m- und p-Minieatpist die Lage von Tr§°, das

in die Substratbindungsstelle von m-, nicht jedpelalpain hineinragt und diese
teilweise blockiert. Der selbe Inaktivierungsmedbamus lasst sich auch bei der
kompletten 80 kDa Domane von m-Calpain wiederfinded ist hier auf fehlende
Interaktionen mit der 28 kDa Untereinheit zurlck&r Die unterschiedliche Lage
von Trp®® wird durch Ald% in p-Calpain, beziehungsweise &R/in m-Calpain
bestimmt. Durch den Austausch dieser Aminosaurentesn mi-ll-Mutanten mit

ahnlicher Aktivitat wie pl-1l hergestellt werdendimmgekehH??.
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Domane Il ist strukturell Tumornekrosefaktor abhif'" 27 als den funktionell
verwandten @Domanen, die zuerst in Proteinkinasen entdecktderife. D-lII
besitzt eine saure Schleife, die Uber Wasserstafk@n mit positiv geladenen
Aminosauren aus DIl die Formung des katalytischent@ims blockiert. D-Ill kann,
abhangig von der Anwesenheit von Liposomen, zweidbéi C&™-lonen binden, wie
eine Studie mit Deletionsmutanten belédt Die Gegenwart von Liposomen oder

Phospholipiden steigert hierbei die Affinitat flisCsignifikant*?.

In kalziumfreier Form liegen sowohl m- als auch ghgain als ovale Scheiben mit
einer Ausdehnung von etwa 100-60-50 A™8Br Die Neigung der Calpaine zu
Aggregation und Prazipitation aufgrund hydrophobéfechselwirkungen der
Domane 1IP*° sowie das schnelle Fortschreiten der AutolyseGggenwart von
Kalzium verhinderten bisher die Generierung vonul8trrdaten der aktivierten
Formen dieser Proteasen. In der inaktiven Form we@alpaift'” '8 betragt der
Abstand zwischen Cy% S, und Hi$* N; etwa 10,5 A, im Gegensatz zu den sonst bei
Cysteinproteasen (blichen ~3,7 A. Daher ist soéosichtlich, weshalb Calpain in
Abwesenheit von Kalzium keine proteolytische AKtiwiaufweist. Zudem stabilisiert
eine Salzbriicke zwischen Yaund Asp*® (m-Calpain Nummerierung) aus D-l die
Bindung des N-terminalen Peptids an das aktive rdent und tragt zur
Selbstinhibierung bEf*.
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1.3.3 Aktivierung und Regulation, Autolyse

Obwohl Calpain in der Literatur bisweilen als Progn bezeichnet wird, ist dies
nicht korrekt, da einige Unterschiede zu klassischgmogenen bestehen. 1) Zwar
liegt Calpain zunachst in blockierter Form vor,gtgedoch vor der Autolyse - wenn
auch geringere - Aktivitdf>**®! Die Autolyse fiihrt zur vollstandigen Aktivierung,
wobei der C#-Bedarf um etwa eine Zehnerpotenz gesenkt [#ftd 2) Kein

Propeptid blockiert das aktive Zentrum, wenngledds N-terminale Peptid eine
ahnliche Funktion besitzt. 3) Im Gegensatz zu Zyemeq ist die katalytische Triade
zunachst nicht ausgebildet und wird erst nach detolse formiert. 4) Calpaine

besitzen keine Signalsequenz, die ihre Lokalisatiater Zelle bestimmt.

Q {H) Q <H
Autolyse ° 0
M
. é Eissoziation’i

l

Abbildung 6: Schematische Darstellung der Autolyseind Inhibierung von m- und p-Calpain.

Die Proteasedoménen | bis VI sind jeweils als Ovaldargestellt, N bezeichnet die N-terminale
Domane. C (gelber Kreis) und H (tirkisfarbenes Hexgon) deuten die Lage der katalytischen
Aminosauren Cystein und Histidin an. Im Unteren Tel ist die Inhibierung der Protease durch

Calpastatin mit der Bindung von Unterdoméane A und Cvon Calpastatin an Doméne IV und VI

der Protease dargestellt. Die Lage der UnterdomanB ist weiterhin spekulativ. Zur weiteren

Erlauterung der Autolyse vergleiche Abschnitt 1.3.3und 1.3.4, zur Inhibierung durch

Calpastatin (unterer Teil) vergleiche Abschnitt 1.33 und 1.4
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Bei der autolytischen Aktivierung wird in Gegenwamn 2 pM C& in circa
1 min*3*¥ zunachst die regulatorische Doméane von 28 kDa &6 RDA*" unter
Verlust von Doméne V abgebaut. Die Abwesenheit Devi verandert dieKs-Werte
der Kalziumbindung nicHt®. Die genaue Funktion dieser Domane ist weiteridhtn
geklart. In der Literatur wird immer noch verbréign 18 kDa Fragment erwahnt,
tatsachlich handelt es sich jedoch um das 20,5 Kbegmerit®”. Im darauf
folgenden, langsameren Prozess werden die BinduAdgErLys™® und Gly*-Ser®
des N-terminalen Ankerpeptids gespalten, wodureh8@i kDa-Untereinheit zun&achst
in eine 78 kDa-, dann in eine 76 kDa-Form uberfulitd**® ***! Durch die
autolytische Aktivierung wird die zum Erreichen dbBalbmaximalen Aktivitat
bendtigte C&-Konzentration fir p-Calpain auf circa Q#, fiir m-Calpain auf etwa
180uM gesenkt*® Y Die Verbindung zwischen Domane VI und | wird gefaund
das katalytische Zentrum freigegeben. Die reguktbe Untereinheit wird nach
kurzer Zeit zu einem 17 kDa-Fragment abgebaut, gegeder Abbau der
katalytischen Einheit langsamer vonstatten geht kragymente von 55 und 37 kDa,
sowie weitere kleinere Abbauprodukte erz€dyti** **! Dies fiihrt schlieRlich zur
Inaktivierung von Calpain. Die Autolyse erfolgtentmolekular, da die Schnittstellen
etwa 40 A vom Kkatalytischen Zentrum entfernt i Zudem sinkt die
Geschwindigkeit der Autolyse in Anwesenheit von Staten deutlidh®® 33 Da im
Elutionsprofil von Zellextrakten keine autolysiertéormen der Calpaine gefunden

werden, kaniin vivo nur ein sehr geringer Anteil autolysiert $Eff

1.3.4 Kalziumbindung

Die Bindung von Kalzium erfolgt an mehreren Steldgs Enzyms. Die genauen
Beitrage der einzelnen Bindungsstellen zur Aktwrey konnen jedoch aufgrund des
ausgepragt kooperativen Mechanismus im nativen fBnaght bestimmt werdél?®.
Zunachst erfolgt die G&Bindung an die EF-Hande, wodurch konformationelle
Anderungen in Domane IV und VI ausgelost werdenerUdin B-Faltblatt von 15
Aminosauren Lange zwischen Domane Il und VI wersggnkturelle Anderungen an
D-I und D-Il weitergegebdH® *2° 1 wodurch eine Lockerung der Restriktion dieser

Domanen hervorgerufen wird. Mutationen der EF-Handet verminderter
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Kalziumbindung filhren zu drastischer Verminderureg #Halzium-Sensitivitat der
Protease’”. Eine Studie mit p/m-Calpain Hybridmutanten zeig@ass der
Unterschied des Kalziumbedarfs zu etwa 25% vomrhitealen Peptid und zu 65%
von Domane IV herritft®, der groBte Teil des Letzteren wiederum durch die
Verbindung zwischen Domane Ill und IV. Der fur Damed bis Ill bestimmte Anteil
von nur 20% belegt, dass diese Doméanen bei derrr@chritten der Aktivierung
eine untergeordnete Rolle spielen. Durch Inaktungr der EF-Hande liel3 sich die
Rangfolge ihrer Affinitat zu 3>>2>XK( je etwa 1 mM) >>> 4 mit einetdg-Wert von

20 mM bestimmef® **! Solche Mutationen unterbinden die proteolytiséhévitat
von Calpain nicht, erhéhen jedoch den Kalziumbepgaveils auf das etwa 100-fache.
Die funfte EF-Hand ist zusammen mit ihrem Gegenstilgs Doméane VI fiur die
Wechselwirkung der Untereinheiten untereinanderan@vortlich, wobei beide
zusammen ein Galon bindef!” 8 Durch Bindung weiterer Galonen an eine
saure Schleife in Domane Ill wird die mechanischeifigkeit der Verbindung zu
Domane |l gelockert, wodurch die Bildung des kataghen Zentrums ermoglicht
wird. Punktmutationen in D#f*! und D-11I"?°] in denen die Interaktionen zwischen
D-1lIl und D-II unterbrochen wurden, resultierten emer deutlichen Verminderung
der zur Aktivierung nétigen GaKonzentration. Calpain 3 besitzt keine solche saur

Schleife und ist sogar in Anwesenheit vorf ‘@@helatbildnern akti*®.

Die zweite Phase, in der durch Kalziumbindung ammBoe | und Il das aktive
Zentrum formiert wird, beginnt mit der Bindung vaa* an GIU® und der Schleife
der Aminosauren 328-332 aus D-l. Die Rotation vdn®® exponiert das Carbonyl
des Peptidrickgrats und formt eine zweite Bindutedjssin D-Il. Durch die zweite
Kalziumbindung an Gf* wird dieses verschoben und damit die Bildung eines
kurzen antiparallelef-Faltblatts erméglicht. In diesem bilden ¥8] vValf®* und 11€°®
eine hydrophobe Tasche, die den Keil *ffgwischen D-I und D-II heraus bewegt,

und somit die Formung einer funktionellen katalsttisn Doméane erlaubt.

Mdoglicherweise ist die Aktivitat von Calpain mit ner Dissoziation der
Untereinheiten verkniipft, wie von Suzuki und Mititbrn vorgeschlagéfi” und
von Elce und Mitarbeiternn vitro zusammen mit der irreversiblen Bildung von

Dimeren der kleinen Untereinheit beobadhtdt In Anwesenheit der 28 kDa-
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Untereinheit wird die zur Aktivierung der 80 kDa- ntdreinheit bendétigte
Cd*-Konzentration gesenkt und gleichzeiti die Riidkiayj denaturierter
katalytischer Untereinheiten beschleunigt, sowieedestabilitdt erhdht. Somit stellt

die 28 kDa-Untereinheit vermutlich ein fiir Calpajpezifisches Chaperon Y.

1.3.5 Weitere regulatorische Faktoren

Zusatzlich zur Regulation durch den intrazellula@ai™-Spiegel wird die Aktivitat
von Calpain durch Calpastatin, die Cystatin-Domédeeschweren Ketten von L- und
H-Kininogen, a2-Makroglubulif®®®**? und das Selbstmordsubstrat G&sb
moduliert. Auf Calpastatin und seine Interaktiort @alpain wird in Abschnitt 1.4
eingegangen. Kininogen ist vorzugsweise in derageliularen Matrix lokalisiert und

somit unter physiologischen Bedingungen von Calpé@imlich getrennt.

Die intrazelluldre CE-Konzentrationin vivo liegt bei 40-500 n¥** bis maximal
800 nM in sogenanntesparks®®. Der in vitro beobachtete Kalziumbedarf der
Calpaine liegt jedoch sowohl fir p-Calpain (5-50Mls auch fur m-Calpain
(400-800 uM) deutlich hoher. Phosphatidylinositolyphosphate (P senken die
zur Autolyse nétige CGa-Konzentration fiir p-Calpain in den Bereich physiischer
Werte bei gleichzeitiger Steigerung vonm.y der Substrathydroly&e®. Ein
Zusammenhang mit einer Assoziation zu Phospholipdir Plasmamembran konnte
jedoch bisher nicht nachgewiesen werden, da béssmeseinside-outVesikel aus
Erythrocyten-Membran nicht den selben Effekt wiB,Flervorrufed>". Vielmehr ist

in vivo eine Assoziation zu in der Plasmamembran gebumndd?r®teinen zu
beobachtef?® %% Kifor und Mitarbeiter fanden inaktives m-Calpaiit Caveolin-1
co-lokalisiert, welches die Protease mit ihrem $albsParathyroid-Hormon in
Membran-Caveolen zusammenbrifgt Ein erhohter Kalziumspiegel fiihrt zur
Translokation desalcium sensing recept@¢CaR) in die Caveolen, wo das Signal zur
Aktivierung von Calpain weiterleitet wird, das daffain freigesetzt wird. CaR selbst
wird dabei in einer negativen Feedback-SchleifeclduCalpain fragmentiert. Da
Calpain bei der Autolyse eine Steigerung der HyHaodyizitat erfahrt ist auch eine
nachgelagerteAssoziation an membrangebundene Proteine deh®batnomata

schlug sogar vor, dass die Membranbindung von @afpa Inaktivierung fihf®3.
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Mellgren et al. fanden, dass m-Calpain Proteinekdnmatrix, nicht jedoch andere

Proteine, bei einer €aKonzentration von 3 uM in Gegenwart von DNA spifté.

Studien neuren Datums stellten einen Zusammenhaisghen Calpain-Aktivitat und
seiner Phosphorylierung her. EGF-stimulierte Phosgierung an Séf durch
MAP-Kinase fuhrt zur Aktivierung von membrangebunee m-Calpain, nicht
jedoch p-Calpain, welches an dieser Stelle keiresphorylierbaren Rest trégt.

In Calpain 3 befindet sich an dieser Stelle eingt@&hinsaure, die moglicherweise als
Phosphomimetikum agieren und die weitgehend&-Omabhangigkeit des Enzyms
erklaren konnte. Eine Phosphorylierung an *®erund/oder ThF® durch
cAMP-vermittelte Aktivierung der Proteinkinase Aobkiert die Stimulation durch
EGF-vermittelte Modifikation an S& und inaktiviert m-Calpafff®. Dies wurde
bereits in einer Studie mit phosphomimetischen Buotationen an verschiedenen
oberflachenexponierten Threonin- und Serin-Resten m-Calpain postuliéff’.
Nach einer Hypothese von Friedrich sind diem vitro gefundenen
Cd*-Konzentrationen unerheblich fiir die Beurteilung éétivitat von Calpain, da
die Proteasén vivo nicht maximal aktiviert vorlie§fY. Als Griinde hierfiir werden
angefuihrt: 1) Der dramatische Anstieg der Aktivitiiei unkontrolliertem
Kalziumeinfluss in die Zelle. Lage Calpain in dedii¢ halbmaximaler Aktivitat vor,
ware nur mit einer Verdopplung zu rechnen. 2) Iikdenpartimenten sind bestimmte
Proteine hoch angereichert, anderdraldtro, zumal Calpain vermutlich tber Mittler-
Proteine in der Nahe seiner Substrate veranked.vidie hohe Zahl an Calpain-
Substraten steigert deren Gesamtkonzentration ztiesétind flhrt zu gesteigertem
Gesamtumsatz, obwohl die Protease fernab maximdvitat operiert. 3) Calpain
ist nicht am Umsatz von Proteinen, sondern an dgnaBwveiterleitung beteiligt.
Daher sind kleine, zeitlich und lokal eng begrerdiengen an aktiviertem Calpain
ausreichend. 4) Die Kooperativitat der’GBindung kénnte zur Feinabstimmung der
Proteaseaktivitat beitragen, da die Kalziumkonagiain in unterschiedlichen
Bereichen der Zelle stark schwankt. 5) Fragmente @alpastatin, dem endogenen
Inhibitor von Calpain, fiihrten zu einar vitro Aktivierung von Calpaiti®®. Ob dies

in vivo eine Rolle spielt, ist bisher nicht aufgeklartt jedoch anzunehmen, da

unweigerlich prozessierte Calpastatin-Spezies tirzd#e anzutreffen sind.
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1.3.6 Physiologie und Pathologie

Im Vergleich zu den Cathepsinen besitzen Calpaine geringere Selektivitat und
prozessieren ein breites Spektrum an Substraten.Gfund hierflr ist, dass die
Bindungsstellen von kleineren Seitenketten gebildetden und somit ein weniger
ausgepragtes Profil besitzen als bei den CathapSin®ie recht flache, relative weit
geoffnete und wenig strukturierte Oberflache imeBer des aktiven Zentrums erlaubt
einer grolBen Zahl von Substraten den Zugang zuralykiathen Zentrum. Die
genauen Bedingungen der Substraterkennung sindmohbekannt, jedoch konnte
eine gehaufte Beteiligung von PEST-Sequenzen beattawerdeh?. Allerdings
zeigte sich, dass deren Anwesenheit fur sich geremmkein hinreichender Faktor
ist'%  Generell wurden Calpain-Schnittstellen bevorzuigt unstrukturierten

Bereichen zwischen den Domanen seiner Substratiiele@entifiziert:®?.

Calpain ist nicht primar am Proteinabbau beteiliggndern vielmehr an der
Modifikation der Aktivitat einer Vielzahl intrazeilarer Enzyme, Struktur- und
Signalproteine, und besitzt somit eine zentraldeRiaol der Regulation grundlegender
zellularer Prozesse, wie zum Beispiel Zellbewedtét ™, Zellzyklus'™ und
-entwicklund'®, Apoptos€” sowie Signalweiterleitutf”. Eine Reihe von
Substraten, die mit der Zellbeweglichkeit in Zusanimng stehen, wie FAK,
Paxillin, Spectrin, Cortactin und Talin 1, werdgesifisch von u-, jedoch nicht m-
Calpain modifiziert und aktivieft”®. Besonders gut dokumentiert ist die Regulation
der Integrin-vermittelten Zellwanderung. Calpaistl@ier die Bindung zwischen dem
Integrin-abh&ngigen fokalen Adhasionskomplex undh déctin-Zytoskelett durch
Proteolyse von Talin. Das Fehlen des Calpain-Gditwt f bereits in frihen
Entwicklungsstadien zum Tod von Méauseembrydi®n Pharmakologische
Inhibierung von Calpain vermindert ebenfalls die wigglichkeit behandelter
Zellert*®. Bedingt durch ihre Beteiligung an wichtigen zklhen Ereignissen spielen
Calpaine auch eine Rolle bei schwerwiegenden Ekkimagen. Zum Beispiel werden
Schadigungen nach Herzinfdtkf oder Hirnschlag™® und neurodegenerative
Prozes$e™® mit Calpain in Verbindung gebracht. Bei Hirnschlagrd durch

Mobilisierung von C& und Freisetzung von RiRlie iibermaRige Aktivierung von
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Calpain ausgel6st, welches unkontrolliert Fodrialtgt, und somit neurale Schéaden

180 Ein ahnlicher Mechanismus bedingt die durch

182]

im Hippocampus verursaé¢Ht:
Reperfusion nach Herzinfarkt hervorgerufene Gewekss&®: (siehe
Abbildung 7). Bei der Alzheimer'schen Krankheit umierenp-Amyloid-Plaques die
abnorme Aktivierung von Calpain, welche durch Pssmrung des Aktivators p35 zu
p25 zur Ubermaligen Aktivierung der cyklinabhangigKinase 5 (cdk5) und
Hyperphosphorylierung des Mikrotubuli-assoziierinoteinst fuhrt. T aggregiert zu
sogenanntemeurofibrillary tangles,die zusammen mit B-Plaques interneuronale
Lasionen verursachEf*®! Inhibierung von Calpain unterdriickt die Ausbregu
pankreatischep-Zellen, hemmt gleichzeitig die Produktion von Iis®, wodurch

eine Beteiligung der Protease an Diabetes wahmsiatteivird.

Ischamie und Hirntraumata Alzheimer‘sche Krankheit
Hypoxie/Hypoglykamie oder Amyloid B-Peptid- und
mechanische Einwirkung Glutamat-Toxizitat
synaptische Akkumulation von Glutamat Erhéhte Ca*-Konzentration

Glutamat-Rezeptor Hyperaktivierung

Calpain Hyperaktivierun
C&*Einstrom - 2 W

Calpain Hyperaktivierung Aktivierung von p35—» p25
Caspasen und Cathepsir :n

cdk5 Hyperaktivierun
Abbau von yp g

Cytoske I(_ett—, ZeIIkern-_ und Hyperphosphorylierung von
cytosolischen Proteinen

Storung der Zellfunktion Aggregation vort
.neurofibrillary tangle$

Onkose / Apoptose

Tod neuraler Zellen Tod neuraler Zellen
(akut) (chronisch)

Abbildung 7: Beteiligung von Calpain an ischamische Ereignissen und Alzheimer'scher
Krankheit.

Eine der wenigen bisher bekannten Erkrankungen uma@imenhang mit einem
Mangel an Calpain ist die Gliedergurtel-Muskeldgptrie Typ 2A (LMGD2A). Sie
wird durch eine Mutation des Gens fur Calpain 3uv&acht, so dass LMGD2A-

Patienten tber kein aktives Calpain 3a verfiigén

23



1.4 Calpastatin

CalpastatiH®” ist ein in Wirbeltiergeweben ubiquitar exprimierterotein, das 1976
von Dayton et al. in Skelettmuskulatur von Schweirmtdeckt wurd&?. Seine
Aufreinigung gestaltete sich schwierig. Erst 198hikte es in reiner Form aus
humanen Erythrocyten erhalten werld®) wobei seine Stabilitat bis etwa 100"
genutzt wurde. Eine neuere, auf Immunoaffinitatidrasde Reinigungsmethode
umgeht Probleme mit seiner extensiven proteolyéincBpaltuniy®?. Calpastatin ist
ein hochaffiné?t®® und spezifischer Inhibitor fiir Calpain, andere tBire werden
nicht inhibiert. Die bisher in verschiedenen Witlegbeweben identifizierten
Calpastatine besitzen eine Sequenz-Homologie vdir ale 65%°*; bisher wurden
keine homologen Gene in anderen Lebensformen fdeeti. Die Primarstruktur von
Calpastatin zeigt keine Homologie mit bekanntertétnen, die Familie der Cystatine
eingeschlossen. Humanes Calpastatin ist zwar rfueinem Gen kodieft?, jedoch
werden durch die Nutzung verschiedener Promotdfen®® und alternatives
SpleiRef*® *4 mindestens acht verschiedene Isoformen mit Mo&rigelwichten
zwischen 17,5 kDa und 84 kDa exprimiert. Meist sme&inem Gewebetyp mehrere

Isoformen co-lokalisiert, wobei oftmals eine mengéRig stark tiberwiegt.

1.4.1 Struktur

Humanes hepatisches Calpastatin, eine der am bastersuchten Varianten, besitzt
ein Molekulargewicht von 75,5 k&, Die repetitiven homologen Doméanen I-IV
von je etwa 140 Aminosauren Lange weisen unterdig@annur eine
Sequenzhomologie von 23 bis 36%'86f'°"! Jede dieser Domanen fiir sich allein
besitzt inhibitorische Aktivitd®2°”! womit prinzipiell die simultane Inhibition
mehrerer Calpain-Molekille ermoglicht wir® #° |hre Affinitat nimmt in der
Reihenfolge I > IV > 1II > 1I abB%?. zusatzlich existiert eine N-terminale Untereirihei
Domane L, deren Lénge in verschiedenen SpleiR-Namaveranderlich i80% 204
Ihre Funktion ist noch nicht endgultig geklart, geti wurde vorgeschlagen, dass
Domane L mit der Aktivierung der spannungsabhanglgalziumkanéle, sowie einer
Interaktion mit der Calmodulin-dhnlichen  Untereithe von  Calpain

zusammenhan§t>**" Die Anlagerung von Calpastatin an Membrairenivo wird
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Domane L zugeschriebé#?® In einigen SpleiR-Varianten fehlen jedoch
verschiedene Domanen. So sind zum Beispiel in dghicyten-70 kDa-Form die
Doménen L und | nicht vorhandél. Calpastatine anderer Vertebraten besitzen zum
Teil noch eine zusatzliche N-terminale XL-Domane, elche drei
Phosphorylierungsstellen aufwéisl. Die verschiedenen SpleiRvarianten besitzen
nur ein geringfugig unterschiedliches Potential pdad zu inhibieren, und ihre
Funktion ist weiterhin ungewiss.

L | I 1] 1\

| | A B C A B C A B C A B C

NI | C
1 149 150 283 284 426 427 563 564 708

Abbildung 8: Domanenstruktur von humanem hepatischa Calpastatin. Die Doménen L und |
bis IV sind angedeutet, ebenso die Unterdomédnen A und die inhibitorische Doméne B.
Unterhalb der Doménen ist jeweils die Lage des Pgbgptids innerhalb der Aminosauresequenz
abgetragen.

Calpastatin besitzt keine Sekundéarstrukturelemergen-Helix oder-Faltblatt, wie
mittels CD-Spektroskopfé? und NMR**¥ belegt werden konnte. Jedoch bestehen
Hinweise auf teilweise geordnete Bereiche, die Beidung an andere Proteine
Sekundarstrukturelemente ausbilden konfAt8nDie Abschnitte A und C bestehen
aus jeweils 14, Subdoméne B aus 12 Aminosaures,dali sind in verschiedenen
Spezies hoch konserviert. Zudem variiert die Anzaét Aminosauren zwischen
diesen Subdomanen nur gefiiy. Unterdoméne B ist mit circa 95% fur den
Hauptanteil der Hemmwirkung verantwortlich, blockigedoch flr sich genommen
Calpain nicht®®. Das 27-mer (DPMSSTYIEELGKREVTIPPKYRELLA, im
Weiteren mit CP1B bezeichnet) aus Exon 1B weistonaolare Aktivitat auf
(ICso ~ 25 nM}?%? 2132181 pie Unterdomanen A und C selbst sind nicht in idage
Calpain zu inhibieren, steigern jedoch das Poténpia Untereinheit B9 292 26lpej
kovalenter Verknuipfung der Untereinhelt&h. BIAcore"-Experimente zeigten, dass
Unterdomane A mit Doméane IV von Calpain wechseltymk&hrend C an Domane VI
bindet, beide in Abhangigkeit der Kalzium-Konzetiod@?®® 2°® 21 Durch diese
Bindung wird die Anlagerung von Calpain an die #mmbran unterbundBH..
Kristallstrukturdaten veranschaulichten, dass Uitdreit A bei der Bindung eine

helikale Struktur ausbild&t® ebenso wie Untereinheit C bei Bindung an Doméahe V
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im Computermodell. Beide Peptide lagern sich demnacihnlicher Weise an eine
Bindungstasche an, welche sich in Gegenwart vorzii@al zwischen Helices der
EF-Hand 1 und 2, beziehungsweise 1’ und 2’ bil@etr Austausch eines Leucins in
Region A durch einen Helix brechenden Prolinrestmmederte die Affinitat zu
Doméne IV erheblidh””. Calpastatin-Peptide verhindern die Autolyse vafp&inin
vitro ?*! jedoch ist noch nicht geklart, ab vivo die Bindung vor der Autolyse,
danach, oder moéglicherweise auch an beide Forradfirsdet.

Die Inhibierung von Calpain durch Calpastatin istripetetiv sowohl mit Protein- als
auch niedermolekularen Substraten, wie Suc-LeuAME?°. Dennoch wurde
postuliert, dass keine direkte Interaktion mit deatalytischen Zentrum vorzuliegt, da
eine Bindung auch dann mdoglich ist, wenn das kasalye Zentrum durch reversible
oder irreversible Inhibitoren blockiert ff* 2°2 Durch Autolyse erzeugte Calpain-
Fragmenté?! werden ebenso wenig durch Calpastatin inhibiere wil-11%2%],
beziehungsweise mItf. Zudem hemmt Calpastatin die katalytische Aktivitén
Calpain 3 nicHt*, vermutlich aufgrund fehlender Wechselwirkungent mén
EF-Hand-Domanen. Calpain 3 besitzt keine 28 kDaelémtheit, somit fehlt D-VI; in
u- und mi-ll fehlen beide EF-Hand Doméanen. Offehsiich ist das Vorhandensein
aller drei Bindungsareale von Calpain fir seineidignung durch Calpastatin

unerlasslich. Eine schematische Darstellung istildbhg 6, Seite 17 zu entnehmen.

Peptide aus Untereinheit A und C senken interessaeaise den Kalziumbedarf von
Calpain in vitro™®®. Da Calpastatin leicht proteolytisch gespaltendwikénnten
ahnliche peptidische Bruchstiicke auchvivo bei der Aktivierung von Calpain eine
Rolle spielen. Bei erhohtem intrazellularen Kalzgmegel kannn vivo sogar ein
Abbau durch Calpain beobachtet werdfén??* 2?4 zunachst erfolgt eine durch
p-Calpain vermittelte konservative Spaltung untegigetzung einzelner Domanen
von Calpastati®®. Jede der einzelnen Doménen fiir sich ist aktil@rmdas intakte
Protein, somit ist zunachst eine Amplifikation dehibitorischen Aktivitat zu
beobachten. Bei héheren{G#&onzentrationen und langerer Verweildauer erfdlegt
Abbau durch m-Calpain, so dass die GesamtaktivaéatCalpastatin deutlich gesenkt
wird. Somit ist ein kurzzeitig wirksamer Schutzmacismus vor uUbermaliger

Calpain-Aktivitat vorhanden, der jedoch bei langdelastung versagt.
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1.4.2 Regulation

Die Inhibierung von Calpain durch Calpastatin étarsibel und Ca-abhangi§® **®

227l Dje Ursache hierfir muss im Aktivierungsmechanismmon Calpain begriindet
sein, da Calpastatin selbst keiné@Bindungsstellen besitzt. Die hierbei notwendige
C&*-Konzentration ist niedriger als die fiir die Autedyvon Calpain erforderliche.
Zudem liegt Calpastatin im Zytosol im Vergleich Zbalpain in vielfachem
Uberschuss vor. Um dennoch die Aktivierung von &mzu gewahrleisten, miissen
Protease und Inhibitor unterschiedliche Aufentloatesinnerhalb der Zelle besitzen.
Calpastatin wirdn vivo durch Proteinkinase A und C (PKA, PKC) phosphenf®
229 Melloni und Mitarbeitdf*” zeigten, dass Calpastatin in ruhenden LAN-5 Zellen
fast ausschliellich in zwei kleinen, membranlosemmnglaren Strukturen in
Kerneinstilpungen lokalisiert ist. Bei €&influss oder Stimulation der
Zelldifferenzierung werden die granuldésen Struktuia kurzer Zeit geldst und
Calpastatin ins Zytosol abgegeben, wo es im Verlaoh etwa 1,5h durch
Caspaséff™ und Calpain selbét>abgebaut wird. Gleichzeitig wird Calpain aus dem
Zytosol an die Zellmembran verlagert. Hier wird gzh maoglicherweise autolytisch
aktiviert und erneut ins Zytosol abgegeben, wo @s @alpastatin inhibiert wifg°.
Dies konnte einen Schutz vor Uberméafiiger Calpaitivdt darstellen, der jedoch bei
langer anhaltenden Reizen aufgrund der verminde@atpastatin-Konzentration
versagt, woraufhin pathologische Vorgange ausgelisiden. Die Anderung der
Lokalisierung von Calpastatin  korreliert mit  seinePhosphorylierung/
Dephosphorylierung durch PPase und PRA Die Inhibierung von PPase
unterdriickt die Auflésung der granulosen Calpastatrukturenn vivo, wahrend die
Stimulation von PKA die Ruckbildung der selben &tmen zur Folge hat.
PMA-stimulierte Phosphorylierung durch PKC fihrtchmti zur Rickbildung der
Strukturen, trotz Phosphorylierung von Calpastdfin In einer weiteren Studie
konnten Melloni und Mitarbeiter belegen, dass de@dphorylierung durch PKC am
N-Terminus, besonders von niedermolekularen Calfinsarianten, stattfindet,
wodurch die firr die Bindung an Calpain notwendig&*®onzentration erhéht und

das inhibitorische Potential gesenkt wifife
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1.5 Inhibitoren der papaindahnlichen Cysteinprotease

Seit seiner Entdeckung im Jahre 14%4'°ist Calpain das Objekt intensiver
Forschung, bedingt durch seine besondere Strukididen einmaligen Mechanismus
seiner Aktivierung (vergleiche Abschnitt 1.3). Mier Erkenntnis, dass Calpain in
einer Reihe physiologischer und pathologischer & gz eine Schlisselrolle
zukommt, erwuchs das Interesse an hochaffinen pezifsschen Inhibitoren fir diese
ungewohnliche Protease. Allgemeine Proteaseinhénto wie lodessigsaure,
5,5-Dithiobis-(2-Nitrobenzoesaure), N-Ethylmalemd, Mersalyl, Isokumarine und
Diisopropyl-phosphofluoridat inhibieren Calpain undirden in den ersten Studien
eingesetzt. Kalzium-Chelatbildner verhindern dier ZAusformung der aktiven
Konformation notwendige Bindung von €donen an die Protease und wirken somit
auch als Calpain-Inhibitoren. Da diese Agenzierogddunspezifisch sind, und eine
Vielzahl anderer Proteasen ebenfalls durch sidieftiwird, ist ihnre Verwendbarkeit

In biologischen oder medizinischen Studien eingestt.

Die Vertreter der Cathepsin-Familie haben annahebahsoviel Aufmerksamkeit auf
sich gezogen. Hierbei stellt sich oft das Probl&oleklle zu entwickeln, die trotz
der groRRen strukturellen Ahnlichkeiten selektiv rimmes der Enzyme hemmen. In den
letzten Jahren wurden verschiedene Verfahren undatka verwendet, um
Leitstrukturen aus Reihenuntersuchungen von Subgitiatheken, sowie natirliche
und synthetische Cysteinprotease-Inhibitoren zuinopten. Da einige der
Cathepsine, sowie pu- und m-Calpain ubiquitar imadrgmus anzutreffen sind, ist es
oftmals schwierig, gezielt einzelne Gewebe, wieeriTumor, anzusprechen. Dies
kann durch die Wahl geeigneter Applikationsformenlero durch selektive

Adressierung des Wirkstoff&", beispielsweise mit Antikorpern, geschehen.

Im Folgenden wird ein Einblick in die Studien systischer und natirlicher
Inhibitoren fir die Familien der Calpaine und Catiae gegeben. Verschiedene
chemische Strategien werden aufgezeigt und uniedicihe Verfahren zur Findung
neuer vielversprechender Molekiile beleuchtet, umisen Uberblick Gber den Stand

der Forschung zu geben. Da im Rahmen dieser Anpgitidische Inhibitoren
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verwendet wurden, ist ihnen besonderes Augenmaesfdgeet, Analoga des Epoxids
E-64 werden in einem gesonderten Abschnitt behandel

Da nichtpeptidische Inhibitoren im Zusammenhang rdieser Arbeit eine
untergeordnete Rolle spielen, sollen hier nur weniBgispiele gezeigt werden.
Phevalinwurde ausStreptomycessolierf?®. Es inhibiert Calpain mit einedCsq-
Wert von 1,3 uM. Das auRenicillium F60760 gewonnene Peniciffitf! besitzt einen
ICso von 7,1 uM gegeniiber Calpain. eMercaptoacrylsaure PD 150606 bindet in
ahnlicher Weise wie Calpastatin-Unterdomane A amm@mae IV von Calpain
(vergleiche Abschnitt 1.4.1). Sie inhibiert Calpamichtkompetetiver Weise, jedoch
stellte sich heraus, dass auch der Kainat/ AMPA-Btezs inhibiert wird>".

N o / OH

Phevalin Penicillid PD150606

Abbildung 9: Nichtpeptidische Calpain- und Cathepsn-Inhibitoren
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1.5.1 Allgemeines

Nach dem Modell nach Schechter und Berger der Bigcan katalytischen Zentren
von Proteasen werden diese in einzelne Taschemnrteilifedenen jeweils ein
bestimmter Aminoséaurerest ihrer Substrate odempesthende Strukturelemente der
Inhibitoren zugewiesen werdéif. Auf der aminoterminalen (,ungestrichenen®)
Seite der Schnittstelle befinden sich die Aminoséeste P1, P2, P3... des Substrats,
beziehungsweise die zugehorigen S1-, S2-, S3nduBigstaschen des Enzyms. Auf
der carboxyterminalen (,gestrichenen) Seite ditgsprechenden Bereiche P1’, P2’,
P3'..., beziehungsweise S1’, S2’, S3'... Gezahidweweils von der zu spaltenden

Peptidbindung weg zu den Enden des Substrats hin.

ungestrichene gestrichene
Bindungsstellen Bindungsstellen
SZ S1

Schnittstelle

Abbildung 10: Schematische Darstellung der Substraindung nach Schechter und Bergéf®.,
In griin sind jeweils die Aminoséureseitenketten vorP3 bis P3’ des Substrats angedeutet, in rot
die korrespondierenden Bindungstaschen S3 bis S3edProtease.

Die Mehrzahl der Inhibitoren fur Cysteinproteasédddi Uber eine kovalente Bindung
ein tetraedrisches Produkt, &hnlich wie bei dersBathydrolyse (siehe Abbildung 1,
Seite 4). Generell basieren solche Inhibitoren daf hohen Elektrophilie der
reaktiven Gruppe, ihre Bindung kann reversibel oderersibel sein. Beispielsweise
sind Aldehyde, a-Keto-Carbonyl- odera-Keto-Phosphorverbindungen reversible
Inhibitoren, wahrend die haufig verwendeten sulistiten Methylketone,

O-Acylhydroxylamine, Vinylsulfone und Epoxide irrensible Inhibitoren sind.
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1.5.2 Aldehyde

Molekile mit Aldehydfunktion gehdren zu den erstemwendeten Cysteinprotease-
Inhibitoren. Sie blockieren das aktive Cystein Ulokg reversible Bildung eines
Thioacetals. Eine Reihe von Aldehyden mit inhibgohem Potential konnte aus
verschiedenen Unterarten vBireptomycessoliert werden. Beispiele hierfir sind das
aus Actinomycetes isolierte Leupeptin (Ac-Leu-Leu-Arg-#j® 249
([(S)-1-carboxy-2-phenylethyl]-carbamoyl-L-Val-Arg)**", die Staccopine P-1 und
P-2 (Val-Val-Val-Val-Phe-H und Val-Val-vVal-vVal-TyH)**? und Strepin P-1
(N-isovaleryl-Tyr-Val-Arg-H}**®. SAR-Studien mit N-terminal durch hydrophobe
Gruppen wie Benzyloxycarbonyl oder Acetyl derivigti,en Molekilen brachten
Substanzen wie Calpeptin (Z-Leu-Nle ¥4y, MDL 28,170 (Z-Val-Phe-Hj**! und
Calpain-Inhibitor | und Il (Ac-Leu-Leu-Nle-H und Aceu-Leu-Met-H¥*®! hervor.
Ein grof3er Teil der Affinitat dieser Molekule rutwbdn der Wechselwirkung des P2-

Antipain

Leucin mit der bei papainahnlichen Cysteinproteasehldefinierten S2-Tasche her.
Diese verankert die Inhibitoren in ihrem substratighen Bindungsmod{f§”. In den
Positionen P1 und P2 bestimmen Wasserstoff- undb&alken, ab P3 Van-der-
Waals- und hydrophobe Wechselwirkungen die Bindanglas Enzym. Das grof3te
Manko all dieser Molekiile ist ihre geringe Seleit#it So inhibiert beispielsweise
,Calpain-Inhibitor 1 Calpain, Cathepsin L und®’ ebenso wie das Proteasoii
Zudem werden Aldehyde unter physiologischen Bediggn rasch oxidiéft®. Die
Zellgangigkeit der Substanzen wurde durch die Niteale Derivatisierung mit
hydrophoben Gruppen verbessert, dennoch bleibiNiizen eingeschrankt, auch
wenn sie in einer Reihe van vitro Studien an isolierten Proteinen und lebenden

Zellen verwendet wurd&i-2%%
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1.5.3 a-Methylketone und Vinylsulfone

Drenth und Mitarbeiter nutzten 1976 das Chloromiédtpn ZPACK
(Z-Phe-Ala-C(O)-CHCI) zur ersten Bestimmung der Kristallstruktur aine
Cysteinprotease-Inhibitor-KompleXx&d. Auf Grundlage computergestiitzter Modelle
postulierten sie tetrahedrale ZwischenprodukteAistierung von Cysteinproteasen
und die inzwischen allgemein akzeptierte Beteilgueines Histidin- und
Glutaminrests am Katalysemechanismus. Die Lageheplelemmstoffe wurde als
substratartig bestimfit* 2°>! mit einem hydrophoben Rest (hier Phenylalaninjen
S2-Tasche und dem Chloromethylketon in Position $t. Gegensatz zu
Serinproteasen, bei denen die kovalente Bindung \essentiellen Histidinrest
ausgerSe], bilden solche Elektrophile mit Cysteinproteasemeefcylbindung aus.
Cathers et al. bestimmten derKgWert der pH-abhangigen konformationellen
Anderung deoccluding loopvon Cathepsin B mittels eines epoxidischen Inbibit
und seines Chloromethylderivd®s Eine Reihe strukturell verwandter
Fluoromethylketone wurde gegen Krankheiten wie Mafd” und BilharziosE®®
entwickelt, die durch parasitdre Einzeller veruntaeverden. Die Wirkstoffe
blockieren spezifische Cathepsine, wie beispielsav€ruzaili®®. Die Toxizitat von
Vinylsulfonen ist im Vergleich zu den Chloro- odeéluoromethylketonen deutlich
geringer. lhre geringere Bioverfluigbarkeit bedingtm@edrigeres Blutserumniveau, so
dass der intrazellulare Raum nicht erreicht wircthWsulfon K11777 ist gegen die
Chagas-Krankheit hochwirks&i?, inhibiert jedoch ebenfalls humane Cathepsine

wie Cathepsin \°1.

1O 8L
SEARGS

K11777

Abbildung 11: Strukturformel des Cruzain-Inhibitors K11777
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1.5.4 Epoxybernsteinsaure-Derivate

Die in dieser Arbeit verwendeten Inhibitoren mitdkgbernsteinsdure als reaktiver
Einheit werden im Folgenden gesondert behandeltTéxt eingefliigte Sequenzen
sind in Richtung der Substratbindung (von ...P2’, ikach P1, P2...) angegeben. Nur
am Rande sei erwéhnt, dass auch Inhibitoren meer@mdEpoxid-Motiven entwickelt
wurden, wie dast,-Epoxyketon El(siehe Abbildung 14), welches Aktivitdt gegen
Cruzain besitzt. Epoxybernsteinsaure-Peptide siedbdst untersuchte Gruppe der
Cysteinprotease-Inhibitoren. Sie bilden mit dem akaischen Thiol einen
irreversiblena-Hydroxy-Thioether (siehe Abbildung 12) und sindgeund der hohen
Nukleophilie der katalytischen Thiolgruppe selekfisr Cysteinproteaséi?. Der
pKsWert des Cystein-Thiols betragt 8,5, détsftWert des Histidin-Imidazols liegt
bei 723 Daher findet in Cysteinproteasen ein Transfer Riegons von Cystein auf
Histidin statt, so dass ein Thiolat mit einelfWWert von etwa 4 entsteht. DeKpdes
nun protonierten Histidins wird dabei auf 8,5 argm®®. Im Fall von
Serinproteasen findet dagegen kein solcher Protaresier zwischen Serin Histidin

statt, so dass die Nukleophilie des katalytischennS deutlich geringer ist.

/—Enzym 5 /—Enzym

I, |
R ) IIIII” R’ — R ) ’II[,II/ R
(0] O

Abbildung 12: Mechanismus der Inhibierung von Cyst@éproteasen durch E-64-Analoga

Das erste Molekul dieser Familie von Inhibitorer64& wurde 1978 von Hanada aus
Aspergillus japonicus TPR-64 isolieff® und kurz darauf totalsynthetisch
hergestell®. E-64-Derivate sind selektiv fir papainahnlichest@jnproteasen und
weisen geringe Toxizitat auf, weshalb sie zu Stedwlerkzeugen biologischer und
biophysikalischer Studien dieser Proteine wurdemm Beispiel zur Titration ihrer
aktiven Zentrer®® 22 2652681 par hoch konservierte Bindungsmodus wurde mittels
NMRP®°! und Rontgenkristallographié® 2’2 ermittelt. C2 des Oxiranrings ist an das
Thiol gebunden und das Peptid besitzt einen prégegigen Bindungsmodifé',

Die Leucin-Seitenkette ist in der S2-Tasche gebnna&éhrend das freie Carboxyl im
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Oxyanionen-Loch zu liegen kommt. Der hydrophobetRks Inhibitors liegt im
Bindungsareal ab Position S3. SAR-Studien von B6dvaten offenbarten die
Anforderungen an eine effektive Bindung zur Prated&dir Calpain selbst existieren

hierbei keine Daten, jedoch bestimmten Moldovearal.elie Struktur von pl-#*".

Abbildung 13: Banderdarstellung der Rontgenstruktur des Komplexes von pl-1l mit Leupeptin
(links) und E-64 (rechts). Es ist jeweils der Aus$mitt des katalytischen Spalts gezeigt. Die
Inhibitoren sind jeweils als Stdbchenmodell dargesilt, die Zahlenwerte bezeichnen an der
Interaktion mit dem Inhibitor beteiligte Aminosdure n der Protease.

Barrett und Mitarbeiter entwickelten ebenfalls eReihe von Inhibitoren auf Basis
des Epoxybernsteinsaure-Motivs. Besonders hervetmm sind CA03&® und

CA074? die hohe Selektivitat fir Cathepsin B aufweis@he sich zeigte, binden
sie nach einem alternativen Modus, in dem die Cafgouppe ahnlich dem
C-Terminus eines Substrats an @ecluding loopdockt*”. Das Peptid kommt dabei
in Richtung der Substratbindung zum liegen. An@ésdiblich wird der Thioether mit
C3 des Epoxids gebildet, jedoch entsteht diesererdahied nur durch die
unterschiedliche Nomenklatur (vergleiche Abbildul®), die Lage des Epoxids im
katalytischen Spalt ist tatsachlich immer gleicow8hl CA030 als auch CA074 sind
selbst nicht membranpermeabel, im Gegensatz zu iBrelin-Methylesteti’®), aus

denen intrazellular der eigentliche Hemmstoff fesigtzt wird.

Katunuma und Mitarbeiter entwickelten eine Seri@¥Bbernsteinsaure-basierter, fir
Cathepsin L selektiver, Inhibitoren. CLIK-088' %’® und CLIK-148"" sind
hervorzuheben, da beide hohe Selektivitdt gegerddreiCathepsinen B, K, S, und C

und gute Zellgangigkeit demonstrierten. Leider vewmrdnur unvollstandige und
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unubersichtliche Daten aufgelistet und eine Andabetischer Daten fehlte ganzlich.
Die Kristallstruktur des Komplexes von CLIK-148 mRapaiff’® zeigte einen
E-64-artigen Bindungsmodus, in dem der Pyridinring gestrichenen Teil des
katalytischen Spalts und die Seitenkette des Pakmyhs in S2 zu liegen kommt. Der
Vergleich mit den Strukturdaten fir Cathepsin Luisl K ergab die Argumentation,
dass der raumfillende Pyridinring mit deatcluding loop von Cathepsin B
unvereinbar i$t* 2°1 CLIK-079, welchem dieser Aromat fehlt, zeigte
dementsprechend keinerlei Selektivitdt gegenubethepain B. Die Selektivitat
gegenuber Cathepsin K wurde mit der GroRe der S2heaund Unterschieden der
Position 142 (Papain-Nummerierung) begriindet. Writhia Cathepsin K an dieser
Stelle ein Glutamin zu finden ist, tragt Cathepisiein Leucin. Ein P1’-Lysin-Rest
stabilisiert folglich die Bindung an Cathepsin Kdumermindert die Selektivitat der
Inhibitoren. Prinzipiell erbrachten die vorgestatilin vitro wie in vivo Studien mit
CLIK-148 eindrucksvolle Ergebnisse, jedoch beivieise sehr untbersichtlicher
DatenlagB®®. So konnte der Knochenabbau durch CBdmorzellen ebenso wie
durch mittels TNFe angeregte Osteoklasten unterdriickt werden. Diasimitdt und
Metastasierung verschiedener Knochenkrebs-Zellinilonnte im Mausmodell

sowohl bei intravendser, als auch bei oraler Gavangert werden.

Ein Austausch des Epoxids fuhrt im Allgemeinen dtamatischen Verschlechterung
der Inhibierung. Das E-64c analoge DC-11, das d&#tOxirans eine Doppelbindung
tragt, ist etwa tausendfach weniger pdféft Aziridin-Analoga wie E2 weisen
ebenfalls stark verminderte Aktivitat &3f, Cyclopropanderivate sind inakff?.
Der Austausch des Oxirans durch ein Dioxathiolaxidie®” senkte die Affinitat zu

Calpain, jedoch waren die Substanzen E3-5 exzellahibitoren fir Cathepsin B.

Die absolute Konfiguration des Epoxids ist von en¢sdender Bedeutung. Das
D-(2R,3R)-Isomer von E-64 wies ein deutlich vermindertesibitorisches Potential
auf®Y. Studien mit weiteren Derivaten zeigten zunachisenéalls eine klare
Bevorzugung der &39)-Konfiguratior®® 28> ¢l Schaschke et al. wiederlegten
jedoch die strikte Bevorzugung der §29-Konfiguration zumindest fir
Cathepsin B-Inhibitoren, die mit den ungestricheneBindungstaschen

wechselwirkeff. Das (R3R)-Derivat von CA036¥ wies exzellente
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Hemmwirkung und Selektivitat auf und Ubertraf dieerkimwirkung der
Stammverbindung sogar um mehr als eine Zehnerpadi®n@egensatz dazu zeigt das
(2R,3R)-Derivat des sehr ahnlichen CAG74 wesentlich geringere Affinitat als
CAOQ074 selbst. Fur Inhibitoren wie CA030, welched@n gestrichenen Bereich des
katalytischen Spalts von Cathepsin B binden, istldieraktion der Carboxylgruppe
mit democcluding loopentscheidend, weshalb Esterderivate der Verbinelusgark
verminderte Aktivitat zeigen. Zusammenfassend wuggkschlossen, dass die
Unterscheidung nach substrat- oder propeptidatericBindungsmodus, ebenso wie
die Bevorzugung eines Diastereomers von minimalemtetdchieden der
Inhibitorstruktur abhangt. Offensichtlich konkuntielie Bindung des Carboxylats an
den occluding loopmit der hydrophoben Wechselwirkung zwischen Pejpin

Protease.

M 1A JL,
O H/\/\/ N K OH o]
NHBoc
)\ o) o)
R=0OEt =CA-030 j H H )[ /_%k
=NHnPr =CA-074 w/\/ N OR
/I/W)L 2 I]/\H d Y

OH o//s\\o

| I /\/@ f
CLIK-148 -
Me,N. N)%“N\JJ\N N/
H H
o o

Abbildung 14: Verschiedene E-64 Derivate. Fur E-64ind CA-030 sind die Oxiran C-Atome
nummeriert.

Die Carboxylgruppe ist dufRerst wichtig fir die hatdion mit dem Oxyanionen-Loch
von Calpain. So zeigt zum Beispiel E-64d, der Ehtdr von E-64adn vitro ein um
das ca. 100- bis 1000-fache geringeres Poterg@ddch wird die Estergruppe solcher
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Verbindungen in vivo jedoch rasch durch Esterasemrdtysiert und die

urspriingliche Verbindung wieder hergest&fit Da gleichzeitig die Zellgangigkeit
verbessert wird, sind solche Molekile ideal furlbadierte Studien geeignet. Fir
andere papaindhnliche Cysteinproteasen ist die €béuvig der Interaktion zwischen
der Carboxylgruppe und dem Oxyanionen-Loch weit igem ausgepragt. Auch
substituierte Carbonylverbindungen wie Amide weik&r gute Aktivitaten auf. Dies
wird zum Beispiel durch Inhibitoren wie CA074! oder NS-13%%¥ belegt, die in

dieser Position ein Amid tragen und exzellentebibren fir Cathepsin B sind.

Veranderungen im ungestrichenen Teil beeinflusssnithibitorische Potential sowie
die Zellpermeabilitat der Hemmstoffe. Der Austausoim Agmatin aus E-64 gegen
Isopentyl in E-64c steigert die Affinitat des Mold& nicht, verbessert jedoch die

281 289 \Werden groRere hydrophobe Gruppen angekniipft, zwie

Zellgangigkei
Beispiel Z-1,4-Diaminobutyl in Ep-460, so wird di¢irksamkeit drastisch erhdfft'.
Tatsachlich zeigte sich, dass sich die geladenai@ogruppe von E-64 nicht an der

Bindung mit Calpain beteiligt und zum Lésemitteh loirientiert iSt*.

Bei den bisher untersuchten Molekilen, in denen HEad_eucin durch andere
Aminosauren ersetzt wurde, ist eine Verschiebumdgseéektivitat von Calpain zu den
Cathepsinen zu beobachtéh 2™* ¢ Ein Vergleich der Kristallstrukturdaten fir
Komplexe von E-64-Derivaten mit Actinidf und Papaifi” *°” mit der Lage des
Propeptids in Procathepsin B! zeigen eine Verschiebung der Aminosaure-
Seitenketten um etwa eine Bindungslange, was befmt der Konzeption von

Inhibitoren bedacht werden muss.

Leider zeigen E-64-Derivate keinerlei Selektiviiaherhalb der papainahnlichen
Cysteinproteaséfi 28> 2°2 2931 Ein direkter Vergleich der in der Literatur angbgnen
Inhibitionskonstanten ist oft schwierig, da die M@&sgen bei unterschiedlichen
Temperaturen erfolgten und/Ki- oder ICs-Werte angegeben sind. Solche
Inhibitoren wurden in zahlreichem vitro Untersuchungen sowohl an isolierten
Proteasen, als auch in zellbasierten Experimenten n@lekulare Werkzeuge
verwendet um Aufschluss Uber die mit den Enzymerbwedenen Prozesse zu
erhalten. So wurde beispielsweise Calpain mi{]Ac-Ep-459 markiert um den
zeitlichen Verlauf der Autolyse zu analysieféh
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Schaschke et al. adressierten sowohl die ungestreh als auch gestrichenen
Bindungsstellen von Cathepsin B. Ein erstes do@pdiges Epoxid mit Agmatin-
Ornithin-Rest im ungestrichenen Teil wies entgegim auf computerbasierten
Modellerd*” gestiitzten Erwartungen keine verbesserte BindugGffensichtlich
ist ein einfaches Umdrehen des Substratbindungssnotizureichend. Zudem sind
augenscheinlich die Beitrage einzelner Aminoséoaer auch Peptidsequenzen nicht
einfach additiv; vielmehr wird oftmals eine Bindwggometrie erzwungen, welche
die Bindung eines anderen Strukturelements stéttsandie Gesamtaffinitat deutlich
gegenuber dem zunadchst erwarteten Wert verrindgrt. optimierter Inhibitor,
NS-134, der einen Teil des Propeptids auf der urigesnen Seite tragt, wies
wesentlich starkere Bindung zu Cathepsin B*&ifDer Bindungsmodus wurde hier
durch  Abséattigung des  Glycylcarboxylats  festgelegtwie  mittels
Rontgenkristallographie bestatigt werden kolitfte Der Inhibitor erstreckt sich von
S4 bis S2’, das Epoxid bindet wie E-64 mit C2. Waschend zeigte sich jedoch, dass
die Peptidkette nicht dem Verlauf des Propeptids €@athepsin B, sondern vielmehr
dem von Cathepsin L, K oder X folgt. Konjugate belcinhibitoren mit Rhodamin B
oder Biotin kdnnen als Marker fiir die Proteomikggisetzt werddf>. Ein NS-134
Derivat zeigte vergleichbare Hemmung. Die Markerdshierbei zum Solvens hin
gerichtet, so dass das an die Protease gebundptié Pé einer Avidinsaule selektiv
herausprapariert werden kann. Das mit Biotin matr&iBeptid NS-196 wurde in einer
zellbasierten Studie zur Untersuchung der Rolle v@athepsin B bei der
Selbstzerstérung zytotoxischer T-Lymphozyten eiagd®®. Ein Cyclodextrin-
Konjugat von NS-134 wurde als molekulares Vehikel Zytotoxische Substanzen
konzipierf®”, um so gezielt Tumorzellen mit verstarkter Obetinexpression von
Cathepsin B zu adressieren. Um die Zellgangigkeiverbessern, wurde zusatzlich
N-terminal ein heptameres Penetratin-Pépfidangefiigt. Das Inhibitionspotential
dieses Konstrukts war gegentber NS-1184/itro nochmals um etwa das Vierfache
gesteigert, in lebenden Zellen reichte etwa einedbrifach geringere Konzentration
Im Vergleich zu NS-134.
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Abbildung 15: Reportermolekille auf Basis von E-64.

Das von Matsumotu et al. vorgestellte JPM-565 kaber sein Tyramin radioaktiv
markiert und als Reportermolekiil eingesetzt wéefd&nBogyo und Mitarbeiter
wurden hierdurch inspiriert, eine Bibliothek radkta markierter, beziehungsweise
biotinylierter Reportermolekile herzustellen. Digpokide DCG-03 und DCG-04
wurden als Sonden fiir Studien der zellularen Auégatter Cathepsine verwend&t
%1 Es wurde demonstriert, dass sich verschiedeneofstiinien nicht nur im
Expressionsmuster, sondern auch der Aktivitdt dezedtnen Cathepsine stark
voneinander unterscheid®?. Das von CA074 abgeleitete MB-074! in dem
n-Propyl gegent?3-markiertes Tyramin substituiert ist, belegte inemn &hnlichen
Experiment die unterschiedliche Aktivitat von Caike B in verschiedenen
Tumorzelllinienund Extrakten verschiedener Gewebe aus R&fteidCG-04 wurde
eingesetzt, um markierte Proteine mittels einemdikwviAffinitdtssdule zu isolieren. So
konnten Cathepsin L, H und B mittels Sequenzierund MS-Analyse identifiziert
werden, was die Verwendbarkeit solcher Systeme Ailalysen des Proteoms
demonstriert. Mit einem solchen Affinitatsmarkemkee zudem die Beteiligung von
m-Calpain und Calpain 3b an grauem Star unterswende®®, wobei sich zeigte,
dass die Aktivitat von Calpain 3b aufgrund protéisther Prozessierung in
erkranktem Gewebe bei nahezu identischer Gesamemegiggin gesundem Gewebe
stark erhoht ist. Mit einer Bibliothek von 19 DC@-Derivaten, in denen die

P2-Position variierte, wurden Gewebsextrakte gesundnd entarteter Proben
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behandelt und die verbleibende Proteaseaktivitét Tm-markiertem DCG-04
visualisiert®.. Die Bevorzugung aliphatischer Aminosauren in dR&-Position
bestatigte sich, andere Aminosauren fuhrten zuesbkdrer Hemmung, erhdhten
jedoch teilweise die Selektivitat leicht. Fiur Caibie B wurde so die Praferenz Leu
Nle = lle > Trp > Tyr > Phe gefunden. Ein ahnlicher Amsait teilrandomisierten
Bibliotheken vom Typ E6 wurde fiir Untersuchungem degestrichenen Seite der
Cathepsine verwend&f' *° und zum Patent angemeld®. Anhand dieser Daten
wurden geeignete Inhibitor-Kandidaten ermittéit *°® und die Proteasen
entsprechend ihres Inhibitionsprofils eingruppieétt Unbekannte Proteasen fallen
hierbei durch ihre fehlende Ahnlichkeit zu andeRmoteasen auf. Ein Konzept mit
doppelkdpfigen Epoxybernsteinsdure-Peptiden zurkMamg von Proteasen der

Papain-Familie wurde ebenfalls entwickéft

Ein generelles Manko der E-64-Analoga ist das Felien P1-Seitenketten. Die von
Powers und Mitarbeitern zur Inhibierung von Caspamgtwickelten Epoxysuccinyl-
Azapeptide E7, erlauben jedoch eine AdressierungsdeTasche von Proteaséli:
311 Die Gruppe um Bogyo stellte eine Synthese vonpaptiden E8 mit Epoxid-
Motiv und anderen reaktiven Gruppen an fester Phag&?. Solche Bibliotheken

konnten zur gezielten Untersuchung der S1-Tascitwevelet werden.
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Abbildung 16: Epoxid-Bibliotheken, P1'-Azapeptide rach Powers und Bogyo
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1.5.5 Abschliel3ende Bemerkungen

Insgesamt kann resumiert werden, dass vielfaltigmveékdungsmaoglichkeiten ftr
niedermolekulare Inhibitoren untersucht wurden,obdgers zur Behandlung einiger
schwerwiegender Krankheiten. So wurden beispiesaveAnwendungen als
Immunomodulatoréit®, der Einsatz gegen Osteopofd$e™® bei Krebsleidef® %

3171 oder Arteriosklerodg: 3

gepruft. Leider sind trotz der erheblichen
Anstrengungen die Ergebnisse als nur teilweiseidibfrend zu bezeichnen. Fur
p- oder m-Calpain konnte bis zum gegenwartigenpdeitt kein geeigneter Inhibitor
gefunden werden. Die bisher bekannten Substanzembe mindestens eine andere
Protease, meist Cathepsine gleich gut oder belssé€ragpain, so dass therapeutische
Eingriffe in die Calpain-Aktivitat immer noch au®atb der Moglichkeiten liegen.
Auf dem Gebiet der Cathepsine konnten vereinzefbl§gmeldungen berichtet
werden, jedoch befinden sich bisher ausschlieziedi gegen Cathepsin K gerichtete
Wirkstoffe zur Behandlung von Osteoporose in kthisn Studief'®. Dennoch
konnten durch die Arbeiten auf diesem Gebiet teetéinblicke in die Funktionsweise
und Regulation dieser in den Schlusselpositionezierizellularer Mechanismen

sitzenden Proteasen gewonnen werden.
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1.6 Substratbibliotheken

In einer Reihe von Studien wurde die Bindung von bsiaten und

Substratbibliotheken an Proteasen untersucht. Dgelfaisse hieraus kbnnen zur
Entwicklung hochaffiner und spezifischer fluorogen8ubstrate firin vivo

Experimente und Untersuchung von Inhibitoren undrkétoffen herangezogen
werden, ebenso wie zur computergestitzten Sucheliobaer Proteasesubstrate in
Genomsequenzen. Fur die Entwicklung selektiverblitdrien werden Anhaltspunkte
gewonnen, wenngleich die Ergebnisse nicht uneirfgés&t Gbertragbar sind. Einige

Studien an papainahnlichen Cysteinproteasen seeéispielhaft vorgestellt.

1.6.1 Vergleich natirlicher Substrate

Tompa et al. stellten eine computergestitzte Aralyen 106 Schnittstellen in 49
Substraten von p- und m-Calpain ¥t Es wurde ausschlieRlich die Primarstruktur
zum Vergleich herangezogen und die gefundenen g#eiten wurden durch
Vergleich mit dem statistischen Vorkommen in definrenDatenbanken Swiss-Prot
und TrEMBLP® gewichtet. Fiir die Bindungstaschen S4 bis S7' emréblgende

Praferenzen gefunden:

Tabelle 3: Praferenzen der Bindungstaschen von p-nd m-Calpain in bezug auf nattrliche
Substrate nact?!. Ubereinstimmungen mit der Sequenz von CP1B (vergiche Abschnitt 1.4.1)
sind fettgedruckt.

Position

P4 ’P3 ‘PZ ’ P1 ’ Pl" PZ" P3" P4” PS" P6’ ’ P7’

Praferenz

T ‘ P(W)‘ L, T,V‘ K,Y,%S,T ‘P,I ‘P,T ‘P ‘ P ‘ CY(W) ‘ R

Die Praferenz fur Prolin in P3" war hierbei mit desyb9-fachen Vorkommen im
Vergleich zur statistischen Verteilung besondersgapragt. Ebenfalls auffallig war
eine Haufung von Aminosauren im gestrichenen Ttkd, der homologen Sequenz
TIPPXYR der inhibitorischen Domanen von Calpastaimsprechen. Die dieser
Sequenz vorausgehenden Aminosauren, Glutaminsadré/alin, kommen dagegen
so gut wie nie an den entsprechenden Stellen irst&ubn vor. Global betrachtet
wurden relativ haufig Regionen mit hohem PEST-W&bevorzugt. Austausch der

Positionen P1 und P1' der Autolyse-Schnittstellem \Calpain B aufrosophila
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melanogasterdurch selten gefundene Aminoséuren verhindertésadhlich die
Spaltung. Interessanterweise fand jedoch eine ¥emeng der Schnittstellen statt,
wobei die neuen Stellen wesentlich langsamer gespalurden als die nativeft'.
Das auf den Ergebnissen basierende fluorogene rauli3abcyl-TPLKSPPPSPR-
EDANS zeigte eine deutlich hohere Umsatzrate alskdmemliche fluorogene
Substrate. Ein auf den ermittelten Haufigkeitenubender Algorithmus konnte
jedoch Spaltstellen anderer Proteine nicht mit eiasend grofRer Sicherheit
vorhersagen. Offensichtlich beruht die Substratankeg durch Calpain nicht nur auf
der Primarstruktur. Eine Verbindung zu hydrophoRegionen konnte entgegen einer
friheren Prognose von Sakai et nicht gefunden werd&A". Hingegen spielt die
Sekundarstruktur eine grof3e Rolle, da in etwa 7@%oFdlle ungeordnete Bereiche

des Substrats bevorzugt wurden.

1.6.2 Positional scanning combinatorial librariesPS-SCL)

Die Arbeitsgruppe Storer verdffentlichte eine Seudnit Peptiden der Sequenz
Dansyl-FRXWA-OH, in denen in Position X die Aminosén Tyr, Phe, Leu, Val,

Ala, Ser, Asn, GIn, Asp, Glu und Lys getestet waffé. Im sogenannten PS-SCL-
Ansatz positional scanning combinatorial librarigsvurden Cathepsin B, L, S und
Papain untersucht, wobei die Sequenz Phe-Arg jsweithe Positionierung der
Aminosaure X in P1’-Position sicherstellen solll@e Detektion erfolgte anhand der
Verminderung des FRET-Effekts zwischen Tryptophad Dansyl bei Spaltung des
Peptids. Cathepsin B bevorzugte grof3e hydrophobendsauren, Cathepsin L
hingegen etwas kleinere. Fir Cathepsin S zeigkeesie leichte Praferenz fur Alanin,
fur Papain konnte kein eindeutiger Trend bestimnarden. Die nur geringen
Unterschiede in der Effizienz der Substrathydrolyserden als Indiz fur eine

untergeordnete Rolle der ungestrichenen Tascheeb&ubstratbindung angesehen.

Portaro et al. stellten eine PS-SCL-Studie an Pap@athepsin B und L v5f.

Ausgehend von der Sequenz Abz-AAFRSAQ-EDDnp wudienPositionen P4, P3,
P2’ und P3 jeweils durch Austausch mit anderen Aesauren untersucht, die
Spaltung fand jeweils an der Bindung Arg-Ser sta#t. wurden ausschlie3lich die

Aminosauren Trp, Tyr, Phe, Leu, Ala, Ser, Asn, Asgs und His verwendet, um bei
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geringer Grof3e der Bibliothek zumindest eine Aménoe jedes Typs (grof3, klein,
sauer, basisch, etc.) einzubeziehen. Die Umsatanatele ebenfalls Uber die
Abnahme des FRET-Effekts bei Spaltung des Pepgdsrbmt. Folgende Praferenzen

wurden gefunden:

Tabelle 4: Praferenzen der Bindungstaschen von Cadipsin B, L und Papain in bezug
auf PS-SCL Bibliotheken nacl?? 3%

Position | P4 P3 P2 P2’ P3’

CathB L=F>W L>Y F=R D LW

CathL F>L>H F=W>H hydrophob W>>L =Y -

Papain L>H>F F=L F W>L hydrophob,

Fur Cathepsin B wurde in einer speziell fur Carlwbggptidasen konzipierten Studie
zunachst mit FRET-Peptiden der Sequenz Abz-GXXZXH{]POH die S1-Tasche
der Protease untersulft. Die Positionen X waren hierbei jeweils randomisiend

Position Z wurde mit einer definierten Aminosauedelgt. Hierbei zeigte sich, dass in
Position P1 Arginin am besten geeignet ist, gefolgt Leucin, Serin und Alanin.
Dieses Ergebnis floss in die Konzipierung der weiteBibliotheken ein, in denen die
oben mit Z bezeichnete Position durch Arginin uredvgils eine der mit X

bezeichneten Positionen mit definierten Aminosaupesetzt wurde. Anhand der
gefundenen Praferenzen wurde das fiur Cathepsin Bzifgghe Peptid

Abz-GIVRAK(Dnp)-OH synthetisiert, welches die bisatd hdchste gemessene

Umsatzrate fir diese Protease besitzt.
Tabelle 5: Praferenzen der Bindungstaschen von Cagipsin B nac#?*!
Position | P3 | P2 | p1 | pr

Praferenz| hydrophob Val / aliphatischArg > Leu, Ser|Ala, hydrophob
basisch-sauer |Ala sauer

1.6.3 Phage-display

Beim sogenanntePhage-displaywerden kommerziell erhaltliche Bakteriophagen-
Bibliotheken verwendet, die eine Vielzahl verscleieelr Peptide prasentieren, die an
die auf einem Tragermaterial immobilisierte Protedgden. Jeder einzelne Phage
besitzt nur ein bestimmtes Oberflachenpeptid, sdaitn eine Auswahl erfolgen.
Nach Entfernen unspezifisch gebundener Vertretedeve Phagen hoherer Aviditat,

und dementsprechend Peptide hoherer Affinitat,edluDie so selektierten Phagen
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konnen in Bakterien vermehrt und einer neuen Selektunde unterworfen werden.
Nach mehreren Selektionszyklen kdnnen schliellieh Rhagen hdchster Aviditéat
vereinzelt und kloniert werden, deren DNS analysiand so die Sequenz des
entsprechenden Peptids ermittelt wird. Umsatzrdes énhibitionskonstante werden
am synthetisch hergestellten Peptid bestimmt. Uuleth Mitarbeiter selektierten tber
Cystin-Disulfidbriicken zyklisierte Heptapeptide ainkommerziell erhaltlichen

Phagen-Bibliothek anhand ihrer Affinitat zu Papah Es wurden 15 Phagen hoher
Aviditdt ausgewéhlt und einem quantitativen ELISAsT unterzogen. Die

entsprechenden Peptide zeigten die in Tabelle @eéilirten Trends. Das Peptid mit
der hdchsten Inhibitionskraft, CWEWGGWIBGSS-OH (im unterstrichenen Tell

tber ein Disulfid zyklisiert), wies eindf-Wert von 7,1uM auf.

Tabelle 6: Praferenzen der Bindungstaschen von Pajya- Phage Display Bibliotheken nach?®.

Position‘l ‘2 ‘3 ‘4 |5 ‘6 ‘7
Trend |W  |WST | LTM | kein | G | Aromaf basisch

1.6.4 Randomisierte harzgebundene Peptide

Die Arbeitsgruppe Meldal stellte eine Studie mihdamisierten, harzgebundenen
Heptapeptiden an Papain 76¥. Die Spaltung wurde Uber ein FRET-Paar aus
Lys(Abz)-OH und N-terminal gebundenem Tyr(NQ@letektiert und mittels Edman-
Abbau an fester Phase untersucht. Es zeigte sads, Gyr(NQ) eine hohe Affinitat
zur S2-Tasche besitzt und somit die PositionierdegPeptide bestimmte. In einem
zweiten Ansatz mit Oktapeptiden sollte Prolin irntg@minaler Position die Bindung
von Tyr(NG,) an S2 unterbinden. Zudem mussten saure Aminas@auwsgeschlossen
werden, da die elektrostatische Anziehung zwisdwerpositiv geladenen Oberflache
der Protease und sauren Peptiden eine hohe Affwigspiegelte. Der theoretisch
mogliche Konfigurationsraum von 2@eptiden wurde bei weitem nicht ausgeschopft,
und nur etwa 270.000 Verbindungen wurden gesté&tet

Tabelle 7: Préferenzen der Papain-Bindungstascheriif randomisierte Peptide nact#?®.

Position | P3 | P2 | P1 | s1-sa
Trend ‘ P,V ‘ hydrophod A, G, E,I% klein
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1.6.5 Oriented Peptide Libraries - zielgerichtete Eptidbibliotheken

Turk et al* ° stellten ein Konzept mit randomisierten sowie geeichteten
Peptidbibliotheken zur Bestimmung der optimalenugeqg flr den ungestrichenen
und gestrichenen Teil von Substraten vor. Hierberden zundchst N-terminal
acetylierte, komplett randomisierte Peptidbiblidte erzeugt und partiellem Verdau,
in diesem Fall durch Metalloproteasen, unterworfere Praferenz im C-terminalen
Teil des Peptids wird durch Edman-SequenzierundgPdgtide von ihrem N-Terminus
aus bestimmt und so eine HaufigkeitsverteilungdidgrAminosauren des gestrichenen
Teils ermittelt. Am N-terminalen Teil, sowie in uwgpaltenen Peptiden blockiert die
N-terminale Acylgruppe die Sequenzierung. Nun wertilrandomisierte Peptide
mit den haufigsten C-terminalen Aminosauren deseer®urchlaufs, welche die
Spaltstelle bereits vorselektieren, der Proteolysirworfen. Uber eine C-terminale
Biotingruppe kdnnen ungespaltene Peptide, sowi€dierminalen Reste gespaltener
Peptide entfernt werden. Die N-terminalen Pepticerden erneut durch Edman-
Abbau sequenziert und die Aminosaurepraferenz dgesirichenen Seite bestimmt.
Als Nachteil wurde angegeben, dass Proteasen rhivashen Préferenzen im

ungestrichenen Teil bereits im ersten Zyklus kandeutiges Ergebnis liefern.

1) AC-XXXXXXXXXX-OH 2) H,N-XXXXXABCDE- Biotin
W W
AC-XXXXX-OH + H,N-XXXXX-OH H,N-XXXXX-OH + H,N-ABCDE:Biotin
H,N-ABCDE-OH H,N-XXXXX-OH
W
H,N-FGHIJ-OH

Abbildung 17: Schematische Darstellung der Aufklaruing der Aminosaurepraferenzen von
Protease-Bindungstaschen nachi ©! 1) Bestimmung der Praferenzen der gestrichenen e
2) Bestimmung der Praferenzen der ungestrichenen Be. Weitere Erlauterung im Text.
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Die Gruppe um Davies suchte mit dieser Methode rcem geeigneten Calpain-
Substrdf?”! mit Hilfe des von der selben Gruppe entwickeltédlyKonstrukts'??.

Im zweiten Zyklus wurden statt biotinylierter PejgtiMAP-Dendrimere verwendet
um Probleme mit dem Verlust von Biotin-Aktivitatdidlamit verbundenem hdéherem

Hintergrundrauschen zu vermeiden.

Tabelle 8: Praferenzen der pl-1l Bindungstaschen zielgerichtete Substratbibliotheken nach?".

Positon | P5-P3 | P2 | P1 | P | P2 | P2
M>A>R= R>K>P
Praferenz (L,F, P)| L>Vv>l | L=F K p M=E=

Die Praferenz fiur hydrophobe Aminosauren in denestrgchenen Positionen ist in
Ubereinstimmung zu friiheren Arbeiten an Peptidyle@methylketone?™! und
niedermolekularen AMC-Peptidsubstrdféth Als optimale Substrat-Sequenz von P3
bis P3’ wurde Pro-Leu-Phe-Ala-Glu-Arg ermitteltedn einem FRET-Testsubstrat im
Vergleich zu SLY-AMC eine deutlich gesteigerte Utasate aufwies.
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2 Aufgabenstellung

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchumrg skrukturellen Voraussetzungen
fur die Inhibierung von Enzymen aus der Familie dpapaindhnlichen
Cysteinproteasen. Es wurden verschiedene Ansatmbditet, tber die Einblicke in
die Wechselwirkung der Inhibitoren mit den Zielgioen gewonnen werden sollten.
Hierzu wurde eine Reihe verschiedener Peptidmodekilim Teil nichtpeptidische
Gruppen enthaltend, durch chemische Synthese &er fehase hergestellt, die als

Sonden zur Untersuchung der Wechselwirkung mitdielproteinen dienen sollten.

P’-Inhibitorbibliotheken

Es wurde einbottom-upAnsatz fir die Entwicklung eines generellen Kongequr

Entwicklung neuer molekularer Sonden fir die Familler papaindhnlichen
Cysteinproteasen verfolgt. Mit solchen Sonden s@lhe Verbesserung der Affinitat
und Selektivitat von Inhibitoren fir einzelne Mitder der Proteasefamilie erreicht
werden. Das besondere Augenmerk lag hierbei auf gastrichenen Seite des
katalytsichen Spalts der Proteasen. Zu diesem Zwegtden teilrandomisierte
Peptidbibliotheken geplant. Uber eine Ankergrupges E64-Derivat Ep-460, sollte
eine kovalente Bindung der Peptide an den Cysw&inder katalytischen Triade
abgesichert werden. Durch Bestimmung der Inhibskmmstanten der jeweiligen
Mitglieder der Bibliothek sollten die besten Inhidoien ermittelt, und danach in einem
weiteren Zyklus von Synthese und enzymkinetischeesdingen einer weiteren

Optimierung zugefuhrt werden.

Verkurzte Calpastatin Peptide

Ziel war, die minimale Aminoséuresequenz eines iBgpaus Unterdomane B,
Domane | des humanem hepatischen Calpastatins rmittedn, bei der noch
mindestens eine mikromolare Hemmung von p-Calpaiiaht wirde. Das bereits
bekannte aus 27 Aminosauren bestehende synthetsgtel (CP1B) wurde hierbei
zugrunde gelegt. Hierdurch sollte eine verbessé&&nntnis der strukturellen

Voraussetzungen fir eine starke Wechselwirkung dveis Enzym und Substrat
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gewonnen und gleichzeitig eine Vereinfachung denmtlsyse weiterer modifizierter
Calpastatin-Peptide ermdglicht werden. Hierzu wudie Synthese von Peptiden
verschiedener Lange, sowie von C- und N-termindleagmente und weiteren
Derivaten von CP1B geplant, ebenso wie die Chanal¢eung ihrer Hemmwirkung

in kinetischen Assays in bezug auf Calpain.

Zyklische homodetische Calpastatin Peptide

Ausgehend von der ermittelten minimalen Sequenz dam endogenen Calpain-
Inhibitor Calpastatin wurden Seitenketten-verknéipéndozyklische homodetische
Peptide konzipiert, um das weitgehend unstruktigridteptid in der Teilsequenz
Glu™-Leu*-Gly**Lys'® (CP1B-Nummerierung) konformationell einzuschranken
Durch Verminderung der RinggrofRe dieser endopeguingin Zyklen um jeweils eine
CHy-Einheit sollte der Einfluss des reduzierten komfationellen Spielraums auf die

Bindungsaffinitat der Peptide beleuchtet werden.

CP1B Photoaffinitats-Peptide

Zur Ermittlung des Bindungsmodus des CP1B-Peptidsummanes p-Calpain war die
Synthese einer Reihe von CP1B-Derivaten geplart, elne durch UV-Licht
aktivierbare reaktive Gruppe, sowie eine Biotin-B&grgruppe tragen. Nach
Belichtung und partiellem Verdau des Calpains kéraddurch das verbriickte Paar
aus CP1B und dem kovalent gebundenen Calpainfragm&usammenarbeit mit der
Gruppe von Prof. Christian Sommerhoff, Minchen,rithe Biotingruppe des CP1B-
Derivats mittels Gelelektrophorese und Western Bd@ntifiziert werden. Durch
Edman-Sequenzierung und massenspektrometrischedluay des erhaltenen
Fragments sollten die Domanen von Calpain, welcheQR1B in Wechselwirkung
treten, bestimmt werden. Auf diese Weise konnteglitide Kontaktstellen zwischen
Calpastatin und p-Calpain auf3erhalb der katalygisdboméane Il identifiziert, und so

der Bindungsmodus des Uberbriickenden Peptids ektfimerden.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Konzept der P’-Bibliotheken fur Calpaine und Cahepsine

Das hohe Interesse an den mit den Proteasen delidra@01 und C02 verknilpften
Prozessen fihrte in den letzten Jahren zu einestd#&ung der Bemuhungen zur
Erzeugung geeigneter Inhibitoren fiir diese Enzydm.ein rationales Inhibitordesign
zu ermoglichen, wurde eine Vielzahl von Studien ®AR-Untersuchungen der
katalytischen Zentren der papaindhnlichen Cysteiepsen vorgestellt. Jedoch
handelt es sich im Fall Inhibitor-basierter Studmaeist um die Verbesserung von
Leitstrukturen und es existieren wenige Daten artsdematischen Screenings zur
Untersuchung der Préferenzen der BindungstascheispiBlsweise veroffentlichte
die Gruppe um Donkor eine Studie mit an Chloromigdtgne konjugierten
Tripeptide’?® zur Untersuchung der Praferenzen von Calpain. Bogyd
Mitarbeiter untersuchten mit von E-64 abgeleitetihibitor-Bibliotheken die
Positionen P2 bis P4 mit natirlichen und nichtrietien Aminosauren. Verschiedene
Cathepsine, sowohl in isolierter Form, als auch Blschung aus zellularen
Proteinextrakten, wurden untersuéfit>*> 3! Die in bisherigen Studien gewonnenen
Daten beziehen sich jedoch fast ausnahmslos aufudgestrichene Seite des
katalytischen Spalts, so dass zum gegenwartigetpufait nur unzureichende
Kenntnisse Uber die S’-Region dieser Proteasenavaign sind. Auch flr Cathepsin
B, in dem der alternative Bindungsmodus (siehe Abgt1.5.4) der E-64-Derivate
den peptidischen Teil der Inhibitoren auf die geb@ne Seite zwingt, sind im
Bereich der S’-Taschen strukturell nur einzelnek®aiiauf der topographischen Karte
abgesteckt. Zudem handelt es sich hierbei eigéntlien ein Zufallsprodukt.
Tatsachlich wurde der Bindungsmodus von Inhibitonee CA030 zunachst als dem
von E-64 gleichend beschriet@fl und erst spater als substratahnlich erk&fiht
wobei die Aminosaureseitenketten in den S’-Tasclzem Liegen kommen. In einer
Reihe von Studien wurden die Substrat-Praferenzesr g@apaindhnlichen
Cysteinproteasen untersucht. Dies geschah durchléien natirlicher Substraté”,
oder mittels rationaler Bibliotheken, wigositional scanning librarié¥?3?* Phage-

display*?®, komplett randomisiertf® oder wissensbasierter Substratbiblioth&Ren
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63. 3271 Djese Ergebnisse sind jedoch nicht uneingeschrablertragbar auf die
Entwicklung von Inhibitoren, da ihre Bindung, insbadere die irreversibler
Inhibitoren, anderen Gesetzmaligkeiten folgt. $ceils gutes Substrat durch einen

hohenKy-Wert bestimmt, was auf Inhibitoren logischerweiseht zutrifft.

Im Rahmen dieser Arbeit wird die erste systemaéiddhtersuchung der gestrichenen
Seite des katalytischen Spalts der Cathepsine wga@e mit Hilfe fokussierter
Bibliotheken irreversibler Inhibitoren vorgestellie Ankergruppe wurde so gewahlt,
dass bereits eine Beschrankung auf Klan CA, Fai@liz und C02 bestand. Der hoch
konservierte Bindungsmodus der E-64-Deril7&té’? sicherte die Reproduzierbarkeit
der Ergebnisse. Das hier verwendete Derivat Ep*#b@eichnet sich durch seine
besonders hohe Aktivitdt gegentber den Calpainen@ie S2-Position ist mit einem
Leucin ideal belegt, da papainahnliche Cysteinpisga diese oder andere
hydrophobe Seitenketten bevorzugen, wie aus umiedlchen Studien klar
hervorgeHg® 211 241, 247, 272, 330:332%\\ oy 7eigte sich fiir Cathepsin B eine Bevorzugung
substituierter Aromaten in der P2-Position, jedaatd Leucin ebenfalls hervorragend
akzeptieff”. Da oberhalb von S3 eine hydrophobe Flache vardefi isf® 24" 27>
291 st Ep-460 (= Z-HN-(CH)-NH-Leu-[tEps]-OH") ideal geeignet, die Dipeptide fiir
die Interaktion mit den Mitgliedern der Enzymfamiliin vergleichbarer und
reproduzierbarer Weise zu positionieren. Zudem wusd die Einbeziehung der
Calpaine in die Studie erleichtert, da Ep-460 slanch seine hohe Affinitat zu den
Calpainen auszeichnet. Als ein weiterer VorteisdreAnkergruppe zeigte sich, dass
Epoxide dieses Typs ausgezeichnet handhabbarSmdeigen in trockenem Zustand
keinerlei Neigung zu unerwiinschten Reaktionen. legéhsatz zu Peptidaldehyden
beispielsweise sind sie ohne weitere Vorkehrungde Wichtausschluss oder
Schutzgas Uber langere Zeitrdume sogar bei Rauretatop lagerfahig. Letztere
weisen zudem eine grol3e Tendenz zur Epimerisiedend_-Position auf, wodurch
ihre  Verwendbarkeit weiter eingeschrankt wird.  Aligein  besitzen

Epoxybernsteinsdure-Derivate auch in Losung nue eehr geringe Neigung zu

* Da es sich bei Epoxybersteinsaure um eine Di-S@ameéelt, ist zu beachten, dass Leucin im linken deil

Molekile nicht in Standardorientierung steht.
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unspezifischen Reaktionen. Die Epoxidgruppe zeigt srstaunlich reaktionstrage,
ihre Handhabung ist sogar in stark basischen MedieNukleophilen wie Hydroxyl-
lonen (siehe Abschnitt 5.3.1) unproblematisch. &liérbegriindet sich auch ihre
Selektivitat fur Cysteinproteasen, da die Nuklebehder katalytischen Thiolgruppe
groRBer ist als die der Hydroxylgruppe von Serinpasen oder anderer freier
Cysteingruppen. Dies zeigt sich besonders einduatksn Fall von Calpain, das in
Abwesenheit von Kalzium nicht durch E-64-Derivatektiviert wird?®", da die
Nukleophilie der Thiolgruppe durch den fehlendendlagstransfer auf den
Histidinrest der katalytischen Triade stark verneiridwird. Somit ist auch ihre
Bestandigkeit und Selektivitdh vivo von vornherein grof3er als bei anderen fir

Cysteinproteasen gebrauchlichen Inhibitoren.

Die Optimierung wurde in zwei Runden aufgeteilt. kensten Teil wurde die
P1’-Position untersucht, wobei die P2’-Positiondamisiert blieb. Nach Messung der
Hemmkinetik jeder P1’-Bibliothek schloss sich eaveeite Optimierungsrunde an. In
dieser wurde die P2’-Position untersucht, wahrend A1’ jeweils die beste
Aminosaure fur die zu untersuchende Protease auBlddJntersuchung verwendet
wurde. Im Gegensatz zu Untersuchungen anderer @mipip®®® **®*wurde die P1'-
Position bei der Untersuchung der P2'-Préferena alsht randomisiert. Es wurde
beflrchtet, dass die einzelnen Beitrage der jewmsten Aminosauren in P1’- und
P2’-Position aus solchen voneinander unabhangigeeritnenten nicht zwingend
additiv seien. Studien mit Inhibitoren flr sowoleindgestrichenen wie ungestrichenen
Abschnitt des katalytischen Spalts von Cathepsimaghten dies bereits deutlith
Somit wirde bei der Bestimmung des insgesamt bdstehitors ein relativ grof3er
Fehler einflieRen, der durch den hier verwendetesafz vermieden werden sollte.
Prinzipiell sollte eine vollstdndige Bibliothek dpesten geeignet sein, solche Fehler
auszuschlieen. Jedoch ist der Informationsgebdalt,aus einem solchen Ansatz
gewonnenen Ergebnisse, wenn Uberhaupt, nur werii§egr der Arbeitsaufwand
jedoch ungleich hoher. Im Falle einer vollstandidgibliothek miissen neinzelne
Verbindungen hergestellt werden, in einem teilrandcerten wie dem hier
vorgestellten werden dagegen nur n-x Ansatze lgnatiobei n die Anzahl der

Aminosauren und x die Lange der Peptide bezeicHdet.Dipeptiden mit je 19
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Aminosauren ergibt sich so ein Verhéaltnis von 36138, so dass bereits hier der
ungleich groRBere Syntheseaufwand zur Erzeugung Ilettap Bibliotheken

offensichtlich wird.

Abbildung 18: Konzept der P’-Bibliotheken. Die Ankefunktion ist blau unterlegt, die
Bindungstaschen der Protease sind in rot angedeuteDer lineare Teil des Ankers bindet
oberhalb von P2 an die Oberflache der Protease, Lein bindet in die S2-Tasche. Die
irreversible Bindung zum katalytischen Cystein fincet Uber die Epoxidgruppe (rot) statt. Im
rechten Teil ist das Dipeptid zur Evaluierung der SPréferenzen der Proteasen angedeutet. Zur
weiteren Erlauterung vergleiche Abbildung 20.

Im Folgenden wird zunachst die Synthese des Ankistbans und der Bibliotheken
kurz vorgestellt und spezielle Probleme wahrendSigthese werden beleuchtet. Im
Anschluss werden die Hemmwerte der Bibliotheken uwneérschiedener

Einzelverbindungen erlautert und im Vergleich mtetaturdaten diskutiert.
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3.1.1 Synthese der P’-Sonden
3.1.1.1 Synthese des Ankerbausteins Ep-460

Die Synthese von &39)-transEpoxybernsteinsdure-diethylester erfolgte analog
einer enantioselektiven Prozedur au¢)-Weinsaurediethylestét’. Alle erzeugten
Epoxide zeichnen sich durch hohe Bestandigkeit m@ger einer Reihe von
Reaktionsbedingungen, sogar Anwesenheit von Nukiémpaus. Tatsachlich war die
selektive Abspaltung einer Ethylgruppe mittels K@Hne Offnung des Oxirans
moglich. Auf diese Weise wurde §39)-transEpoxybernsteinsdure-monoethylester
in hoher Reinheit erhalten. Da die freie Saure uden Rektionsbedingungen als
Natriumsalz ausfallt, wurde trotz Uberschusses aseBediglich eine Carboxylgruppe
entschitzt. Die Synthese voN-Benzyloxycarbonyl-1,4-diaminobutadMPQ079
erfolgte durch substochiometrische Zugabe von ofxhunter strikter pH-Kontrolle,
um die selektive Reaktion nur einer der Aminofuokén sicherzustellen, analog der
von Atwell und Denny beschrieben Prozédth Die Peptidkupplung vorlN-
Benzyloxycarbonyl-N'-leucyl-1,4-diaminobutadMP052 mit Epoxybernsteinsaure
wurde mit PyBop in DMF ausgefuhrt. Versuche mit eneth Kupplungsreagenzien
fihrten zu heterogenen Mischungen mit sehr gerinderteil des gewilnschten
Produkts. Nach dem Entfernen der Ethylschutzgrugpmnnte der fertige

AnkerbausteirEp-460als Kaliumsalz erhalten werden.

1) O OH 5 0 OH 9
T a 5 G
@)I\/\lr 2 to)l\‘/\'r L v)k
OH O Br O o
2) o
AN © o)I\N/\/\/NHz f.9
H,N % ©/\ N (50%)

Abbildung 19: Synthese des Ankerbausteins Ep-460

1) a) HBr/HOAc, 0°C; b) HBr/HOAc 30%; c) ¥CO;, Aceton; d) KOH, EtOH

2) e) Z-Cl, pH4, RT; f) Boc-Leu-OSu, DIEA; g) 95% ad-A; h) PyBop, KO-tEps-OEt;
i) KOH, H,O/Dioxan
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3.1.1.2 Synthesekonzept der P’-Bibliotheken

Die Synthese der Peptidbibliotheken erfolgte nackr dFmoc-Strategie mit
orthogonalen saurelabilen Seitenketten-Schutzgruppaders als allgemein Ublich
wurde Arginin als @,w)-Boc- und nicht Pmc- oder Pbf-Derivat eingeflhum
Probleme bei der abschlieRenden Spaltung zu veemeklinachst wurden neunzehn
teilrandomisierte Bibliotheken mit jeweils festem#oséure in P1’-Position erzeugt,
P2’ wurde durch eine isomolare Mischung von Aminwséa belegt. Beide Positionen
wurden von den proteinogenen Aminosauren besetabewCystein und Methionin
wegen Problemen mit deren Oxidation ausgeschlosseden. Methionin wurde
durch das isostere Norleucin ersetzt. Es folgte Evwaluierung der jeweiligen
S1'-Praferenzen der Proteasen durch Messung devemsiblen Hemmkinetiken.
Daraufhin wurden je neunzehn Peptide in Parall¢t®se erzeugt, welche jeweils die
am besten geeignete Aminosaure in P1’ trugen. 1¥PB&ition befand sich bei jedem

der Mitglieder jeweils eine der neunzehn oben entgiin Aminosauren.

a) b)

c):
2 P D0 "o <=3
D5 T e S
& O =i

@A—

(7

a)é \ b)d) \ C)@ g_:
OF T "o T oM T
GF DL =OP DL o £

Abbildung 20: Schematische Darstellung der Synthester P1'- und P2’-Bibliotheken

Oben; P1' screening:a) Beladung mit isokinetischer Mischung in P2’, afieilen in gleichgrof3e
Mengen. b) Anbringen je einer definierten Aminosdue in P1'. ¢) Kupplung der Ankergruppe,
nachfolgend TFA-Spaltung. Ermittlung des besten Kadidaten fiir das P2’ screening.

Unten; P2’ screening: a) Beladung der einzelnen Harzmengen mit je einedefinierten
Aminosaure. b) Anbringen der besten P1’-Aminoséaure.c) Kupplung der Ankergruppe,
nachfolgend TFA-Spaltung. Kinetische Messungen zUgrmittlung des starksten Inhibitors

55



3.1.1.3 Synthese der P1’-Bibliotheken

Um eine aquimolare Verteilung der Aminosauren irtfR&sition zu erreichen, wurde
eine isokinetische Mischung verwendet, wie sie \dmr Gruppe um Houghten
vorgestellt wurdé®!. Diese Mischung wurde unter Verwendung von DIC und
substéchiometrischer Mengen DMAP als Acyltransfatefysator auf das Harz
aufgebracht. Eine zu diesem Zeitpunkt durchgefUArtenosaureanalyse wies eine
akzeptable Abweichung von einer ideal aquimolarernt&flung der Aminoséauren aus,
jedoch war Prolin in deutlichem Unterschuss vorlemdArginin konnte nicht
nachgewiesen werden. Das beladene Harz wurdeichgltel3e Portionen geteilt und
im folgenden Kupplungsschritt wurde je eine Aming®iin P1’-Position auf jeden
Ansatz gekuppelt (siehe Abbildung 20). Das Anbrmger Ankergruppe wurde mit
HOBt/HBTU in Abwesenheit von Base bewerkstelligg das Molekil bereits in
seiner Carboxylatform vorlag. Im abschlie3endenri8ctvurden die Peptide vom
Harz gespalten und die Seitenketten-Schutzgruppeferet. Hierzu wurde eine
Losung von nur 20% TFA in DCM verwendet, da h6hEF&A-Konzentrationen zu
teilweisem Verlust der N-terminalen Z-Gruppe fuhrteHieraus ergab sich die
Notwendigkeit, Arginin als Bis-Boc-Derivat einzuseh, da das Pbf-Derivat unter
den gegebenen Bedingungen nicht vollstandig entachiurde. Die Untersuchung
der Bibliotheken mittels LC-MS zeigte, dass alletRie, bis auf die entsprechenden
Prolin- und Arginin-Derivate vorhanden waren. Da&hleén des Prolin-Derivats kann
auf die Bildung eines Diketopiperazins wahrend darpplung der folgenden
Aminosaure zurlckgefuhrt werden. Diese erfolgt ugteichzeitiger Abspaltung vom
Harz und stellt ein haufig auftretendes, literatldnntes Problem bei Kupplungen
auf ein direkt am Harz verankertes Prolin $8r Da Arginin als ¢,»')-di-Boc-
Derivat eingefuhrt wurde, fand unter den gew&hltBedingungen bei der
Harzbeladung wahrscheinlich die intramolekularel&ilg eines Lactams zwischefi N
und der freien Sauregruppe statt, wie bereits vema@ et al. beschrieb&f?. Auf
diese Weise wurde die Aminosaure der Reaktion getzaDie Bibliothek wurde trotz
der Abweichung von der idealen Verteilung der Ansisniaren eingesetzt, da dennoch

eine Untersuchung der generellen S1’-PraferenPdeeasen moglich ist.
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3.1.1.4 Synthese der P2’-Bibliotheken

Die besten Kandidaten des P1’-Screenings wurdepilgwurch Dekonvolution der
Bibliotheken weiter untersucht. Hierzu wurden drésprechenden Gruppen von je
neunzehn Aminosauren in Parallelsynthesen hergjedde Synthesen wurden mit
vorbeladenen Trityl-Harzen durchgefihrt, die jeweibereits die gewlnschte
P2’-Aminosaure trugen. Ausnahmen stellten hierberléucin, welches auf Wang-
Harz beladen wurde, und Prolin dar. Um bei letztereie Probleme des
P1’-Screenings zu vermeiden, wurde ein vorbelad@na@klorotritylharz verwendet,
da hier die Bildung von Diketopiperazinen an subgiten Tritylharzen
vernachlassigbar &t % Nach Fmoc-Spaltung wurde die im P1'-Screening
gefundene Aminosaure auf jeden Ansatz gekuppedhésiAbbildung 20). Die
Abspaltung von Harz wurde mit 20% TFA in DCM bewsgkligt. Die Aufreinigung
stellte sich in einigen Fallen diffiziler dar alsréchst angenommen, da TFA-Addukte
die Prazipitation erschwerten. Im Fall besondedapr Peptide, die ausschlief3lich
hydrophobe Aminosduren wie Glycin oder Phenylalatingen, konnte die
Prazipitation durch tropfenweise Zugabe der Ab&mlng zu einer Mischung von
MTB/PE (1:2 v/v) erreicht werden. Waren polare &dietten anwesend, wurde die
Fallung vermutlich durch die Bildung von TFA-Addekt gestort. In diesen Fallen
musste die Sdure zunachst im Vakuum entfernt werttenFall der basischen
Aminosauren Lysin, Arginin und Histidin musste dreg besonderer Sorgfalt durch
mehrfache Co-Evaporation mit Toluol und Hexan gdol Der Rickstand wurde
dann in einer moglichst geringen MengOH aufgenommen und zu einer Losung
von MTB/PE (1:2 v/v) getropft, woraufhin die Fallyreinsetzte. Die Mehrzahl der
Peptide konnten direkt ohne weitere Behandlungeaggitrocknet und danach in den
kinetischen Experimenten verwendet werden. Einigellkte mussten jedoch vorher
mittels HPLC gereinigt werden, um eine sehr hoheinliat der Proben

sicherzustellen.
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3.1.1.5 Synthese der Cathepsin X P1’-Bibliotheken

Wie fur die P2'-Bibliotheken wurden vorbeladene FB&ze verwendet, aul3er fur
Prolin und Norleucin. Im Verlauf der Synthese zeigich zudem ein Problem mit der
Synthese des Arginin-Derivats, welches nur als d&isehlitztes Derivat an einem
vorbeladenen Harz vorhanden war. Das hieraus ertsalRohprodukt enthielt noch
einen grofReren Anteil des geschutzten Derivats. @asinschte Produkt konnte
jedoch bei der Reinigung mittels RP-HPLC nicht veiegewonnen werden. Dieser
Umstand konnte mehrfach reproduziert werden, démache blieb jedoch ungeklart.
Die Beladung eines Wang-Harzes mit Fmoc-Arg(B@) scheiterte ebenfalls, da
die Absattigung der unbeladenen Hydroxylgruppen Hieszes erfolglos blieb.

Ungeschutztes Harz reagierte ebenfalls mit dem ABlestein, so dass das
Rohprodukt erneut verunreinigt war. Bei Verwendwaypn Ac,O ohne Zugabe von

Base erfolgte die Abspaltung der Aminosaure vontefesirager, mit DIEA oder

Lutidin fand keine Reaktion statt. Wurde DMAP vendet, war die vornehmlich zu
beobachtende Reaktion die unerwinschte Spaltung Fleoc-Gruppen und

Acetylierung der freien Aminotermini. SchlieBlichumde ein 2-Cl-Trt-Harz mit

Fmoc-Arg-OH beladen, welches unter sehr milden Bgadigen mit MeOH und

DIEA abgesattigt werden konnte. Die Kupplung de&&rBausteins und Abspaltung
der Peptide erfolgte wie fir die Dipeptidbibliotleekbeschrieben.
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3.1.1.6 Vergleich der S1’-Praferenzen von p-CalpajrCathepsin B und L

Bei der Messung der kinetischen Daten der Bibliodine ergaben sich teilweise
Probleme mit der Ldslichkeit der Peptide, die dwohheriges Lésen in DMSO und
anschliel3endes Verdinnen im Messpuffer umgangedenwdionnten. Im Folgenden

werden die Ergebnisse dieser Untersuchungen vettiest
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Abbildung 21: Préferenzen der S1'-Bindungstaschenon p-Calpain (grin), Cathepsin L (gelb)
und Cathepsin B (orange). Die Position Y ist jewedl durch eine isomolare Mischung von
neunzehn Aminosauren (siehe experimenteller Teil) ddegt. Es sind relative irreversible
Hemmwerte (k./K; [M's]) angegeben, wobei jeweils der potenteste Inhibitauf den Wert 1

gesetzt wurde.

Die Auswertung der Messergebnisse der teilrandenén Bibliotheken (Abbildung
21) zeigt die S1’-Praferenzen der Proteasen aufde@u werden strukturelle

Unterschiede des katalytischen Spalts der verseheasdEnzyme sichtbar.

Im Fall von p-Calpain werden kleine hydrophobe Aosi&ure-Seitenketten
bevorzugt. Die Bibliotheken mit Alanin oder Glycim der P1’-Position weisen mit
deutlichem Abstand die hochsten Hemmwerte auf. Andgdrophobe Seitenketten
werden ebenfalls gut toleriert, die Hemmwerte saichnhibitoren liegen jedoch

deutlich niedriger. Tatsachlich ist die Region Kirem das aktive Cystein herum bei
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u-Calpain klein und eng, so dass gréfiere Aminosdzme Repulsion des Inhibitors
fuhren. Die Gruppe um Davies zeigte anhand vondaeuskontgenstruktur von p-Il,
einem rekombinanten Konstrukt der Domanen | undvén p-Calpaift??,

gewonnenen Daten, dass zwei Schleifen aus den Agdimen 69-82,
beziehungsweise 251-261 teilweise in den kataly@iscSpalt hineinragen und ihn
somit im Vergleich zu anderen papaindhnlichen GQypteteasen deutlich
verengel*”l. So vermindert beispielsweisw der Austausch desa@s von E-64

durch ein volumindseres Dioxathiolandiokfd die Affinitat zu Calpain, nicht jedoch

zu Cathepsin B, dessen katalytischer Spalt gréRer i

Die Arginin-Bibliothek besitzt ebenfalls einen eunstlich hoherky/K;-Wert. Es ist
jedoch nicht auszuschliel3en, dass die Bindungeset Fall tatsachlich nicht direkt
Uber die S1'-Tasche, sondern Uber eine weiter entfgelegene Stelle negativen
Potentials auf der Oberflache der Protease zust&odemt. Diese kann sogar
aulRerhalb des katalytischen Spalts liegen. Soridgespielsweise die Aminoséuren
Glu” und GIF* in Reichweite einer Arginin-Seitenkette. Die kireebasische
Aminosaure Lysin besitzt einen deutlich niedrigergemmwert, da vermutlich die
Lange der Seitenkette nicht ausreicht, um die Affoimktion optimal zu
positionieren. Eine &hnliche Beobachtung kann fés dPaar Glutaminsdure und
Asparaginsaure gemacht werden. Im Gegensatz zu aGhgaure wird
Asparaginsaure nur sehr schlecht toleriert, so dastiesem Fall vermutlich eine
basische Stelle abseits des katalytischen Spalte mehr erreicht werden kann. In
einer Studie mit gerichteten, teilrandomisiertenbStatbibliothekef*”! an pl-II
fanden sich ebenfalls die Aminosauren Alanin undjiin unter den am besten
geeigneten P1’-Resten, jedoch wurde hier Methioais optimale Aminoséure
bestimmt. Die Bibliothek mit dem isosteren Norleuesh P1' zeigt bei der hier

vorgestellten Untersuchung jedoch eher eine mafiig Iffinitat.

Tompa et al. verglichen 106 Spaltstellen 49 prageler Calpain-Substrate und
ermittelten die am starksten gehauften Aminosatiierjede Bindungspositiotf.

Sie gaben ein Peptid mit der Sequenz PLKSPP aldesleSubstrat an. In diesem
Peptid liegt ein Lysinrest an P1’-Position, was@agensatz zu den hier gefundenen

Ergebnissen steht. Studien anderer Gruppen zgegiech, dass im Fall von Calpain
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die Aminosaurepraferenz von Proteinsubstraten whdéidn fir das Design
niedermolekularer Inhibitoren und Substrate ist. Aroteinsubstraten kann dies e
Sequenz erheblich von der optimalen abweichen, dechd Sekundéar- und
Tertiarstrukturelemente auch weniger bevorzugted@&ngen so platziert werden
kénnen, dass dennoch eine Spaltung stattfifidletn manchen Fallen werden sogar
aus der Sequenz eines Proteinsubstrats isoliepggdBenicht mehr prozessiert. Eine
einfache statistische Auswertung der Praferenzepnsther Substrate gibt zudem
keine Information Uber die Kinetik der Spaltung eee, so dass auch solche mit
niedriger Affinitat in eine solche Bewertung eipflien. In einer Studie mit gerichteten
Peptidbibliotheken erhielten Turk und Mitarbeitaylgerichtig eine abweichende
ideale P3-P3' Sequenz PLFAEBR. Das entsprechende Peptid wies eine achtfach
hohere Umsatzrate als das aus Proteinsubstrateongewe auf. Diese Préaferenz fur
Alanin in P1’-Position stimmt wiederum mit der ireder Arbeit gefundenen tberein.
Ein grof3er Teil der Affinitat rihrt im Falle von {pain von der Interaktion mit der
S2-Tasche her. Hier werden sowohl in proteinisEief*?wie niedermolekularé®
327, 3%21gpstraten die hydrophoben Reste Leucin und \tirorzugt. Die Tatsache,
dass dennoch ein signifikanter Unterschied zwisatem Sequenzen PLKSPP und
PLFAER besteht, trotz gleicher P3- und P2-Aminosaumacht den Anteil der

gestrichenen Seite an der Wechselwirkung von Paptidit Calpain deutlich.

Cathepsin B bevorzugt in Position P1’ ebenfallsrbptiobe Aminoséauren. Hierbei
zeigt sich im Unterschied zu p-Calpain jedoch edlwaitliche Praferenz fir die
groReren hydrophoben Aminosduren Norleucin und ibeuSeitenketten mit
aromatischen Gruppen und Threonin werden ebertfabsiert, wahrend saure und
basische Aminosauren zu einer deutlichen Vermimieder Hemmung fihren. Die
S1'-Tasche von Cathepsin B wird von L&y Leu'®, Met® und Trg? gebildet.

Daher ist die Praferenz fiir hydrophobe Aminosaieneits aufgrund der Struki

zu erwarten und findet in den hier vorgestelltegdbnissen ihre Bestatigung.

Cathepsin L zeigt eine dhnliche Préferenz der $kele wie Cathepsin B. Groliere
hydrophobe Aminosaure-Seitenketten werden deulielorzugt, wobei das Leucin-

und Isoleucin-Derivat die hochstésK;-Werte besitzen. Aromaten werden ebenfalls
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recht gut toleriert, sogar etwas besser als vongti#chen Tasche in Cathepsin B.

Saure und basische Aminosauren werden ebenso wi€atmepsin B nicht toleriert.

Die S1’-Bindungstaschen von Cathepsin B und L siieth offensichtlich strukturell
sehr ahnlich. Beide sind, ebenso wie P2, deutlydirdphob. Das im Vergleich zu
Leucin um eine CHKEinheit langere Norleucin wird jedoch von Cathapdi
schlechter toleriert, wahrend es fur Cathepsin Hensichtlich die beste
Raumerfillung bietet. Die Bindungstasche von Catimep ist offenbar etwas flacher,
daftr ein wenig breiter, da verzweigte Reste waelscin von Cathepsin L besser
akzeptiert werden. Zudem bedingt die Lage von **frpam Boden der
S1’-Bindungstasche von Cathepsin L duretrtWechselwirkung, dass die Bindung
aromatischer P1'-Reste im Vergleich zu Cathepsbeglinstigt ist. Bei letztgenannter
Protease ist der entsprechende Rest?Tmiwas in Richtung S2’ verscholf@f, so

dassre-teWechselwirkungen mit S1’ hier eine geringere Refyeelen.

Eine Studie mit Peptiden der Struktur Dansyl-FRXV@AFE?? erbrachte fir

Cathepsin B eine Bevorzugung hydrophober Restepnidess von Leucin und
Phenylalanin, was in guter Ubereinstimmung mit Hem gefundenen Tendenzen ist.
FUr Cathepsin L wurden in der selben Studie Seklanin und Lysin als ideale

P1-Aminosauren angegeben, was dem hier gefundemeerspricht. In guter

Ubereinstimmung ist jedoch wiederum das Ergebrissdsaure Aminosauren von
beiden Proteasen nicht toleriert wurden und dasthePain B generell groRere
Aminosauren in seiner P1’-Tasche beherbergen kisnBaihepsin L.

Tabelle 9: Potenteste P1’-Inhibitorbibliotheken. Essind jeweils die beiden Bibliotheken mit den

hochsten ky/K;-Werten aufgefihrt. Zum Vergleich ist jeweils der Hemmwert der freien
Ankergruppe eingefugt.

p-Calpain Cathepsin L Cathepsin B
Anker 10570 39806 1,08-16
JMP088-Ala 1160
JMP088-Gly 810
JMPO088-lle 68930
JMP088-Leu 75906 1,15-10
JMP088-Nle 1,18-10
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Wie zu erwarten zeigt sich fir p-Calpain ein det#dr Verlust der Hemmwirkung
durch den Wegfall der freien Carboxylgruppe. Berait friheren Studien mit
Derivaten von E-64 zeigte sich, dass eine Veresteder Carbonsaurefunktion ihre
Interaktion mit dem Oxyanionen-Loch von Calpain ashindet und zu einer
drastischen Senkung der Inhibitionskonstante fArtDie beste Bibliothek weist
einen gemittelten Hemmwert auf, der etwa eine Qrofflung unter dem der
Ankergruppe Ep-460 liegt. Dennoch kénnen auf die¥éeg Informationen Uber die
Beschaffenheit der gestrichenen Seite des katelhgis Spalts dieser Protease
gewonnen werden, da sich die einzelnen Bibliothek&ereinander deutlich in ihren
gemittelten k./Ki-Werten unterscheiden. Diese Unterschiede sind awir die
Anwesenheit unterschiedlicher Aminosduren in deir-Hokition zurtickzufihren.
Somit konnen solche Bibliotheken trotzt vermindert@bsoluter Affinitat als
molekulare Messwerkzeuge wertvolle Dienste beiktgrindung der Beschaffenheit
der Oberflache der Protease leisten.

Fur Cathepsin B und L zeigt sich hingegen beréitslie P1-Bibliotheken jeweils ein
deutlicher Anstieg der Inhibitionskonstanten. Diar €athepsin L ermittelte Wert von
75906 M's® firr die P1-Leucin Bibliothek ist fast doppelt $wch, wie fiir die
Ankergruppe allein. Fur Cathepsin B konnte fur Bi¥-Norleucin Bibliothek mit
einem Wert von 1,18-10M*s* sogar eine Steigerung auf das tiber Einhundertfache
gegenuber Ep-460 erzielt werden. Diese drastisetb®edung des inhibitorischen
Potentials ist leicht mit der Verschiebung der @aglgruppe um zwei
Peptidbindungen zu erklaren. In dieser Positionnkdiese Gruppe mit Hi¥ und
His'** desoccluding loopder Protease in Wechselwirkung treten. Andere iStud
zeigten bereits den grof3en Einfluss dieser Intemakauf die Hemmwirkung von
Inhibitorer®* 2’®1 Tatsachlich erzwingt sie sogar eine Umkehr desl@®igsmodus
einseitig mit Dipeptiden substituierter Epoxybeenssdure-Derivate im Vergleich zu
anderen papainghnlichen Cysteinprote&§&n Solche Inhibitoren kommen bei
Bindung an die gestrichene Seite des katalytiscEpalts von Cathepsin B in
ahnlicher Weise wie natirliche Substrate der Psateau liegen, und nutzen so die
Carboxydipeptidase-Funktionalitait von Cathepsin  Bur zOptimierung der

Wechselwirkung aus.
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3.1.1.7 p-Calpain S2'-Préaferenzen — Dekonvolutionad P1’ Alanin-Bibliothek
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Abbildung 22: Praferenzen der S2’-Bindungstasche wop-Calpain. Die P1'-Position ist jeweils
durch Alanin belegt. Es sind absolute irreversible Hemmwerte pseudo-zweiter Ordnung
(ko/K; [M's™) angegeben. P1-Bib bezeichnet die in Abbildungi2gezeigte Alanin-Bibliothek.

Erstaunlicherweise zeigte keine der Verbindunges der P2’-Bibliothek fur

pu-Calpain einen anndhernd &hnlichen Hemmwert wee gemischte P1’-Alanin

Bibliothek. Vielmehr weist selbst das Tryptophamdar, der beste Inhibitor der
Bibliothek, einen Hemmwert auf, der um etwa eineh&potenz unter der
gemischten Bibliothek liegt. Méglicherweise lieghe Art allosterischer Effekt vor,

in dem zwei oder mehr der Inhibitormolektiile gemamsur Hemmung der Protease
beitragen. In Anbetracht der Vielzahl der Kombioatimaoglichkeiten wurde jedoch
auf eine weitere Untersuchung dieses Effekts vetzic Zudem bestand keine
Moglichkeit, eine Rontgenkristallstruktur von p-@ain zu erhalten, so dass der
genaue Mechanismus der Inhibition weiterhin im @n&h bleibt. Die Analyse der
Alanin-P1’-Bibliothek mittels LC-MS zeigte keine ¥ereinigungen, so dass
zumindest diese mogliche Ursache ausgeschlossedemwekann. Die aus der

Kristallstruktur von pl-Il durch Moldoveanu et gletroffene Prognose, dass Calpain
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in P2’ saure Reste aufgrund der Interaktion mit’fgsvorzugen sollt&” wie auch

mittels teilrandomisierten SubstratbibliotheRéhgefunden wurde, konnte zumindest
nicht erhartet werden. Aufgrund der unklaren Lageser Ergebnisse wird an dieser
Stelle auf eine weitere Diskussion der bei der tsutehung der S2’-Tasche
ermittelten Hemmwerte verzichtet, da keinesfallee2indeutige Zuordnung zu einer

Interaktion mit dem katalytischen Spalt mdglich ist
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3.1.1.8 Cathepsin B S2’-Praferenzen — Dekonvolutiatier P1’ Alanin-Bibliothek
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Abbildung 23: Préaferenzen der S2’-Bindungstasche vo Cathepsin B. Die P1’-Position ist
jeweils durch Alanin belegt. Es sind absolute irregrsible Hemmwerte pseudo-zweiter Ordnung
(ko/Ki [M's™) angegeben. P1-Bib bezeichnet die in Abbildungi2gezeigte Alanin-Bibliothek.

Der Mittelwert der P2'-Bibliothek mit Alanin als PAminosaure liegt fir die
Hemmung von Cathepsin B in der selben GréZenordnuiey die gemischte
Bibliothek aus dem P1’-Screening. Dieser Umstanthkauséatzliches als Indiz dafir
angesehen werden, dass eine Verunreinigung nishtUedache des fiir p-Calpain
beobachteten Effekts in Betracht kommt. Es zeigh serneut eine deutliche
Bevorzugung hydrophober Aminosaure-Reste. Am besgaeignet sind in
P2’-Position demnach Isoleucin und Tyrosin. Intsaegerweise liegen die
Hemmwerte der sehr &hnlichen Verbindungen mit Leuocbder Norleucin-,
beziehungsweise Phenylalanin-Seitenketten jeweslstlidh niedriger. Saure oder

basische Gruppen werden in P2’-Position ebensogateteriert wie in P1’.
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3.1.1.9 Cathepsin B S2’-Praferenzen — Dekonvolutiatier P1’ Leucin-Bibliothek
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Abbildung 24: Praferenzen der S2’-Bindungstasche vo Cathepsin B. Die P1’-Position ist
jeweils durch Leucin belegt. Es sind absolute irrearsible Hemmwerte pseudo-zweiter Ordnung
(ko/K; [M's']) angegeben. P1’-Bib bezeichnet die in Abbildungl2gezeigte Leucin-Bibliothek.

Zur Ermittlung der P2-Préaferenz wurde die P1’-Leudibliothek dekonvulviert.
Zwar war die Inhibitionskonstante der Norleucindgithek etwas hoher, jedoch war
der Unterschied nur sehr gering, so dass besterdatlir geringe Abweichungen in
den P2'-Praferenzen zu erwarten waren. Zudem wirdies direkte Vergleich mit den
P2’-Praferenzen von Cathepsin L erleichtert. Dergléch der Hemmwerte der
P2’-Bibliothek mit Leucin in P1’-Position weist & Gemeinsamkeiten mit der
entsprechenden Bibliothek mit P1’-Alanin auf. Wiage zeigt sich eine deutliche
Bevorzugung hydrophober Aminosauren, und Inhibriaret basischen sowie sauren
Aminosaure-Seitenketten in P2’-Position besitzelatine niedrige Hemmwerte. Es
zeigen sich jedoch auch Uberraschende Unterschigdel’-Alanin-Bibliothek. Zum
einen ist die Toleranz gegenuber den unglnstigesiscieen und sauren Resten
wesentlich groRer, als im Fall der Moleklle mit fAlanin. Diese Beobachtung kann
auf den starken Einfluss der P1’-Leucin-Seitenkettetickgefuhrt werden. Die

Einfihrung der Leucin-Seitenkette in Verbindung ohr Verschiebung der freien
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Carboxylgruppe um zwei Peptidlangen erbrachte Ste@erung des Hemmwerts um
das 100-fache. Im Vergleich hierzu ist die Steiggrubei Optimierung der

P2’-Position mit einem Faktor von nur etwa zweirsghkring. Eine vergleichbare
Steigerung kann auch im Fall der P1-Alanin-Bibhiek (siehe Abbildung 23)

beobachtet werden, jedoch liegen samtliche Hemrewenim etwa eine

GrolRenordnung niedriger. Somit nivelliert die searkWechselwirkung zwischen
Leucin in P1'-Position und der S1'-Tasche die D#igez der Hemmwerte
unterschiedlicher P2’-Aminosduren im Vergleich Alanin-Bibliothek. Die zweite

bemerkenswerte Anderung im Profil der Leucin-Bithiek gegeniiber der Alanin-
Bibliothek ist, dass die Reihenfolge des inhib&ohien Potentials einiger der
hydrophoben Aminosauren verschoben ist. So besifdanin, Valin, Isoleucin,

Norleucin, Phenylalanin, und Tyrosin &hnlich groBemmwerte. In der Alanin-

Bibliothek stechen die Hemmwerte von Isoleucin uhytosin dagegen deutlich
hervor. Besonders auffallig ist jedoch die Bevoraug von Tryptophan in der
Leucin-Bibliothek, die im deutlichen Gegensatz melativ schwachen Inhibition des
Ala-Trp-Derivats im Vergleich zum Rest der AlaniibBothek steht. Somit zeigt

sich, dass die Hemmwerte einzelner Aminosaure4deitéeen nicht nach einem
simplen additiven Mechanismus korrelieren. Vielmékeeinflusst jede Aminosaure
eines Hemmestoffs - und auch eines Substrats - dhreheinzigartige Lage auf der
Oberflache des Enzyms die Geometrie der Peptidbgelu zumindest zu ihren
unmittelbaren Nachbarn. Diese wiederum kénnen dddbesser positioniert oder
auch aus ihrer optimalen Lage herausgedreht weElra.einfache Extrapolation der
Beschaffenheit eines optimalen Inhibitors aus denéfelPenzen einzelner
Bindungstaschen ist somit in den meisten Fallehesich nicht mdglich. Dadurch

wird erneut bestétigt, dass aus der UntersuchumgSubstratbibliotheken erhaltene
Ergebnisse nicht ohne Weiteres auf das Design wbibitoren tbertragen werden
konnen. Bestenfalls kdnnen solche Daten als eirteRfghtschnur dienen, um die
Findung geeigneter Inhibitor-Kandidaten in einetio@®ite Richtung zu lenken. Dies
gilt besonders flr Inhibitoren, in denen kein stdisttiger Bindungsmodus vorliegt,
wie auch die in dieser Arbeit verwendeten Derivaia E-64. Da das Epoxid-Motiv

aus vier kovalenten Bindungen besteht, eine Péptiieit jedoch nur aus drei, ergibt
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sich zwangsweise gegenuber einem vergleichbaresti@ukine leichte Verschiebung

der Seitenketten auf einer der Seiten des Epoxidglicherweise sogar auf beiden.

Jia et al. ermittelten den Bindungsmodus eines ©Ghiethylketons,
Z-Arg-Ser-(OBz)-MeCl, an Cathepsin B mittels Romsgeukturanalyse®. Die
Bindung der Benzylgruppe bezog bei diesem InhililierS1-Tasche und sogar Teile
von S1’' mit ein. Die S1'-Tasche wurde als relatieitriumig und sehr hydrophob
beschrieben. Die hier gefundenen Aminosaurepraterennterstitzen diese Aussage
und weiten sie auf die S2’-Bindungsregion aus.ifrereStudie mit Peptidsubstraten
der Struktur Abz-AFRSXAQ-EDD wurde Asparagin als ideale Aminosaure
ermittelt, Tryptophan, Alanin und Tyrosin waren efadls sehr gut geeignet, wahrend
Prolin und Leucin nicht akzeptiert wurden. Die \aen hier gefundenen Préferenzen
abweichende Bevorzugung von Asparagin konnte damauifckgefiihrt werden, dass
es sich bei dem in der Studie verwendeten EnzynRatten-Cathepsin B handelte,
welches strukturelle Unterschiede zur humanen Bseteaufweist. Die restlichen

Daten zeigen jedoch sehr gute Ubereinstimmung athae ermittelten Messwerten.

Arbeiten von Schaschke et al. mit E-64-Analéja®® >*®machten deutlich, dass im
ungestrichenen Bereich des katalytischen Spalts @athepsin B weniger die
spezifische Abfolge einer Peptidkette entscheid@ndlie Bindung ist, als vielmehr
das generelle Vorhandensein eines hydrophoben AnKeres ist nicht weiter
erstaunlich, bedenkt man die grofRe raumliche Fitefie Wechselwirkungen im
Bereich jenseits der gut strukturierten und ebé&nfaldrophoben S2-Bindungsstelle.
Sowohl Studien mit Substraféth als auch Inhibitoréff” 34 *U\wiesen in diesem
Bereich jeweils deutlich voneinander abweichend#dPenzen auf, in Abhangigkeit
der genauen Struktur des verwendeten MolekultypsiiSist die Adressierung der
gestrichenen Seite, insbesondereatzduding loopeine interessante Alternative, eine

zusatzliche Differenzierung gegeniuber anderen Bsetezu erzielen.

Die hier gefundene Praferenz fir eine derart gré@@noséaure wie Tryptophan
erscheint zunéchst erstaunlich, wenn man bedeaks der Raum in dieser Position
durch denoccluding loop begrenzt wird. Jedoch ist diese Bindungstasche bei
Cathepsin B relativ grof3ziigig bemessen, und sie viesh aromatischen
Aminoséaureresten begrefiZY. Der Boden der Tasche wird von Trpgebildet und
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an den Seiten flankieren P und Ph&° Daher kann ein P2-Aromat wie
Tryptophan ideal durchvteWechselwirkung mit den genannten Aminosauren der
Protease zur Stabilisierung der Bindung beitragjgsgesamt bestétigt sich, dass das
Bindungsareal von Cathepsin B auf der gestrich&3ate etwas weitlaufiger ist, als

das von Cathepsin L, wie bereits aus der Kristakst®*!! zu erwarten war.

In Summe kann fir die Untersuchung des ungestraan@&ereichs des katalytischen
Spalts von Cathepsin B festgehalten werden, dass ®fieigerung der Affinitat um
mehr als zwei GroRenordnungen gegentber dem fAgikarmolekul erreicht wurde.
Dieses Ergebnis ist zum groRen Teil auf die Sat#mizwischen der freien
Carboxylgruppe und Hi& und His'! der Protease zuriickzufiihren. Dennoch zeigten
sich gewichtige Unterschiede in der Affinitat bewergleich einzelner Aminoséaure-
Seitenketten, so dass der grof3e Einfluss der Wisahseng dieser Gruppen mit den
Bindungstaschen der Protease deutlich wird. DaskblZ-Leu-fEps]-Leu-Trp-OH
ist mit einer Inhibitionskonstante pseudo-zweitadi@ing von 2,54-7T(M™s* der
starkste bisher literaturbekannte Inhibitor flrl&gusin B.

Tabelle 10: Vergleich des besten Inhibitors flr Catepsin B, Z-HN-(CH ;)-NH-L-[ tEps]-LW-OH mit
anderen literaturbekannten Cathepsin B-Hemmstoffen. Es werden, so vorhanden, die

Hemmwerte flr Cathepsin B und L angegeben, sowie @i Selektivitat fur Cathepsin B
gegeniber L. Die Stammverbindung E-64 ist fiir eineVergleich ebenfalls mit aufgefihrt.

Inhibitor Cathepsin B| Cathepsin L| Selektivitat
Z-HN-(CHy)-NH-L-[tEps]-LW-OH 2,54-16 8650 2936
MeO-GGL-(5,39-[tEps]-LP-OH = NS-134% 1,52:16 1204 1262
PenetratinoHex-NS-134-0OH 2] 6,1-16 3590 1699
RhodaminBeHept-NS-134-OH (2% 1,53:16 323 4736
Biotin-NH-(CH,)s-NH-NS-1342%] 1,73-16 256 6742
nPr-(25,39)-[tEps]-IP-OH = CA-07476 303 15800 - }
iBU-(2S,39)-[tEps]-IP-OH = CA-07457¢ 303 29000 - -
HOPhEt-(5,39)-[tEps]-IP-OH = MB0748% 2750 - -
E-642%8 81400 43800 1,9
Die Angaben der Hemmwerte verstehen siclkglg [M s™]

Aminosauren sind im Einbuchstaben-Code angegebenléducin, | = Isoleucin,

P =Prolin, G =Glycin, W = Tryptophan;* « Hex= w-Aminohexansaure;
wHept =w-Aminoheptansaure
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3.1.1.10Cathepsin L S2’-Praferenzen — Dekonvolutioder P1’ Leucin-Bibliothek
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Abbildung 25: Praferenzen der S2’-Bindungstasche vo Cathepsin L. Die P1’-Position ist
jeweils durch Leucin belegt. Es sind absolute irresrsible Hemmwerte pseudo-zweiter Ordnung
(ko/K; [M's']) angegeben. P1’-Bib bezeichnet die in Abbildungl2gezeigte Leucin-Bibliothek.

Die Untersuchung der Praferenz der S2’-Bindungh@smn Cathepsin L zeigt ein
eindeutiges Bild. Hydrophobe aliphatische Aminos@uwrerden hier stark bevorzugt,
Leucin ist deutlich am besten geeignet. Die Tend&tzahnlich wie fir die
S1'-Tasche, jedoch ist die Diskrepanz der Hemmwausgepragter. Leucin besitzt
eine doppelt so hohe Inhibitionskonstante, wie adeucin-Derivat, welches der
zweitpotenteste Inhibitor der Bibliothek ist. Hieeigt sich, dass bereits geringe
Unterschiede in der Geometrie einer Gruppe zu eiitsrraschend deutlichen
Bevorzugung eines Derivats fiihren kdnnen. Die 8Skétien von Isoleucin, Leucin,
und Norleucin unterscheiden sich lediglich in ihrEonfiguration. Eine der
CHs-Gruppen ist sozusagen jeweils um ein Kohlenstoffatweiter nach aufl3en
verschoben (siehe Abbildung 26). Somit ist ihreohlie Raumerftillung vergleichbar,
ihr Massenschwerpunkt jedoch unterschiedlich.
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Abbildung 26: Schematische Darstellung der Seitenkien von Isoleucin, Leucin und Norleucin.
Die Kohlenstoffatome sind mit griechischen Buchstadn a—-d bezeichnet. Die fett dargestellte
Bindung ist jeweils um ein Kohlenstoffatom weiter wm a-Kohlenstoffatom der Aminoséaure
entfernt.

Bei der S2'-Bindungsstelle von Cathepsin L handst sich demnach um eine
wohldefinierte Tasche mit strikten Anforderungen &mdende Aminosauren.
Uberraschenderweise wies die bereits erwahnte &tudt Peptidsubstraten der
Struktur Abz-AFRSXAQ-EDDNnP? Tryptophan als ideale P2’-Aminosaure aus,
Tyrosin und Leucin wurden ebenfalls sehr gut akeeptHier zeigt sich erneut, dass
eine Ubertragung mittels Substratbibliotheken gevemer Daten auf mit Inhibitor-
Bibliotheken erhaltene Ergebnisse nur eingeschréamiglich ist. Zumindest befand
sich das in der vorliegenden Arbeit als ideal aeti¢ Leucin auch in dieser
Substratbibliothek bei den gut geeigneten Amincm@urso dass eine gewisse
Korrelation besteht.

Insgesamt konnte gegentber der freien Ankergruppe €fas Molekil
Z-HN-(CH,)4-NH-Leu-[tEps]-Leu-Leu-OH eine Steigerung der Inhibitionskange
um das etwa Zwélffache auf 484.000'8# erreicht werden. Zwar ist ein solcher
Gewinn im Vergleich zu den Ergebnissen fur Cathepsrelativ gering, jedoch fehlt
bei Cathepsin L die starke ionische Wechselwirkudes Carboxylats mit den
basischen Aminosauren dexccluding loop Insofern ist die Diskrepanz nicht
sonderlich tberraschend und zeichnete sich beneitsn Ergebnissen der Messungen
der P1'-Bibliotheken ab. Dennoch unterstreicht di&teigerung der
Inhibitionskonstante fur Cathepsin L, dass die nygstne Seite, anders als vielfach
postuliert, einen wichtigen Beitrag zur Affinitabn Inhibitoren beitragen kann.

Eine Erhaltung des E-64-artigen Bindungsmodus im  lekid
Z-HN-(CH,)4-NH-Leu-[tEps]-Leu-Leu-OH konnte nicht mit letzter Sicherheit
festgestellt werden. Es ist jedoch bekannt, dassumngestrichenen Bereich des
katalytischen Spalts papainahnlicher Cysteinpreteasul3erhalb von S2 keine gut

ausgebildeten Taschen vorhanden Ed®® Generell weisen groRe hydrophobe
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Gruppen besonders starke Wechselwirkung mit diddemich auf und steigern daher
die Affinitdt solcher epoxidischer Inhibitoren dich, wie beispielsweise beim

Vergleich von E-64 und Ep-460 ersichtlich Wifd. Daher ist kaum zu erwarten, dass
ein Leu-Leu Dipeptid eine starkere Affinitat zurgestrichenen Seite der Protease

besitzt als die hydrophobe Ankergruppe.

Zum weiteren Vergleich wurde die symmetrische MViedbing
Z-HN-(CH,)4-NH-Leu-[tEps]-Leu-HN-(CH)4-NH-Z synthetisiert, welche auf beiden
Seiten die hydrophobe Kette der Ankergruppe trBigser Inhibitor besitzt jedoch
mit 164,200 M's* einen deutlich niedrigeren Hemmwert als das Leu-Derivat. Bei
einer Umkehr des Bindungsmodus, in dem der Ankdrdes Leu-Leu Derivats in
der gestrichenen Seite des katalytischen Spalts kisgen k&me, ware die
verminderte Affinitat des symmetrischen Inhibit@sf den Austausch des Leu-Leu
Dipeptids gegen Z-HN-(Chl,-NH-Leu in der ungestrichenen Seite zurlickzuflhren.
Dies bedeutete jedoch eine wesentlich hohere Adfirdes Dipeptids im Vergleich
zum hydrophoben Anker, was wiederum aus den obeagefé@nrten Grinden
unwahrscheinlich ist. Vielmehr ist zu vermuten,sdkesliglich die durch das Anflgen
eines Leu-Leu Peptids in Position P1’ und P2 zight erhaltenen
Wechselwirkungen mit der Oberflache der Protease Sieigerung der Affinitat
bedingen. Die volumindse Ankergruppe des symméieis®erivats wird dagegen im
gestrichenen Teil des katalytischen Spalts wenigetr akzeptiert, weshalb die
Affinitat dieses Inhibitors gegenuber Z-HN-(QWNH-Leu-[tEps]-Leu-Leu-OH

vermindert ist.
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3.1.1.11S1-Praferenzen von Cathepsin X
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Abbildung 27: Préaferenzen der S1'-Bindungstasche vo Cathepsin X. Es sind absolute
irreversible Hemmwerte pseudo-zweiter Ordnung K»/K; [M *s']) angegeben.

Zur Untersuchung der Praferenz der gestrichenete 8es katalytischen Spalts von
Cathepsin X wurde eine Bibliothek mit jeweils nimex P’-Aminosaure erzeugt. Die
Lage des mini-loop, der die S2’-Bindungsstelle blockiert, bestimmte di
Carboxymonopeptidase-Aktivitat dieser Protédse&omit kann nur eine Aminosaure
eines Inhibitors ebenso wie eines Substrats inrighshen Teil zu liegen kommen.
Mit Hilfe der Bibliothek konnten eindeutige Prafaeen fir die S1'-Bindungsstelle
gefunden werden. Erneut werden hydrophobe Aliphkl@nbevorzugt, wobei Valin
die mit Abstand starkste Wechselwirkung mit derdBingstasche eingeht. Die Tasche
ist offensichtlich eher flach, so dass kleine Relésser toleriert werden. Mit
zunehmender Lange steigt die Repulsion zwischeibitohund Protease, so dass die
voluminésen Aromaten schliel3lich kaum noch akzepiierden. Auch die tbrigen

Aminoséauren zeigen nur geringe Affinitdt zur Bindatasche. Bemerkenswert ist,
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dass das Alanin-Derivat einen &ufRerst niedrigé-Wert besitzt, obwohl sicherlich
keine Repulsion mit der Oberflache der Proteaser&arten ist. Vielmehr bietet eine
einzelne Methylgruppe offensichtlich keine ausrermdh grol3e Oberflache, um eine
ausreichende Wechselwirkung mit der S1’-Bindnugs$taszu erméglichen. Es ist
auch anzumerken, dass die Interaktion der freierb&@alfunktion offensichtlich
nicht den selben Effekt wie im Fall der Dipeptidmtheken und Cathepsin B hat.
Md&glicherweise wird die Carboxylgruppe nicht korrekisgerichtet um mit Hi&' des
mini loop in Wechselwirkung zu treten. Faktisch sind dietlsgtisierten Inhibitoren

insgesamt nur mittelm&nig potent.

3.1.2 Resumee

Die S’-Bindungsregion von Proteasen der Familie CB8steht nach den
Rontgenstrukturen zu urteilen weniger aus einzelkt&r definierten Taschen,
sondern stellt vielmehr ein flaches Areal 'af*” 27> 21 Am Boden dieses Areals
bildet ein Tryptophanrest eine hydrophobe Flache, wbn meist hydrophoben
Aminosauren umrahmt wird. Es ist dementsprecherehearten, dass in den P1’ und
P2’-Positionen besonders aktiver peptidischer Galpand Cathepsin-Inhibitoren
vermehrt hydrophobe Aminosauren gefunden werdess Destatigt sich eindeutig in
den Ergebnissen dieser Arbeit. Sowohl Cathepsils laach Cathepsin B bevorzugen
deutlich hydrophobe aliphatische Aminosduren in dositionen S1' und S2'.
Cathepsin X bestatigt diesen Trend ebenfalls dasthe Bevorzugung von Valin in
der P1’-Position des Inhibitors. Fir Calpain komntgwar keine eindeutig
interpretierbaren Resultate im Bereich der P2'-fwsierhalten werden, in der
P1’-Position zeigte sich jedoch eine starke Praterfér die kleinsten hydrophoben
Aminosauren, Alanin und Glycin. Dies steht in Ubleséimmung mit den aus der
Kristallstruktur abgeleiteten Erwartung@f. Im Gegensatz zu den hier vorgestellten
Untersuchungen sind zunachst ahnlich erscheinenakes, wie die der Gruppe um
Bogyd>®® 3% 3% guf eine Verwendung von E-64-Derivaten als Sonfiendie
Lokalisierung und Quantifizierung papaindhnlicherstéinproteasen in zellbasierten
Studien ausgerichtet und beschrédnken sich zudensclaiefilich auf den

ungestrichenen Teil der Protease.
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3.1.3 S1’-Praferenzen der Staphopaine A und B

In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prafiedan Potempa (Krakau, Polen)
wurden die S1’-Praferenzen von Staphopain A uneé&itmmt. Bei beiden handelt es
sich um papainahnliche Cysteinproteasen aus denhogenten Bakterium
Staphylococcus aured®’. Die genaue Funktion beider Proteasen ist bisloeh n
nicht bekannt. Vermutlich ist Staphopain A an dembsivitat*® und Staphopain B an
der Virulenz des Erregét&” beteiligt.
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Abbildung 28: Praferenzen der S1'-Bindungstasche vo Staphopain A (ScpA) und B (SspB).
Die Position Y ist jeweils durch eine isomolare Mishung von neunzehn Aminosauren (siehe
experimenteller Teil) belegt. Die normierten Messwie der Restaktivitdt im Azocoll-Assay
(Absorption bei 520 nm) sind auf der Y-Achse aufgeagen. Im Fall von ScpA wurde das Enzym
in einer Konzentration von 50 nM, im Fall von SspB80 nM eingesetzt. In beiden Féllen betrug

die Inhibitorkonzentration 10 uM.

Abbildung 28 zeigt die Praferenzen der S1'-Binduagshe von Staphopain A (ScpA)
und B (SspB). ScpA zeigt eine Praferenz fur hydaiyghAminosauren, wobei jedoch
auch Arginin, Serin und Glutamin gut toleriert wend Innerhalb der hydrophoben
Aminosauren werden kleinere Aminosauren bevorzomjt, Ausnahme von Glycin,
dem die Seitenkette fir die Wechselwirkung mit det’-Tasche fehlt. Die
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Bevorzugung grélBerer Seitenketten im Fall der bheis und sauren Aminosauren
konnte ein Hinweis auf einen alternativen Bindungdus sein, in dem die
Seitenkette aul3erhalb der eigentlichen Bindungséagam Liegen kommt. Im Fall
von SspB werden die kleinsten Aminosauren Alanid Giycin deutlich bevorzugt,
Isoleucin wird ebenfalls recht gut toleriert. Geriersind gréRere Aminosauren
offensichtlich schlechter geeignet, da sie zur Repa mit der S1’-Tasche fuhren.
Interessanterweise bilden Arginin und Glutaminsduesbei Ausnahmen. Besonders
bemerkenswert ist dabei, dass die gesamte Tenihthzsive der beiden Ausnahmen
Arginin und Glutaminsaure, der von p-Calpain searksdhnelt.

Die hier vorgestellten Hemmwerte liegen samtlichnmkromolaren Bereich, so dass
nicht von potenten Inhibitoren gesprochen werdennk&ir das Alanin-Derivat
wurde ein 1Ge-Wert von 3,4 uM bestimmt, fur Glycin 4,9, fur Angn 5,0 und fur
Isoleucin 8,2 uM. Fur ScpA wurden keine Hemmwemstionmt, jedoch ist bereits
aus den niedrigen Absorptionswerten des Azocolbgsszu erkennen, dass diese
Protease wesentlich effizienter durch die EpoxidhBtheken inhibiert wird als SspB.
Mit den hier erzeugten Bibliotheken konnten inteegge Einsichten in die Geometrie
der Bindungstaschen einer bisher strukturell wemtersuchten Protease gewonnen
werden. Zudem ergibt sich aufgrund der Ahnlichkeies S1’-Profils von
Staphopain B und p-Calpain die Frage, ob dies rhitktreller Ahnlichkeit
einhergeht. Diese Frage wird allerdings nur durcike dAufklarung der
Rontgenstrukturen zu klaren sein, die zum gegenyedrtZeitpunkt weder fir p-

Calpain, noch fir Staphopain B zur Verfiigung stehen

Die geringe strukturelle Verwandtschaft von ScpAl 8spB wird ebenfalls aus den
hier gewonnenen Ergebnissen ersichtlich, die sigihan der Verschiedenheit ihrer

vermuteten Aufgaben iBtaphylococcus aurewsderspiegelt.
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3.2 CP1B-Peptide

Zielsetzung war es, Einblicke in die Struktur-Wingsbeziehung eines aus
Unterdomdne B von Domane | aus humanem Calpast&tmaltenen Peptids
(im Weiteren mit CP1B bezeichnet) zu gewinnen. iksem Zusammenhang wurden
verschiedene Derivate dieses Peptids an einem atigienten Batch-Synthesizer
unter Verwendung der Fmoc-Strategie hergestellichNarfolgter Reinigung und
Gefriertrocknung wurde ihre Hemmwirkung gegentubemmanem p-Calpain
(im Weiteren mit Calpain bezeichnet) in kinetischdessungen quantifiziert. Um
Informationen Uber die Beteiligung der terminalemiAoséuren an der Bindung von
CP1B an Calpain zu erhalten, wurden verschiedemkiinge Analoga des CP1B
Peptids hergestellt. Zudem sollte auf diese Weigse Synthese weiterer Derivate
vereinfacht werden. Hierzu wurde die minimale Sequeie noch zu einer adaquaten
Hemmung von Calpain ausreichend ist, bestimmt. @usta wurden sowohl
schrittweise am C-Terminus verklrzte Varianten @gte sowie solche, die
N-terminal verkirzt wurden. Danach wurden die emspenden, an beiden Termini

gekirzten Peptide hergestellt.

3.2.1 Synthesen der CP1B-Peptie
3.2.1.1 Synthese terminal verkurzter CP1B Peptide

Die Synthese der linearen CP1B-Derivate wurde n#6 hmol Rink-Amid-Harz
am automatisierten Peptid-Synthesizer mit jewedsfachem Uberschuss der Fmoc-
Aminosauren durchgefiihrt. Durch die C-terminale dgnuppe des Rink-Harzes
und N-terminale Derivatisierung mit einer Acetylgpe wurde gesichert, dass der
Einfluss des C- oder N-Terminus der Peptide auf Biedung an p-Calpain
vernachlassigbar ist. Die Sequenzen stellten lant\brhersage des Programms
Peptide Companion (siehe experimenteller Teil) makischwierige
Syntheseprobleme dar. Daher wurden im N-termin8ereich Doppelkupplungen
verwendet, um die Ausbeuten zu erh6hen. Tatsachiigden alle Peptide in guten
Ausbeuten erhalten, wenn auch die Rohprodukte veinigt waren. Die Reinigung

mittels praparativer RP-HPLC gestaltete sich erftdy, und Reinsubstanzen
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konnten erhalten werden. Es kann resimiert werdiass die Verklrzung Ausbeute
und Reinheit der Rohprodukte allgemein verbessddie. Synthese der zentral
Uberbriickten Derivate ergab deutlich geringere Autn, was zumindest im Fall
des Aminocapronsaure-Derivats sicherlich auf didehddydrophobizitat dieser
w-Aminosaure zurtickzufiihren ist. Die Kupplung déi-Bjoxa-8-Aminooctansaure
verlief ebenfalls mit relativ geringer EffizienzrdEaunlicherweise gestaltete sich die
Synthese des retro-inverso Derivats deutlich salgée ohne dass ein
offensichtlicher Grund hierfur ermittelt werden ka@. Das vollstandige 27-mer
CP1B wurde ebenso wie das scrambled-Derivat voeneikommerziellen Anbieter

bezogen.
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Abbildung 29: Korrelation zwischen Verkirzung der CP1B-Peptide und Steigerung der
Ausbeute. Das weiteren Studien zugrundegelegte 20mest markiert. Zum Vergleich sind
zudem das N- und C-terminale Peptid ebenfalls aufdéhrt.
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3.2.1.2 Synthese zyklischer homodetischer CP1B-Deaite

d h
Fmoc-)l(lLGXZREVTIPPKYR-O s Fmoc-)l(lLG)l(zREVTIPPKYRO PP~

A0 Alloc O=COH NH,

Synthesizer
R

Fmoc-)l(lLG)l(zREVTIPPKYRo —Flperdiny HZN-)l(lLG)l(ZREVTIPPKYRO

0=C—NH 0=C——NH

Ac-SSTYI E>|<1LG>|<2REVT| PPKYRO %» Ac-SSTYI E>|(1LG>|(2REVT| PPKYR-NH,

O=C—NH O=C—NH

Abbildung 30: Schematische Darstellung der Syntheseéer zyklischen Peptide. X und X,
bezeichnen Platzhalter fur die Aminosauren X= Glu, Asp, X; = Lys, Orn, Dab.

Die Uber Seitenketten zyklisierten PeptisldP106, 107, 108 und 111 wurden an
0,1 mmol Rink-Amid-Harz als fester Phase mit zebhém Uberschuss der Fmoc-
Aminosauren synthetisiert und nach einer von Atberund Mitarbeitern etablierten
Methode zyklisie*®. Auf das mit Fmoc-Arg(Pbf) beladene Harz wurden am
automatischen Synthesizer die Aminosauren der $2dREVTIPPKY angefligt. Die
Kupplung der folgenden vier Aminosaureal&X, (X, = Asp, Glu; % = Lys, Orn,
Dab) erfolgte in der Einmalspritze. Es wurden jdsveDoppelkupplungen zu
2 Stunden mit je 4 Aquivalenten Aminosaure durchgef Glutaminsaure und
Asparaginsaure wurden als Seitenketten-OAll-Deyivatysin, Ornithin  und
Diaminobuttersaure durch eine Alloc-Gruppe gesdhéizgesetzt. Die Freisetzung
der Allyl-geschitzten Seitenketten erfolgte in veseiem DCM unter
Schutzgasatmosphare mit 1 mol% Pd(@@Phls Katalysator und 20 Aquivalenten
Phenylsilan als Reduktionsmittel. Hierbei war dielatat des Katalysators von
groBer Bedeutung, da mit einer alteren Charge diakfon nur aufierst langsam
vonstatten ging, wahrend frischer Katalysator dagséhitzen in kurzer Zeit
ermoglichte. Die anschlieRende Zyklisierung wurdegroRen Uberschiissen PyBop
und HOBt bewerkstelligt, die Kontrolle vollstandigkupplung erfolgte mittels des
Tests nach KaisEf?. Die Reaktionszeit musste gegeniiber einer gewciterii
Peptidkupplung deutlich verlangert werden, besandar Fall des kleinsten Zyklus
(Asp-Dab), bei dem ein weiterer Reaktionszyklusri@fedurchlaufen werden musste,

um vollstandige Zyklisierung zu erreichen. Diesemdtiand ist sicherlich auf die
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erhohte Ringspannung zurtickzufihren. Der restliishtbau des N-terminalen Teils
erfolgte erneut am Synthesizer. Die Absattigung dé&derminus mit einer
Acetylgruppe, ebenso wie die Abspaltung und Fallenfplgten analog der im
allgemeinen Syntheseteil beschriebenen Prozedian.erhaltenen Rohprodukte,
insbesondere im Falle des kleinsten Zyklugs £Asp, X% = Dab), wiesen einen hohen
Grad an Heterogenitat auf, so dass sich die Aufreng mittels RP-HPLC relativ
schwierig gestaltete. Die Reinigung des Zyklus Bsb erforderte sogar zwei

aufeinander folgende chromatographische Reiniguhgiste.
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3.2.2 Kinetik der Interaktion verschiedener CP1B-Pptide mit p-Calpain

Im Folgenden werden zunéchst die Ergebnisse deerslidthungen an linearen
CP1B-Peptiden vorgestellt, der darauf folgende Ab#t behandelt zyklische

homodetische Peptide zur Aufklarung eines spehiéiscSekundarstrukturelements.

3.2.2.1 Terminal verkirzte CP1B-Peptide

Allen Messungen wurde als Vergleichswert der flis d&-mere CP1B-Peptid
bestimmteK;-Wert von 0,2 nM fur p-Calpain zugrundegelegt (sidlabelle 11). Die
Selektivitdt gegentber Cathepsin L wurde zu einakidt von etwa 30000 bestimmt.
Maki et al. gaben einen ¥Wert von 90-100 nM fur p-Calpain und 20 nM fir
m-Calpain ali*, die Gruppe um Anagli ermittelte einensg@Vert von 12 nM fur
m-Calpaiff?®.. Die Inhibitionskonstante fiir Cathepsin B wurdermfalls bestimmt. Es
ergaben sich fur alle hier vorgestellten PeptiieNerte deutlich oberhalb von
100 puM, was aufgrund der Kollision von CP1B mit deacluding loopder Protease
zu erwarten war. Daher wird auf eine weitere Diskus dieser Daten im Folgenden
verzichtet. Zunachst wurde der Hemmwert eines namslerten, kommerziell
erhaltlichen CP1B-Derivats als Kontrolle vermesdear ermittelte Wert von 6 uM
liegt um mehr als vier Gré3enordnungen tber dem@PB@aB und es bestand keine
Selektivitdt gegenuber Cathepsin L. Um Hinweise aihe Beteiligung des
Peptidrickgrats an der Interaktion zwischen CP1@ Qalpain zu erhalten, wurde ein
retro-inverseDerivat hergestellt und seine Inhibitionskonstaoéstimmt. Alsretro-
inverso wird nach Goodmdif” die gleichzeitge Umkehr sowohl der
Aminosauresequenz, als auch der absoluten Kontigurajeder Aminosaure
bezeichnet. Hierdurch wird im Ganzen die Topolode Seitenketten zueinander
beibehalten, es ergibt sich lediglich ein Austausen jeweiligenNH- und CO-
Funktion der Amidbindung. Somit wird die Bildung gligher zwischen dem
Wildtyp-Peptid und seinem Zielprotein vorhandenaséérstoffbriicken gestort. Eine
(nahezu) unveranderte Inhibitionskonstante einkehenretro-inversePeptids ist ein
eindeutiger Hinweis dafur, dass Interaktionen zhésc Protein und Inhibitor im

wesentlichen nur mit den Seitenketten des Inhibigtattfinden und eine Beteiligung
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des Ruckgrats ausgeschlossen werden kann. Im bréegenden Fall zeigte sich
jedoch, dass das Rickgrat einen gro3en Anteil alV@ehselwirkung hat, da der fir
dasretro-inverseDerivat gefundend;-Wert von 726 uM eine Steigerung um Uber
sieben GroRRenordnungen bedeutet und daher einetkomohenen Verlust der
Affinitat gleichzusetzen ist. Bei einer Suche namptidomimetischen Substanzen
muss der Tatsache Rechnung getragen werden, dastecimwirkung des CP1B-

Peptids nicht allein auf seine Seitenkettenfunktib@iten zurickzufihren ist.

Tabelle 11: Hemmwerte der verkirzten CP1B-Peptide. Zm Vergleich ist der Hemmwert von CP1B
ebenfalls angegeben. Zur Ermittlung der Selektiviti der Derivate sind die Messwerte fur Cathepsin L
aufgefiihrt. Die Selektivitat ist als Verhaltnis derHemmwerte Cathepsin L/ p-Calpain angegeben, hdhere
Werte beschreiben héhere Selektivitat. DeK;-Wert fir Cathepsin B wurde ebenfalls bestimmt. Erlag in
allen Fallen oberhalb von 100 uM und ist daher nichawufgefiihrt.

Name Sequenz K [nM] Selektivitat
pn-Calpain | Cathepsin L

CP1B DPMSSTYI EELGKREVTI PPKYRELLA 0,2 6000 30000
scrambled | APRLEI VPTMYI YKLSPTGSEKLGDER 6000 6000 1
retro-invers | ALLERYKPPI TVERKGLEEI YTSSMPD 726000 - -
N-Term DPMSSTYI EELGK 6900 1000 0,14
C-Term REVTI PPKYRELLA 35000 10000 0,29
C+N mix 1:1 M schung N und C Term 8600 - -
N-5 TYI EELGKREVTI PPKYRELLA 2,2 23000 10455
N-3 SSTYI EELGKREVTI PPKYRELLA 0,5 23000 46000
C-2 DPMSSTYI EELGKREVTI PPKYREL 0,5 45000 90000
C-4 DPMSSTYI EELGKREVTI PPKYR 0,8 21000 26250
N-5, C-4 TYI EELGKREVTI PPKYR 93,0 20000 215
N-3, C-4 SSTYI EELGKREVTI PPKYR 47,0 15000 319
N-3, C-6 SSTYI EELGKREVTI PPK 17000 124000 7,29
wWAS SSTYI EELGK- - - TI PPKYR 125000 15000 0,12
PEG-AS SSTYI EELGK- - - TI PPKYR 11700 44000 3,76

Legende: retro-invers = retro-inverso Derivat voriBPscrambled = permutierte CP1B-Sequenz (kommierzie
erhéltlich); N-/C-Term = N- bzw. C-terminale Halffen CP1B; N/C-X = Anzahl der N- und/oder C-terminal
entfernten Aminosaureny-AS = w-Aminohexansaure, --- markiert die Lage der Aminosdn der Sequenz;
PEG-AS = 3,6-Dioxa-8-Aminooctansaure, --- markieetldage der Aminosaure in der Sequenz

Ergebnisse eines von der Gruppe um Anagli ausgefiirAlanin-Scan$*” von

CP1B gaben Hinweise auf eine besonders starke Ajuieit des Hemmwerts der
verschiedenen Derivate von zwei Bereichen, die ijlswe der Ndhe des Amino-,
beziehungsweise des Carboxy-Terminus liegen. Dads&eHemmwirkung von CP1B

moglicherweise auf einen synergetischen Effekt ewsolcher getrenntehgt spot$
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an beiden Enden des Peptids erklaren liel3e, wurdeRahmen der vorliegenden
Experimente zwei Peptide Ac-DPMSSTYIEELGK-MH und
Ac-REVTIPPKYRELLA-NH, synthetisiert, die jeweils die C- und N-terminklglfte
von CP1B darstellen. In den kinetischen Studiegteesich, dass weder der N-, noch
der C-terminale Tell fur sich alleine genommen edéquate Hemmung von Calpain
bewirken. Die in Tabelle 11 aufgefihrten Daten eejgdass die Affinitat in beiden
Fallen mehrere Zehnerpotenzen niedriger als die glwzen Peptids ist. Die
N-terminale Halfte zeigt hierbei mit einei§Wert von 6,9 uM immer noch eine fast
funffach bessere Hemmung, als der C-Terminus, dseneK-Wert von 35 uM
besitzt. Uber eine Bevorzugung des N-terminalensTgegeniiber dem C-Terminus
an dieser Stelle zu spekulieren erscheint in Auwloétr dieser hohen Hemmwerte
jedoch unzuléssig. Beide Peptide sind nicht selektir p-Calpain, die fur
Cathepsin L gemessenen Werte liegen jeweils sdgasainterhalb der fur p-Calpain
bestimmten. Zur Uberprifung der gefundenen Werterdevuebenfalls eine
1:1-Mischung der beiden Halften vermessen. Der rggfne Hemmwert liegt bei
grober Naherung im Mittel zwischen den einzelnenptiden. Ein etwaiger
allosterischer oder sonstiger kooperativer Effegt micht zu beobachten. Die
Multiplikation der Hemmwerte beider Halften ergdahen Wert von 0,24 nM. Dieser
Wert ist in exzellenter Ubereinstimmung mit dem @RP1B gemessendg-Wert von
0,2 nM. Daher ist naheliegend, dass in CP1B zweew@ander unabhangige Zentren
fur eine bivalente Inhibition von Calpain durch dasptid verantwortlich sind. In
einem spateren Folgeversuch wurden die beiden ddaliberc>-Aminohexanséure
kovalent miteinander verknipft, um so ein moglichediz flr eine Bivalenz von
CP1B zu finden. Dieses Derivat (siehe Tabelle 1iBswedoch mit einenk;-Wert
von 125 pM einen vollkommenen Verlust der Hemmwdguauf. Dieser starke
Effekt ist sicherlich zum Teil auf die Verwendungsd_inkers zurtickzufuhren, der im
Vergleich zum ersetzten Tripeptid um gleich zwei HEihheiten kirzer ist
(siehe Abbildung 31). Die resultierende Verschiabuales Peptidriickgrats fihrt zur
inkorrekten Platzierung der Aminosauren. Folglialireen in einem weiteren Derivat
die Halften mit einero-PEG-Aminosaure verknlpft, welche annéhernd diegkeén

eines  Tripeptids  widerspiegelt (siehe  Abbildung .31)Im  Peptid
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Ac-SSTYIEELGK(Doo)TIPPKYR-NH wurden, ebenso wie i-Aminohexansaure-
Derivat, die zentralen Aminosauren AtgGIu™® und Val® durch 3,6-Dioxa-8-
Aminooctansaure ersetzt. Die Seitenketten diesemndsauren zeigten irfi-Alanin-
Scaf? keinen starken Einfluss auf das Inhibitonspoténtizennoch wies das
Produkt in der kinetischen Untersuchung, ebensoamier das Aminohexanséaure-
Derivat, ein dramatisch gesunkenes inhibitoriscRetential auf. Dies kdnnte zum
einen auf die mangelnde Interaktion des ersetzégidtiickgrats mit der Oberflache
von Calpain zuriickzufihren sein, was jedoch unvadieislich ist, da hier nur eine
geringe Anzahl von Wasserstoffbriicken gebildet weré#onnte. Im Rahmen der
Ergebnisse der NMR-Untersuchung von Isihma €t*4l.und im Licht der im
nachsten Abschnitt aufgefiihrten Erkenntnisse aus Zi&lisierungs-Experimenten
scheint hingegen die Schlussfolgerung naheliegdads durch den Austausch an
dieser Stelle die Flexibilitat des Peptids eingesckt wurde. Dadurch konnte
sicherlich die Interaktion der beiddhSchleifen, die entscheidende Elemente der

Wechselwirkung mit der Protease darstellen, gestértlen (siehe Abschnitt 3.2.2.2).

o) 0
H

J N

HO \H/\N
H

o o)

MNH
HO 2

(@]
HO)K/O\/\O/\/NHZ

Abbildung 31: Vergleich zwischen Tripeptid, 6-Aminohexanséure und 3,6-Dioxa-8-
Aminooctansaure.

Um die Beteiligung der C- und N-terminalen Aminasuaufzuklaren, wurde die
Sequenz von den Termini her beschnitten, um dienmaile Lange des Peptides zum
Erhalt des inhibitorischen Potentials bestimmen kéummnen. Die Peptide zeigten
sowohl bei C-, als auch N-terminaler VerkirzungeairRickgang der Affinitat in

Bezug auf Calpain (siehe Tabelle 11), jedoch kanmi@ige Aminosauren entfernt
werden, ohne dass ein dramatischer Verlust in ig@mbmmen werden musste. Die
N-terminale Verkirzung um drei Aminosauren erhdee Ki-Wert von 0,2 nM auf

0,5 nM, bei weiterer Verkirzung um zwei Aminosauséieg deiK;-Wert auf 2,2 nM.
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Somit war trotz des Fehlens von funf Aminosédurem ewe Verminderung der
Hemmwirkung um einen Faktor zehn zu beobachten. Hell C-terminaler
Verklrzung um zwei, beziehungsweise vier Aminosdauvairden Ki-Werte von
0,5 nM, beziehungsweise 0,8 nM erhalten, was iriérer Grolenordnung wie die
fir den N-Terminus ermittelten Werte ist. Diesefekf ist in guter Ubereinstimmung
mit der geringen Anderung der Hemmwirkung, die athB-AIanin-Scaﬁ?l‘” zu
beobachten war. Es zeichnet sich hier bereits ats dine N-terminale Verkirzung
einen etwas starkeren Einfluss auf die Hemmwirkudes Peptids hat. (siehe
Abbildung 32, linke Grafik) Alle bisher beschriel@nverkirzten Peptide behalten
die ausgezeichnete Selektivitat gegentber Cathépsmit Verhaltnissen von jeweils
uber 1:10000. Zudem ist bemerkenswert, dass kdere Verkirzungen einen
sprunghaften Anstieg dd§-Werts des entsprechenden Derivats im Vergleich zum

jeweiligen Vorlaufer zur Folge hat.
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Verkirzung Verkiirzung

Abbildung 32: Graphische Darstellung der Hemmwerteverkirzter CP1B-Peptide.

Links (blaue Kreise) sind jeweils N-oder C-terminal verklrzte Analoga aufgetragen, CP1B

ist zum Vergleich auf der Y-Achse aufgetragen. Redb (rote Quadrate) sind Peptide, die N-
und C-terminal verkirzt wurden aufgetragen, das C-terminal um vier Aminosduren
verkirzte Derivat ist zum Vergleich auf der Y-Achseaufgetragen. Die Verkirzung (N-X far
N-terminal, beziehungsweiseC-X fur C-terminal) ist jeweils bei den Werten angegeén.

Bei Beschneidung beider Enden war ein starkeretidgsler Inhibitionskonstanten
zu beobachten (siehe Abbildung 32, rechte GralBk).C-terminaler Verkirzung um
je vier Aminosauren wurden die N-terminalen Endeunséizlich um drei,
beziehungsweise funf Aminosauren beschnitten. gab&n sich noch immer relativ

geringe Steigerungen d&-Werte auf Werte von 47 nM, beziehungsweise 93 nM,

86



wobei die Selektivitat jedoch deutlich auf ein V&this von 1 : 300, beziehungsweise
1:200 sank. Ein N-terminal um drei und C-terminah sechs Aminosauren
verkirztes Peptid besall im Gegensatz dazu einetisdhas verminderte
Inhibitionswirkung. DerK;-Wert dieser Verbindung von 17 uM bedeutet gegenibe
dem -3N/-4C-Derivat einen Anstieg um mehr als d2@-fache, bei einer Selektivitat
gegentber Cathepsin L von nur etwa 1 : 7. Vermuthard hier bereits die Struktur
der zweiten Schleife PfbLys*-Tyr**-Arg® gestort (siehe Abschnitt 3.2.2.2).

N-6 30

o AR
B eigene Werte
O Anagli et al.

C-6

C4,

C-3
| ON-2 C2m o
FCP1B

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Abbildung 33: Vergleich der Hemmwerte verkirzter CP1B-Peptide mit Peptiden aus einer
Arbeit von Anagli und Mitarbeitern ?*!, Peptide aus dieser Arbeit sind mit blauen Quadrain
gekennzeichnet, solche aus der Arbeit von Anagli miroten Kreisen. Die Verkirzung

(N- oder C-terminal) ist jeweils bei den Werten anggeben. Die HemmwerteK; aus dieser
Arbeit, beziehungsweise IG, von Anagli und Mitarbeitern) wurden normiert, um einen
direkten Vergleich zu ermdglichen.

Abbildung 33 zeigt eine Gegentberstellung der hWaggestellten Messwerte mit den
in einer unabhangigen Studie von Anagli und Mitiesg®*® gewonnenen Daten. Bei
letzteren handelte es sich jedoch umg®@erte, im Gegensatz zu den im Rahmen
dieser Arbeit ermittelten Inhibitionskonstanten. diennoch eine Gegenuberstellung
zu ermdglichen, wurden alle Messwerte normiert, evaler jeweilige Wert fir CP1B
willkdrlich auf 1 gesetzt wurde. Im Rahmen der Mgsguigkeit kann eine exzellente
Ubereinstimmung der beobachteten Trends festgesteliden. Dieser Vergleich
verdeutlicht zudem den bereits vorher vermutetarksten Einfluss der N-terminalen

Aminosauren des Peptids auf die Hemmwirkung von BCPRie Steigung der
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angedeuteten Kurve ist im N-terminalen Teil desf&rawesentlich starker, was
einem jeweils groReren Verlust an Affinitdt zu phiaén entspricht. In einer Studie
von Uemori et al. zur Findung einer inhibitorisch®aquenz in Calpastatin wurden
ebenfalls verkiirzte CP1B-Peptide vorgestéilt Zzwar wurden die Hemmekinetiken
graphisch dargestellt, jedoch wurden keine konkr&@hlenwerte veroffentlicht. Die
Peptide zeigten bei einer N-terminalen Verkurzung funf Aminosauren und einer
C-terminalen Verkirzung um eine bis vier Aminosaumnen deutlichen, aber
graduellen Verlust der Hemmwirkung durch CP1B-REptEin krasser Sprung war
erst bei weiterer Verkirzung an einem der Enderbeabachten. Die ungeféhre
Abschatzung des KgWerts eines N-terminal um finf und C-terminal unmee
Aminoséure verkirzten Peptids ergibt einen Wertetva 60 nM. Dies steht in recht
guter Ubereinstimmung mit den von der Gruppe Angglhessenen kgWerter®!
fur ahnliche Peptide und somit auch mit den im Ramrdieser Arbeit gemessenen
Ki-Werten (vergleiche Abbildung 33).

Zusammenfassend wurde somit die Struktur auf ihressentiellen Teil
heruntergebrochen, und eine neue Leitstruktur enalrotz der etwas verminderten
Selektivitat  wurde  fur  die  weiteren Experimente das20-mer
Ac-SSTYIEELGKREVTIPPKYR-NH zugrunde gelegt, da der Wegfall der
Aminosaure Methionin Synthese und Abspaltung, s® Mandhabung und Lagerung
des Peptids vereinfachte. Zudem weist ein Verlgiltwon mehr als 1:300
p-Calpain/Cathepsin L immer noch sehr gute Selgé#tivir das Peptid aus. Seine
Hemmwirkung gegeniber p-Calpain liegt immer nochiedrigen submikromolaren
Bereich. Die C- und N-terminalen Aminoséuren spiefeach den hier ermittelten
Daten zu urteilen eine eher untergeordnete Rolt kannten teilweise sogar ohne
groReren Einfluss auf die Inhibitionskraft entfewerden, was mit den Ergebnissen
von Anagli und Mitarbeitern ibereinstimiM?. Vielmehr scheinen die betroffenen
Aminosauren an unspezifischen WechselwirkungenRigstids mit der Oberflache

des Proteins beteiligt zu sein.
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3.2.2.2 Zyklische homodetische CP1B-Peptide

Viele der sogenannten intrinsisch unstrukturier®oteine (IUPs), zu denen auch
Calpastatin gezahlt werden mii¥% zeigen sehr wohl Sekundarstrukturelemente,
wenn diese auch schwierig zuzuordnen und teilwasglichen Fluktuationen
unterworfen sind*. 1UPs dienen meist als Inhibitoren oder Modulatorger
Aktivitdt anderer Proteine. In dieser Funktionilsten ihre geringe Strukturierung,
die einem denaturierten Zustand gleich kommt, vamtail, da so eine rasche und
flexible Bindung an das Zielprotein ermdglicht wilBlesonders exponierte Stellen in
IUPs, die sogenanntgurimary contact site$PCS), spielen eine Schliisselrolle bei der
Wechselwirkung mit dem jeweiligen Zielprotein. Sidienen einerseits der
molekularen Erkennung und initiieren andererseigsFaltung des IUPY. Oftmals
besitzen solche Stellen einen kurzen strukturieAdschnitt, der die spezifische
Erkennung des Zielproteins Uberhaupt erst ermdglidfompa und Mitarbeiter
identifizierten in Untereinheit B der inhibitoriseh Domane von Calpastatin mittels
CD- und NMR-Spektroskopie, wie zu erwarten, mineest eine solche primare
Kontaktstell®*®., Maki und Mitarbeiter zeigten bereits auf Grundlagon NMR-
Experimenten, dass im CP1B-Molekill die Peptidbimgum 1lé®Pra® und
Pra®-Prd® in transStellung vorliegen. Im Bereich von PPdys™-Tyr?%-Arg?®
ermittelten sie eine Typ{§-Schleife, und fanden Indizien fir die Anwesenlegiter
weiteren Typ-lIB-Schleifé®** im Bereich der Aminosauren Ghieu-Gly**Lys"?
Zusammengenommen mit der von der Gruppe um Anagliaghten Beobachtung,
dass Lelt und 1lé® am starksten an der Bindung zu Calpain beteiligt@®
kommen beide Regionen mit gro3er WahrscheinlichldeiPCS in Betracht. Mit dem
folgenden Experiment sollte Gberprift werden, ob ialLosung lineare, grof3tenteils
unstrukturierte CP1B bei der Bindung an p-Calpagkusdarstrukturmerkmale im
Bereich der Sequenz GfuLeu*-Gly**Lys'?aufweist.
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Die Aminoséauren der Position 10 und 13 wurden itrer Seitenketten verknipft, so

dass homodetische zyklische Peptide erhalten wurden

Tabelle 12: Inhibitionskonstanten zyklischer CP1B-Rptide fur p-Calpain.

Peptid Sequenz Ki [nM]

JMP0O65 | Ac-SSTYIEELGKREVTIPPKYR-NH, 47

IMP106 | Ac-SSTYIEELGKREVTIPPKYR-NH 36

IJMP107 | Ac-SSTYIEELG(Orn)REVTIPPKYR-NH, 39
S

IJMP108 | Ac-SSTYIEELG(Dab)REVTIPPKYR-NH, 27
1

IJMP111 | Ac-SSTYIEDLG(Dab)REVTIPPKYR-NH, 1400
I

(Orn) steht fur Ornithin, (Dab) fur 2,4-Diaminobertsdaure. Der Ring wird also jeweils im
Vergleich zum Vorganger um eine gHinheit verkirzt.

Die fur die zyklischen Peptide]iP106-108, 11) ermittelten Hemmwerte liefern
tatsachlich Indizien fir das Vorhandensein eirf@Schleife. Die kovalente
Verknuipfung der Seitenketten von Glund Lys® tiber eine Peptidbindung zu einem
18-gliedrigen Ring hat einen relativ geringen Risfl auf die Inhibitionskonstante.
Das lineare Peptid besitzt in Bezug auf die Hemmuorg Calpain eineK;-Wert von
47 nM. Beim zyklischen homodetischen DeriystP106 wird dieser Wert sogar auf
36 nM gesenkt, was einer Verbesserung um einerofFakn 1,3 entspricht. Hieraus
lasst sich mit einiger Sicherheit schlieBen, daB&ECan dieser Stelle tatsachlich eine
B-Schleife ausformt, wie von Isihma et al. postdfi&Y. Eine solche Schleife kénnte
durch die kovalente Verknipfung zwischen den Ruoséin 10 und 13 konformationell
eingefroren werden. In jedem Fall findet an diestelle eine Umkehr der
Orientierung des Peptidriickgrats statt. Auch destawsch von Lysin durch Ornithin
und Diaminobuttersdure, der eine Verengung dessRung jeweils eine CHEinheit
zur Folge hat, fuhrt nicht zum Verlust der Inhibitswirkung des Peptids. Sowohl das
Ornithin-, als auch das Diaminobuttersaure-Derbegitzen Bindungskonstanten, die
vom Wildtyp-Lysin-Derivat nur unwesentlich abweichelatsachlich verbessert der
Ubergang von Ornithin zu Diaminobuttersaure die Hewrkung von einenk;-Wert

von 39 nM sogar auf 27 nM, so dass der urspriunglidfert des linearen Peptids
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sogar um einen Faktor 1,7 verbessert wird. Verwctutist in diesen zyklischen
Derivaten, speziell iIMP107 die bereits vorgegebene Ringgeometrie der nativen
Konformation von gebundenem CP1B sehr ahnlich. Smtbei Bindung an Calpain
die Seitenkette des fir die Bindung unverzichtbaten'*% bereits korrekt
ausgerichtet. Die Unterschiede der Ringgeometrgegéber einer Typ-IB-Schleife
und somit hervorgerufene Abweichungen der Stellangézelner Aminosaure-
Seitenketten werden vermutlich durch die Vermindgraler Entropieanderung bei
der Bindung ausgeglichen. Wéahrend das Wildtyp CP&Btd erst in Anwesenheit
der Protease Konformationsanderungen im Sinne @wdesed fitdurchlaufen muss,
iIst zumindest ein Teil dieser strukturellen Umwamdjen im zyklischen Derivat
bereits vorgegeben. Der konformationelle Spielrawon Led! wird zudem
eingeschrankt, so dass der Entropieterm der Binddigges Strukturelements
ebenfalls vermindert wird. Offensichtlich besitztsdPeptid auch nach seiner Bindung
an die Oberflache von p-Calpain noch eine gewissgokmationelle Flexibilitat. So
lasst sich zumindest erklaren, dass eine Variad@mRinggrof3e zwischen einem 18-
bis 16- gliedrigen Zyklus keine deutliche Anderumigs K;-Werts hervorruft
(siehe Abbildung 34).
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Abbildung 34: Grafische Darstellung der Hemmwerte gklisierter CP1B-Peptide. Die Aminosauren uber
die zyklisiert wurde, sind auf der X-Achse angegelme von links nach rechts wird der Zyklus um je eine
CH,-Einheit verkirzt. Es ist zu beachten, dass die Y-éhse bei einem Wert von 75 unterbrochen ist.
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Wird schlieRlich der Zyklus um eine weitere £Einheit durch Austausch von Gfu
gegen Asparaginsaure verengt, wieJiMP111 (siehe Tabelle 12), so steigt der
Ki-Wert des Konstrukts im Vergleich zum linearen Replrastisch um etwa das
Drei3igfache auf 1400 nM. Bereits im Verlauf dem@ese zeigte sich, dass dieser
15-gliedrige Zyklus deutlich gespannt sein muss, dia Kupplungszeiten der
Zyklisierung gegeniber den anderen Derivaten unVetfaches verlangert werden
mussten. Zudem waren sowohl die Reinheit des Rdljts wie auch die Ausbeute
deutlich vermindert, was ebenfalls als ein Anzeicli@ Spannungen innerhalb des
Rings gedeutet werden kann. Es ist anzunehmen,adéggind solcher Spannungen
die gesamte Geometrie des Rings verandert wirditSand auch die Seitenkette von
Leu'! aus ihrer urspriinglichen raumlichen Lage herawgebeund steht nicht mehr
fur die Bindung an die vermutete Tasche auf der rfldmhe von Calpain zur
Verfiigung. In Position i+2 (siehe Abbildung 35)r dgchleife GId™-Leu-Gly'*
Lys™ befindet sich die Aminoséure Glycin. Diese Aminggiist auch in Typ-II
B-Schleifen anderer Proteine Uberdurchschnittlichufigd an dieser Stelle
vorzufinde®®, was ein zusatzlicher Anhaltspunkt fiir die Rickéiy der Vermutung
ist. Uberraschenderweise spielen die beiden Amimeséste LyS und Tyf? welche

in der zweiten vermutetef-Schleife die Positionen i+1 und i+2 belegen, keine
wesentliche Rolle bei der Bindung an Calffath obwohl Aminosauren in diesen

Positionen oft an Interaktionen mit anderen Preteibeteiligt sind.

Abbildung 35: Schematische Darstellung der Typ-1I3-Schleife. Die G-Atome der Aminosauren
i bis i+3 sind entsprechend gekennzeichnet, die Smiketten der Aminoséauren i+1 und i+2 sind
angedeutet und jeweils miR gekennzeichnet.
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Venkatachalam postulierte 1968 zum ersten Mal diek8ir der B-Schleifet®?.
Demnach erfolgt die Fixierung dieses Sekundarstrekkments Uber eine
Wasserstoffbrickenbindung zwischen der Carbonytionk der Aminosaure in
Position i und der Aminogruppe in Position i+3. Aehenzeitlich wurde von
Lewis et al**¥ die Definition erweitert und die Familie d@Schleifen um eine
Reihe von Mitgliedern erweitert, von denen einigenk solche Wasserstoffbriicke
aufweisen. Hutchinson und Thorntbf klassifizierten diese Strukturelemente erneut
und beschrieben die zur Zeit allgemein akzeptiemeum Familien (siehe Tabelle 13).

Die am haufigsten anzutreffenden Vertreter sinddé® Typs | und II.

Tabelle 13: Familien derp-Schleifen

Diederwinkel (°)
Typ

@1 Wiy @2 Wiio
| -60 -30 -90 0
I’ 60 30 90 0
] -60 120 80 0
1K 60 -120 -80 0
v -61 10 -53 17
Vial -60 120 -90 0
Via2 -120 120 -60 0
Vib -135 135 -75 160
VI -60 -30 -120 120

Limitierte Proteolyse der Doméane 1 von Calpastatmt Chymotrypsin und
Trypsif®*® zeigt bevorzugte Spaltstellen zwischen Me® und Arg*-GIu*® auf
(CP1B-Nummerierung, siehe Abbildung 37). Dadurchrdea diese Stellungen als
besonders exponiert ausgewiesen, zumal beide diehideale Erkennungssequenz
fur Chymotrypsin beziehungsweise Trypsin tragen. B& die Schleife
Glu™-Leu"-Gly**Lys"® direkt flankieren, tritt dieses Strukturelemens arimare
Interaktionsstelle bei der Inhibierung von Calpdurch Calpastatin hervor. Denkbar
ist beispielsweise die eine Umkehr der Orientierdag Peptidrickgrats, wodurch die
Enden des Peptids in raumlicher Nahe zu liegen kemnlittels NMR und CD
konnten keine weiteren Kontakte innerhalb der zsgklen Peptide, zumindest in

L6sung, nachgewiesen werden.
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Abbildung 36: CD-Spektren der zyklischen Peptide JNP106, 107, 108 und 111. Zum
Vergleich ist das Spektrum der linearen VerbindungIMPO065 ebenfalls gezeigt.

Die Auswertung der CD-Spektren mit dem Programm GIBa¥gab eineffi-Schleifen

Anteil der Peptide von jeweils etwa 30%, mit Ausmehdes Derivats JMP 108,
welches nach dieser Auswertung einen Anteil vonae®8% besitzt. Hierbei ist
jedoch zu beachten, dass die in diesem Programweuedete Datenbank komplette
Proteine zur Abschatzung der Sekundarstruktur ndgiegt. Daher ist der Fehler
eines hieraus fur ein kurzes Peptid gewonnenenbrgges mit kritischer Distanz zu

betrachten. Zumindest kann ein relativ hopx&chleifen Anteil angenommen werden.

Der Ersatz von Leld aus CP1B durch Alanin resultiert nach einer Vendlichung
von Anagli und Mitarbeitern in einer 3,4-fachen i§éeung des Ig-Werts im
Vergleich zur Wildtyp-SequefZ®. Bei Ersatz der Aminoséure durBhAlanin steigt
der Wert sogar um das 30-fache. Der selbe Trend kesim Austausch von &
beobachtet werden. Durch den Einbau {BAlanin kdnnte in diesen Féallen die
Platzierung der benachbarten Seitenketten gesé&ides. Somit ware der Effekt nicht
allein auf den Einfluss der Seitenkette von Lteder 1l€® zuriickzufiihren. Vielmehr
ist zudem eine Stérung der Sekundarstruktur duneh edhohte Flexibilitat der
B-Aminosdure zu vermuten. Mit beiden Varianten lieffgh zumindest der grol3e
Unterschied zwischen Alanin urfgtAlanin erklaren, zumal die absolute Lange des
Peptids keine entscheidende Rolle zu spielen sgheie der Austausch anderer

Aminosauren durch Alanin od@rAlanin®®® nahe legt.
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Trotzdem wurde gezeigt, dass teund Il€® die beiden Aminoséuren sind, die den
gro3ten Beitrag zur Aktivitdt des Peptids einbrimgBeide liegen im Bereich der
vermuteten3-Schleifen, beziehungsweise unmittelbar davor umdl slaher Tell
zweier fur die Inhibition durch das Peptid entsdeeder Zentren. Eine genauere
Untersuchung der Positionen 11 und 18 ergab, dass Austausch von Lél
vorgenommen werden kann, ohne die Hemmwirkung degtid® deutlich zu
verringertf*®. Saure und basische Aminosduren an Position lferiizu einer
dramatischen Steigerung der gefundem&iWerte, aber auch andere aliphatische
Aminosauren, und sogrHomoleucin und-Leucin bedingen in dieser Position eine
erhebliche Verminderung des inhibitorischen Po&édsmitvon CP1B. In Position 18
werden dagegen an Stelle von Isoleucin auch anfleri@osauren mit mindestens
zwei Methyleneinheiten und sogar die basische Asénce Lysin toleriert. Beide
Seitenketten scheinen mit grofl3tenteils hydrophod@schen des Enzyms in
Wechselwirkung zu treten, deren Grol3e durch weitexperimente mit genau
eingepassten Aminosaure-Seitenketten vermesseremwdi@hnte. Leider waren die
vorgestellten Experimente unvollstandig und niclystematisch, so dass die
erhaltenen Informationen nur ein ungenaues Bild @Qeerflachenstruktur dieses
entscheidenden Bereichs von Calpain ergeben. Dénndmferte die Studie
interessante Einblicke in die Struktur-Wirkungs-&bzing zwischen Calpain und
Calpastatin. Auch Veranderungen des Peptidrickgrats in unmittelbarer
Nachbarschaft liegenden Aminosauren riefen einentgeleenden Verlust des
inhibitorischen Potenzials von CP1B hervor. Verdiéi man die Sequenzen der
B-Untereinheiten 1 bis 4 untereinander und zwischerschiedenen Spezies, zeigt
sich wie erwartet ein hohes Mal} an Konservierund@gereich der in Abbildung 37
angedeuteten Zentren und geringe Homologie an demifi der Peptide. Bereits in
den Anfangen der Forschungstatigkeit im BereichQrdpaine wurde zunéchst in der
DNS-Sequenz von Calpastatin die hoch konserviegguéz GKREVTIPPKYR

{199, 202, 2181 npiage wurde als Subdomiane B bezeichnet und die

identifizier
Hemmwirkung von Calpastatin auf sie zurickgefiWird die Sequenz aus Domane
| von Calpastatin entfernt, so verliert das vetideide Polypeptid sein inhibitorisches

Potential. Das aus zwo6lf Aminosduren bestehendetidPegelbst besitzt jedoch

9%



ebenfalls keine Hemmwirkung. Im Zusammenhang mih deer vorgestellten
Ergebnissen erscheint diese Tatsache offensichtlddn durch die Wahl der
N-terminalen Verkiirzung die Schleife Ghieu-Gly**Lys™ zerstort wird. Somit

fehlt beiden verbleibenden Peptiden dieses esHerBigukturelement.

N4

SSTYIEELGKREVTIPPKYRELLA

Abbildung 37: Schematische Darstellung der Zentrerbesonderer Aktivitat von CP1B.[3-

Schleifen sind mit orangefarbigen Ringen hinterlegt wichtige Aminoséduren mit roten

Sternen,Chymund Tryp bezeichnen Spaltstellen der Enzyme Chymotrypsin uhTrypsin.
Der Sequenzvergleich der Domanen von Calpastaghgslabelle 14) zeigt, dass in
Domane |, lll und IV die Subdomane B in allen Spezeweils eine Sequenz ELGK
besitzt, beziehungsweise KLGE, in der Leucin ungc@lin einer &hnlichen Schleife,
wie der hier fir die humane Domane | gefundenengebunden sind. Nur die
Domane | aus Mausen, sowie Doméane IV Aesopus spbilden hier Ausnahmen,
wobei in Xenopus spder Austausch von Glutaminsdure zu Asparaginsaene s
konservativ ist. Es ist zu erwarten, dass ein swldkustausch keinen Verlust der
Aktivitat zur Folge hat. In Domane Il steht an deltben Stelle die Sequenz ECGK, in
der Leucin durch Cystein ersetzt ist. Tatsachlichmt die Hemmung von Calpain
durch die Peptide, welche die Subdoméanen B enthalte der Reihenfolge
1> 1V >l >> Il ab®®. Die IGWerte liegen im Bereich von 0,016 pM fiir
Doméne I, 0,12-0,32 uM (m- und p-Calpain) fur Domdinbis 8,5 uM (m-Calpain)
fur Doméne lll. Das entsprechende Peptid aus Dontiédhemmt p-Calpain nicht.
Dieser Umstand ist vermutlich zum Teil auf den kis$ der verandertefrSchleife
dieser Subdomane zurtickzufiihren, was auch in Uistiimung mit der von Anagli

und Mitarbeitern ermittelten Bedeutung des Leuaitse” ist.
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Tabelle 14: Sequenzvergleich der Unterdomanen B d&omanen | bis IV von Calpastatin
aus verschiedenen Spezies. Die in dieser Arbeit @msuchte Schleife ist jeweils
fettgedruckt.

Domane| Spezies Sequenz

| Mensch ELGKREVTI PPKYR
Maus A .IKG...E.
Rind | ...... S.
Schwein | ........
Hase | -+«
Xenopus | ... .. DH ...N..

Il Mensch KCGEDEDTI PSEYR
Maus | ... V. A ..
Rind | ........ V.....
Schwein | ........ V.P. ..
Hase | ........ V. A ..
Xenopus EL.KR H..P...
1 Mensch EKLGEKEETI PPDYR
Maus | ... V.....
Rind | -«
Schwein | ...
Hase | .. ... ... . ... ...
Xenopus .....DDR....R
v Mensch DKLGERDDTI PPEYR
Maus E..............
Rind | ... K Q
Schwein | ... .. .. .
Hase | .. ... ... ... ...
Xenopus B B

Anagli und Mitarbeiter postulierten, dass die katizete Bindung beider Zentren,
Leu™-Gly*? und Tht"-lle'®-Pro19, an Calpain vonnéten ist um eine vollstaadig
Inhibierung der Protease zu erreichEh Die hier dargestellte Tatsache, dass keine
der beiden Halften von CP1B allein zur Inhibierwgn Calpain in der Lage ist,
erhartet diese These zusatzlich. Es ist verlockandlieser Stelle zu spekulieren, dass
Leu' in der S2-Tasche von Calpain zu liegen kommt ued weitere Teil der
Sequenz im ungestrichenen Teil der Protease bikdlee Studie von Tompa et al.
belegt, dass natirliche Calpain-Substratproteinet mignifikanter Haufung
Aminosauren der Sequenz TIPPXYR im ungestricheneneiBh tragef?’. Die
Bindung von CP1B an Calpain erfolgt nur in Gegenwan C& %" 2! vermutlich
werden die zur Bindung von LEuund Il€® benétigten hydrophoben Taschen erst
zuganglich, wenn der katalytische Spalt korrekgabidet ist*® 2*°!

Es wurde berichtet, Calpastatin sei in der Lagehaun durch irreversible Inhibitoren
blockiertes Calpain zu bindgtf' 2°2 Dies wird oftmals als Indiz fiir eine Bindung des

Proteins aul3erhalb des katalytischen Spalts angesédlatséachlich wurde berichtet,
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dass Calpastatin nicht mit E-64 um das katalytisthetrum konkurrieté’?, jedoch
Kompetition mit Casein zu beobachten’8&i?*® In den bisher verdffentlichten
Studien zur Kompetition von Calpastatin und irredgen Inhibitoren wurde Calpain
jeweils vorher mit dem Hemmstoff inkubiert. Ein uekghrt angesetztes Experiment,
in dem der Inhibitor zu einer Lésung von Calpainl @alpastatin zugegeben wird, ist
bisher nicht literaturbekannt. Tatsachlich erfotié Bindung von Calpastatin an
Calpain nach einer Blockierung des aktiven Zentrdongh E-64 oder lodessigsaure
jedoch wesentlich langsamer, und die Starke derdBig ist um etwa zwei
Zehnerpotenzen verringBff. Daher kann eine gleichzeitige Bindung aufRRerhaith
mit Bereichen innerhalb des aktiven Zentrums kéallssausgeschlossen werden.
Zudem legen die hohe Konservierung der Subdomané&hukd C und der Lange der
zwischen ihnen liegenden Regionen einen Zusammegnhah der Geometrie der
Bindung von Calpastatin an Calpain nahe. Die malam®istanzen der einzelnen
Bindungszentren (A, B, C) voneinander betragen be&jehungsweise 83 A, wenn
man eine vollstdndig entfaltete Peptidkette zugeurnegt, in der deren Lange
7,23 A/ 2 Aminosauren betragt. Somit erscheinte ejieichzeitige Bindung an
Domane IV, VI und das katalytische Zentrum von @alpmdglich'®. Ein méglicher
Bindungsmodus ware daher, dass Region B das akewtrum von Calpain eher
Uberspannt und es wie eine Art Knebel verschlwei&,in Abbildung 38 skizziert, als

in direkte Wechselwirkung mit seiner Oberflachdraten.

f
¢«

Abbildung 38: Hypothetisches Modell der Kompetitionzwischen E-64 und Calpastatin um
das katalytische Zentrum von Calpain. Der katalytiche Spalt der Protease ist durch die
Domanen | und Il (griin) angedeutet, CP1B ist als $warze Linie dargestellt.
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3.3 CP1B Photoaffinitats-Peptide

In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von PrafesShristian Sommerhoff,
Minchen, sollte die Lage des CP1B-Peptids bei Bigdan p-Calpain bestimmt
werden. Im Folgenden werden die Synthese der hiargefertigten Peptide mit

photoreaktiven Gruppen, sowie die Ergebnisse detd@ffinitats-Studien vorgestellt.

3.3.1 Synthese von CP1B Photoaffinitdts-Sonden

IMP120 sswEELGKREVTPPKYR/“WLO&“;?H

o NH
2NN

S
H H ) /,Z\\
N _N le} N o H HN
SSTYIEELGKREVTIPPKYR 3 o
S
AN

IMP121 ° Ql

(o}

HM)\ N
N N
SSTYIEELGKREVTIPPKYR ™ ™

(e}

IMP122 M/
o/\'\NH////H

Abbildung 39: Photoaffinitats-Peptide auf Grundlage des in Abschnitt 3.2.2.1 vorgestellten
20meren verklrzten CP1B-Peptids.

o
O O
o

Fur die Peptide mit N-terminaleldNIP120) und zentraler Benzophenon-Einheit
(JMP121) wurden zum Einfihren einer C-terminalen Biotinyvigpe jeweils
0,1 mmol Biotin-PEG NovaTag™ Harz der Firma Novadbiem eingesetzt. Die
Kupplungen erfolgten jeweils mit zehnfachem Ubeusshder Fmoc-Aminosauren.
Die Beladung mit der ersten Aminosaure Arginin kyt® jeweils von Hand in einer
Einmalspritze, unter Verwendung von HATU als Kuppgareagenz. Die folgenden
Aminosduren wurden am automatisierten Batch-Symtées angefligt. Die
N-terminalen Aminosauren SSTYIE... wurden jeweilsit nDoppelkupplungen
eingeflihrt, da sich so die Qualitat des Rohprodekieblich steigern liel3. Im Falle
des PeptidsIMP120 mit N-terminaler Benzophenon-Einheit wurde absfdind
4-Benzoyl-benzoesaure mit HOBt und HBTU gekuppéit. das PeptidMP121, bei

dem die Benzophenon-Gruppe zentral liegt, wurde dastrale Ly§ als
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Alloc-seitenkettengeschiitztes Derivat eingefihrb. &nnte nach Synthese und
Acetylierung des Peptids die Alloc-Gruppe an fefase mit Pd(PRR**® und
Phenylsilan entfernt und anschlieRend 4-Benzoykbesdure gekuppelt werden.
Im Falle des DerivatdMP122 mit C-terminal gebundener Benzophenon-Einheit
wurden 0,1 mmol Universal NovaTag™-Harz eingesetstiches zwei orthogonale
Schutzgruppen, Mmt und Fmoc, besitzt. Hier musst&ezhst die aul3erst sédurelabile
Schutzgruppe Mmt mit HOBt entfernt werden, bevore dKupplung mit
4-Benzoyl-benzoesaure unter Verwendung von HOBt WRRTU erfolgte. Nun
konnte wie oben beschrieben mit der Beladung dezddaund der Synthese des
Peptids mit jeweils zehnfachem Uberschuss der Fmimosauren fortgefahren
werden, bevor abschlielend die Biotingruppe angébravurde. Hierbei wurde
N-(+)-Biotinyl-aminocapronsaure unter Verwendung WATU gekuppelt.

Eine weitere Anderung gegentiber den allgemeinernh8gavorschriften ergab sich
bei der Abspaltung. Die Verwendung des Abfangreage IPS fiihrte hier aufgrund
der Anwesenheit der Benzophenon-Gruppe zu Nebetivaek. Mittels
Massenspektrometrie konnte nachgewiesen werders dassich dabei um die
Reduktion der benzoiden Carbonylfunktion zu einenzylischen Methylengruppe
handelte. Versuche, TIPS durch EDT zu ersetzemteiitebenfalls zu Misserfolg. Die
massenspektometrische Analyse wies auf die Bildeings Thioketals hin, wodurch
ebenfalls ein erheblicher Anteil des Produkts wvertoging. Es zeigte sich jedoch,
dass in Gegenwart sehr kleiner Mengen TIPS odearsivg Abwesenheit anderer
Abfangreagenzien als Wasser, keine nennenswertemgdie unerwinschter
Nebenprodukte auftraten (siehe Tabelle 15). Dahardev schliel3lich bei der

Abspaltung dieser Peptide génzlich auf die Verwagdsolcher Zusatze verzichtet.
Tabelle 15: Effekte verschiedener Abspaltbedingungefiir Peptide mit Photoaffinitats-Marker

Bedingungen Ergebnis

TFA, Wasser, TIPS(95:2,5;2,5) >50% Reduktion Benzoy Benzyl

TFA, Wasser, EDT (95:4;1) >50% Benzoyl Thioacetal
TFA, Wasser, TIPS(95:4,9;0,1) HPLC-rein
TFA, Wasser (95:5) HPLC-rein

100



3.3.2 Ausgangsmaterial

Das p-Calpain Ausgangsmaterial stammte von FrauGRhrijelcic-Geiget®®. Wie

in Abbildung 40 zu sehen ist, sind zusatzlich ztol3gn und kleinen Untereinheit
durch Autolyse entstandene Fragmente zu erkennenVeiteren wurde Charge 96
verwendet, da in anderen bereits extensive Autadykennbar war. So ist in Charge

93 beispielsweise hauptséachlich die 76 kDa-Forngdaien Untereinheit enthalten.

S 1 2 3 4 5 6

w— Lk Calpain 80 kDa
- == 4 " 178, 76 kDa
_ Autolyseproduk

< p-Calpain 28 kDa

Abbildung 40: SDS-PAGE des p-Calpain Ausgangsmatexis. Spalten: S) Standard;
1-3) Charge 93 Konzentration 2, 1, beziehungsweise QuM; 4-6) Charge 96 Konzentration 2, 1,
beziehungsweise 0,5 uM. Die Lage der 80 kDa-Bandervintaktem p-Calpain ist markiert.

3.3.3 Kinetische Messungen der CP1B Photoaffinitats-Sonde

Die Hemmung von p-Calpain durch das CP1B-PeptP120 mit N-terminaler
Benzophenon-Gruppe ist mit 2,9 nM deutlich besderfi@@ das CP1B-20mer mit
einem Wert von 47 nM. Dies ist auf unspezifischdrbphobe Wechselwirkungen der
Termini des Peptides mit der Protease zurtickzufijrgewie auf einen irreversiblen
Anteil, der von durch die Messung aktiviertem Begstzmnon herriihrt. Die
Hemmkinetik von JMP122 mit C-terminaler Benzophenon-Gruppe wurde nicht
ermittelt, da zu erwarten ist, dass in diesem &atiliche Wechselwirkungen wie im
Fall vonIJMP120 vorhanden sind und somit ein ahnliclkgtWert erreicht wird. Das
Derivat mit zentraler Benzophenon-Gruppg®IP121 zeigt mit einemK;-Wert von
80 nM eine deutlich schlechtere Hemmung von p-Galgdier zeigt sich bereits die
starke Repulsion zwischen dem Benzophenon und deed3eoberflache, was in

Anbetracht der grof3en Raumerfillung dieser Grupg® erstaunt.
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3.3.4 CP1B-Photoaffinitats-Experimente
3.3.4.1 Verlauf der Photoreaktion von JIMP120 und 1P mit pu-Calpain

S + 1 2 3 4 5-1-2-3-4 S + 1 2 3 4 5-1-2-3-4

<« p-Calpain 80 kDa»

Abbildung 41: Western Blots des zeitlichen Verlaufgder Markierungsreaktion von p-Calpain
mit IMP120 (links) und 121 (rechts).

Spalten: S) Standard; +) Positivkontrolle (biotinyliertes 1gG); 1) Peptid, 0 min; 2)Peptid, 5 min;

3) Peptid, 15 min; 4) Peptid, 30 min; 5) Peptid, 60 min; -1) Negativkontrolle: kein Peptid,
60min; -2) Negativkontrolle: carboxymethyliertes Papain, Peptl, 60 min; -3) Negativkontrolle:
kein CaCl,, Peptid, 0 min; -4)Negativkontrolle: kein CaCl,, Peptid, 60 min.

In den Ansatzen 1-5 wurden jeweils 0,2 uM p-Calpairund 4 uM CaCl, eingesetzt. ,Peptid”
bezeichnet jeweils 2uM JMP120, bzw. 121, die Zeitgabe bezieht sich auf die Dauer der
Belichtung mit UV-Licht der Wellenlange 245 nm.

Abbildung 41 zeigt den zeitlichen Verlauf der Phietaktion der PeptidédMP120 und
121 mit p-Calpain. In Vorexperimenten hatte sich Mereits gezeigt, dass fur die
Belichtung eine Wellenlange von 245 nm optimal geet war. Es ist deutlich zu
erkennen, dass die Reaktion miMP120, in dem die Benzophenon-Gruppe
N-terminal angebracht ist, wesentlich effizientenstatten geht, als b&MP121 mit
zentralem Benzophenon. Hier macht sich die grofieiedillung des Benzophenons
bemerkbar, wie sich bereits in den Messungen deetischen Parameter beider
Verbindungen andeutete (siehe Abschnitt 3.3.3)zé&igte sich zudem in weiteren
Experimenten (nicht gezeigt), dass bei Belichtuagem Uber einer Stunde keine
hohere Kupplungsausbeute zu beobachten ist. Dahedewin den folgenden
Untersuchungen jeweils eine Belichtungszeit voivauten gewahilt.

In diesem Experiment zeigt sich ebenfalls deutliddgss die Reaktion der
Photoaffinitatspeptide spezifisch ist. Weder in Adsenheit von C&lonen, noch bei
Verwendung der eng verwandten Protease Papain &s@n Markierungsreaktion
beobachtet werden.
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3.34.2 Kompetition von JIMP120, 121, 122 mit CP1B

S+ 12 3 456 7 89 -

¢ Calpain (80 kDa)

Abbildung 42: Western Blot der Kompetition von JMP120, 121 und 122 mit CP1B um das
aktive Zentrum von p-Calpain.

Spalten:; S) Standard; +) Positivkontrolle (biotinyliertes 1gG); 1) 1 uM JMP120; 2) je 1 uM
JMP120 und CP1B;_3)je 0,5 uM JMP120 und CP1B; 41 uM JMP121; 5)je 1 uM JMP121 und
CP1B; 6) je 0,5uM JMP121 und CP1B;_7)1 uM JMP122; 8) je 1 uM JMP122 und CP1B;
9) je 0,5 uM JMP122 und CP1B;_-Negativkontrolle (0,2 pM Calpain, 4 pM C&?).

In den Ansatzen 1-9 wurden jeweils 0,2 uM p-Calpainnd 4 uM CacCl, eingesetzt, nach Zugabe
des Photoaffinitatspeptids wurde je eine Stunde b&b °C und 245 nm belichtet.

Abbildung 42 zeigt die Ergebnisse der Experimente Kompetition der
PhotoaffinitatspeptiddMP120, 121 und 122 mit CP1B um das aktive Zentrum von
pu-Calpain. In allen Fallen ist deutlich Kompetition erkennen, im Fall vodiMP121
und JMP122 ist die zu p-Calpain gehdrende 80 kDa-Bande nur dileiniger
Anwesenheit des Photoaffinitdtspeptids zu erkenwen CP1B offensichtlich eine

wesentlich hohere Affinitat als die Photoaffinitaerker besitzt.
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3.3.4.3 Kompetition von JMP120 und 122 mit Ep-460

S +1 2 3 4 5 6 7 8 910

- < Calpain (80 kDa)

< JMP120/122

Abbildung 43: Western Blot der Kompetition von JMP120 und 122 mit dem irreversiblen
Inhibitor Ep-460 um das aktive Zentrum von p-Calpan.

Spalten: S) Standard; +) Positivkontrolle (biotinyliertes IgG); 1) 1 uM JMP120; 2) je 1 uM
JMP120 (30 min prainkubiert) und CP1B; 3) 10 pM Ep-460 (15 min) und 1 uM JMP120;
4) 10 uM Ep-460 (30 min) und 1 uM IJMP120;,_56 puM Ep-460 (15 min) und 1 uM JMP120;
6) 5 uM Ep-460 (30 min) und 1 pM IJMP120;_7)10 uM Ep-460 (15 min) und 1 pM IJMP122;
8) 10 uM Ep-460 (30 min) und 1 pM IJMP122; 96 uM Ep-460 (15 min) und 1 uM JMP122;
10)5 uM Ep-460 (30 min) und 1 uM JMP122.

In den Ansatzen 1-10 wurden jeweils 0,2 uM p-Calpai und 4 uM CaCl, eingesetzt. In den
Ansatzen 3-10 wurden jeweils mit Ep-460 bei 25 °Cr@inkubiert (Zeiten siehe oben), nach
Zugabe des Photoaffinitatspeptids wurde je eine Shde bei 25 °C und 245 nm belichtet.

Abbildung 43 zeigt in allen Fallen unzweifelhaft idpetition von Ep-460 mit den
PhotoaffinitatspeptidenIMP120 und 122 In keinem der Experimente ist die
80 kDa-Untereinheit von p-Calpain im Western Blathtbar. Das nicht reagierte
Photoaffinitatspeptid befindet sich am unteren Edelejeweiligen Spur. Somit findet
offensichtlich keine Reaktion mit Dblockiertem p-Qah statt. Daraus folgt
unzweifelhaft, dass diese Peptide direkt an dealy#égchen Spalt binden.

In Abwesenheit eines Inhibitors, beziehungsweiseubwollstandiger Kompetition
durch CP1B ist dementsprechend eine schwachereeBadesl Photoaffinitatspeptids
zu beobachten (Reihe 1 und 2).
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3.3.4.4 Untersuchung zur Autolyse von p-Calpain midMP120

S + 1 2 3 4 5 6 7 S + 1 2 3 4 5 6

<« p-Calpain 80 kDa» —_——

Abbildung 44: Western Blot der Autolyse von mit JMPL20 markiertem p-Calpain.

Spalten: S) Standard; +) Positivkontrolle (biotinyliertes IgG).

Linke Seite; jeweils 0,2 uM p-Calpain: 1)0,025 pM JMP120, 60 min UV;_2wie 1, dann 15 min
Inkubation bei 37°C; 3) wie 1, 30 min Inkubation bei 37 °C;_4)0,05 uM JMP120, 60 min UV,
5) wie 4, dann 15 min Inkubation bei 37°C; 6) 25 pyL as 4) + 12,5uL 2uM p-Calpain, 15 min
Inkubation bei 37 °C; 7) wie 6, jedoch 60 min Inkulation.

Rechte Seite jeweils 1 uM p-Calpain: 1) 0,25 uM JMP120, 60 min UV;_2)wie 1, dann 15 min
Inkubation bei 37°C; 3) wie 1, 30 min Inkubation bei 37 °C; 4) 25 pyL aug) + 20 pyL p-Calpain
(2uM) + 4uM CaCl,, 60 min Inkubation bei 37°C; 5) 2uM p-Calpain, Prénkubation 15 min bei
37°C, dann Zugabe von JMP120 auf eine Endkonzentran von 1,3uM p-Calpain und 0,3 pM
JMP120, 60 min UV.

In den Ansatzen 1-7 wurden jeweils 4 uM CaGl eingesetzt. Die Zeitangabe ,X min UV*
Bezeichnet jeweils die Dauer der Belichtung bei 24%m.

Wie aus Abbildung 44 ersichtlich wird, findet eiBendung vonJMP120 nur an die

intakte 80 kDa-Untereinheit von p-Calpain statt.détebei vorgelagerter Belichtung,
noch bei Préainkubation von Calpain kdnnen markieAatolyse-Bruchstiicke
gefunden werden. Dies wurde auch in einem ExpetimenAcrylamid-Gelen nach
Schagger (nicht gezeigt), in denen gezielt der iBeraiedriger Molekularmassen

untersucht wird, bestatigt.
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3.3.4.5 Untersuchung zum Chymotrypsin-Verdau von |Galpain

S 1 2 3 4 5 6 7 8 910

78 kD4 a - - —— <« Calpain (80 kDa)
49 kD4 = = = -
-—a <« ~40 kDa
20 S, = < ~30 kDa
*
25 kD3 - =

Abbildung 45: Western Blot des Chymotrypsin-Verdausvon mit JMP120 und 122 markiertem
p-Calpain.

Spalten; S) Standard, Molekulargewichte sind am linken Bildrard angegeben;
1) 0,25 uM IJMP120;_2)0,25 pM JMP120, 0,25 pM Chym_3)0,25 uM JMP120, 0,5 uM Chym;
4) 0,25 pM Chym; 5)vorinkubiert mit 0,25 puM Chym, dann 0,25 uM JMP12Q 6)1 pM

p-Calpain, 1h, 25 °C; 7)1 uM p-Calpain, 1h bei 25 °C vorinkubiert, dann (25 pM JMP120;
8) 0,25 uM JMP122; 9)0,25 uM JMP122, 0,25 pM Chym;_ 109,25 pM JMP122, 0,5 uM Chym.

In den Ansétzen 1-10 wurde jeweils 1 uM p-Calpainnd 4 uM CacCl, eingesetzt, nach Zugabe
des Photoaffinitatspeptids wurde je eine Stunde be&d5 °C und 245 nm belichtet. Nach Zugabe
von Chymotrypsin (Chym) wurde jeweils eine Stunde &i 25 °C inkubiert. Es ist zu beachten,
dass das verbesserte Farbeprotokoll (siehe Materiaihd Methoden) verwendet wurde.

Fragmente des Chymotrypsin-Abbaus mit IMP12 0 (~58Da, ~34 kDa und ~28 kDa) sind mit *
gekennzeichnet. Die geschatzten GroRen der Fragmentdes Chymotrypsin-Abbaus mit
JMP122 sind am rechten Bildrand angegeben.

Abbildung 45 zeigt die Ergebnisse des Chymotryp®ndaus von p-Calpain, das mit
JMP120 und 122 markiert wurde. Es wurde ein verbessertes Farbapsth
angewendet, durch das die Empfindlichkeit des Wieddots deutlich erhéht wurde,
so dass zunachst die Vielzahl der Banden auffaitzeigt sich, dass auch die im
Ausgangsmaterial vorhandenen Autolyseprodukte ési@hbildung 40, Seite 101)
durch JMP120 markiert werden, was in den vorhergehenden Expmeriem nicht
ersichtlich war. Auch die entsprechenden Reihendenen p-Calpain extensiver

Autolyse unterworfen wird, zeigen markierte Fragteeron etwa 50 und 34 kDa.

Bei mit IMP120 markiertem p-Calpain entstehen beim Verdau duttcyn@trypsin
ebenfalls markierte Fragmente, wie an der Verscimgbder Intensitat von der

80 kDA-Bande zu Banden kleinerer Molekilmassenetwa 50, 34 kDa und 28 kDa
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erkennbar ist (anhand der Laufhohe der Gelbandgesabatzt). Die Massen der
beiden gréReren Fragmente sind in Ubereinstimmuitgdem von der Gruppe um
Goll gefundenen Fragmenten des Chymotrypsin-Verdams p-Calpain, deren
Molekulargewichte zu 48, 30 und 21 kDa bestimmt deu®. Addiert man zu
diesen Werten jeweils 3 kDa fur das Photoaffingéfgid, so zeigt sich die exzellente
Ubereinstimmung mit den hier ermittelten Werten vgeschatzten 50 kDa und
34 kDa. Das dritte gefundene Fragment mit einerddasn etwa 28 kDa zeigt eine
groRRere Diskrepanz zu dem von Goll und Mitarbeitgeiundenen Fragment von
21 kD&%, Es ist jedoch zu beachten, dass in dieser Stydialpain aus
Rindermuskulatur verwendet wurde, wahrend in der Worgestellten Arbeit das
humane Protein eingesetzt wurde. Daher ist nichzwschliel3en, dass die Lage der
Spaltstellen in beiden Proteasen unterschiedlich imd somit Fragmente

unterschiedlichen Molekulargewichts zu erwarteml sin

Die Markierung mitJMP122 zeigt ahnliche Resultate, jedoch wurden offenBatht
andere Fragmente markiert. Dies war zu erwarten,sida hier die reaktive
Benzophenon-Einheit am C-Terminus befindet, so diéssPhotoreaktion an einer
anderen Stelle auf der Oberflache der Proteadérelen muss. Es wurden Fragmente
mit Molekulargewichten von etwa 40 und 30 kDa (awhader Laufhdhe der
Gelbanden abgeschatzt) identifiziert. Diese stahelkontrast zu den von Goll und
Mitarbeitern gefundenen Fragmerité} Es ist jedoch unklar, ob dieser Umstand auf
Unterschiede zwischen humaner und Rinder-Protaasekzufihren ist. Moglich ist
auch, dass Fragmente erhalten werden, die unterem@edingungen sehr kurzlebig
sind und rasch zu Fragmenten kleinerer Molekulaserasbgebaut werden. Aufgrund
der Anwesenheit des Photoaffinitats-Peptids konrsieh solche Fragmente einem

weiteren Abbau entziehen und werden somit im Wedéot sichtbar.
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3.3.4.6 Vergleich mit anderen Studien

In einem vergleichbaren Experiment untersuchteralCumd McGrody die Geometrie
der Bindung von Calpastatin an der Oberfliche vorCaipai®®®. Hierzu
verknipften sie das 24-mere Peptid EKLGERDDTIPPEYREKKTGV aus
Untereinheit B, Domane IV von Calpastatin durchulp&tion mit MBS. Mit diesem

Reagenz (siehe Abbildung 46) kdnnen Amino- und [gnigpen von Peptiden auf
einfache Weise verknupft werd&, eine Technik die haufig in der Immunochemie

zur kovalenten Verknipfung von Proteinkomplexenw&rdung findet.

Peptid

| .
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Abbildung 46 Schematische Darstellung der Reaktiovon MBS mit den katalytisch aktiven
Aminoséuren der Cysteinprotease.

Nach chemischer Spaltung an Cystein-Resten desiRsanit Natriumcyanid wurde
die GroRRe der erhaltenen Fragmente mittels SDS-PAG&immt. Anhand der
Verschiebung einzelner Banden im Vergleich zu eimeht markierten Kontrolle
wurde der Ort der kovalent gebundenen Aminosaureittett. Er lag zwischen
Aminosaure 300 und 510, was der C-terminalen Regmm Domane |l und der
kompletten Domane 1ll von m-Calpain entspricht. Alahrscheinlichster Kandidat
wurde Cy$® ermittelt. Da p-Calpain an dieser Stelle kein @ysbesitzt, konnte das
Peptid mit dieser Protease keine kovalente Verlurigpfeingehen, obwohl es zur
Inhibierung des Enzyms in der Lage war. Die BindangCy4®® erscheint in sofern
ungewdhnlich, als diese Aminosdure mindestens 2 katalytischen Cy¥’ in
Calpain (Luftlinie!) entfernt ist. Hieraus wurdesgphilossen, dass Calpastatin nicht mit
dem aktiven Zentrum von Calpain in Wechselwirkuregen kann und eher eine Art
allosterischer Hemmung vorliegt. Dies steht im kiee Gegensatz zu den hier
gezeigten Ergebnissen, die eine Bindung an daslykathe Zentrum der
Cysteinprotease belegen. Zudem belegten kinetiStheien anderer Gruppen, dass
Calpastatin Kompetition sowohl mit Substrat&h?*? als auch mit Inhibitoren, die
das aktive Zentrum blockieren, zéitft **°! Ferner ist zu bemerken, dass das
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verwendete Reagenz viele unspezifische kovalentknipfungen erzeugte, die nicht
identifiziert werden konnten, was wiederum die Aagekraft der Experimente
vermindert. Da das Reagenz zum vollstdndig entgtdriitPeptid zugegeben wurde,
wurden somit alle freien Aminogruppen (N-Terminas) N-terminales Lysin, zwei
C-terminale Lysine) in einer statistischen Vertegwktiviert. Der Anknipfungspunkt
Ist also ebenso unbekannt wie die OrientierungPagtidkette. Die Lange des Peptids
betragt in vollkommen ausgestreckter Konformatiotwae 87 A, bei einer
angenommenen Ausdehnung von 7,28 A pro DipEpfidFolglich deckt ein durch
das Peptid gezogener Zirkelkreis eine Flache vera &3.800 A ab, was fast der
gesamten Oberflache des Enzyms von grob gesch&gtef0 X entspricht. Nimmt
man all diese Faktoren zusammen, wird ersichtldass auf Grundlage dieser
Ergebnisse keine stichhaltige Aussage zur LagePagsids auf der Oberflache von
Calpain oder zum Bindungsmodus von Calpastatinoffetr werden kann. Die
Bindung des Peptids war, im Gegensatz zu der vdpaSitin, interessanterweise
unabhangig von der Kalziumkonzentration, daher &tch eine in weiten
Teilbereichen unspezifische Bindung nicht auszus@kh. Zudem ist die Wahl der
Sequenz fraglich, da die fur die Hemmwirkung endsidbnde Unterdoméne B nicht
iIm Zentrum des Peptids lag. Stattdessen wurde dmsanscheinend wichtige
Bindungselement TIPPEYR ins Zentrum gesetzt. Kuted spater veroffentlichten
Ma et al. jedoch eine Arbeit, in der ein 13-meresptl der Sequenz
DPMSSTYIEELLA, dem die oben erwdhnte Teilsequenmpiett fehlt. Dennoch
besitzt es gegeniber p-Calpain 61% der Hemmwirkuag CP1B bei einer
Konzentration von 0,1 uM, und 19% der urspriinglichéemmwirkung bei 1pf°".
Dies ist insofern erstaunlich, als die vermutetekuddarstrukturelemente und Hot
Spots in diesem Peptid nicht vorhanden sind. Aitheysl wurden keine Angaben zur
Selektivitat dieses Peptids fur Calpain im Verdiemu anderen Proteasen gemacht.
Somit ist nicht auszuschlie3en, dass es sich unZefallsprodukt handelt, welches

keinen mit CP1B vergleichbaren Bindungsmodus hiesitz

109



4 Zusammenfassung und Ausblick

4.1 P’-Bibliotheken

Die in dieser Arbeit erzeugten Bibliotheken dienter Gewinnung struktureller
Informationen tber den ungestrichenen Teil desly#&ehen Spalts papainahnlicher
Cysteinproteasen. Hiermit wurde der erste systasotati Ansatz zur Aufklarung der
Praferenzen der S1'- und S2’-Bindungstaschen ddalykiachen Spalts solcher
Proteasen vorgestellt. Die Daten solcher Untersugéin konnen zur Feinabstimmung
der selektiven Inhibierung einzelner Mitglieder deroteasefamilie dienen, und
gleichzeitig bei der strukturellen Einordnung urdehkter Mitglieder der
Proteasefamilie eingesetzt werden. Basierend aumh dekannten irreversiblen
Inhibitor-Motiv Ep-46G7®"! konnten durch die systematische Einbeziehung der
gestrichenen Bindungstaschen Inhibitoren zweitene@dion mit deutlich erhdhter
Affinitat fur einzelne Mitglieder der Familien, gauer, Cathepsin L, B und X erzeugt
werden. Generell wurde eine starke Bevorzugung dpltbber Aminoséauren der
S1'- und S2’-Taschen der untersuchten Proteasemdeh. Der beste fur Cathepsin B
gefundene Inhibitor, Z-DAB-LeutEps]-Leu-Trp-OH, weist mit einenky/K;-Wert
von 2,54-10M™s' die héchste bisher gemessene Inhibitionskonsteines gegen
Cathepsin B gerichteten Molekils auf. Fur Cathepsimwurde ebenfalls ein
exzellenter Inhibitor, Z-DAB-LeutEps]-Leu-Leu-OH, mit einenk,/K;-Wert von
484.000 M's* identifiziert, der als Leitstruktur fiir weitere @pierungen dienen
kann. Das Konzept kdnnte im zukinftigen Ausblickkiadl von Cathepsin L auf die
S3’-Bindungstasche ausgeweitet werden, um so 3atéktgegeniber Cathepsin B
zu gewinnen. Da in der letztgenannten Proteasea®uding loopmit Aminosauren
jenseits von P2’ Kkollidiert, ist zu erwarten, dadsirch den Einbau einer

P3’-Aminosaure die Praferenz fur Cathepsin L geveddtet wird.

Bei der Untersuchung von p-Calpain ergaben sich filurdie S1’-Tasche klare

Praferenzen, die zumindest weitere Einblicke in strekkturelle Beschaffenheit der

Protease erbrachten. Es wurde erneut bestétigt, flaeine wirksame Inhibierung

von Calpain die Wechselwirkung mit dem Oxyanionehlder Protease unerlasslich

ist. In Fortsetzung der Zusammenarbeit mit der Asbeuppe Potempa
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(Jagiellonische Universitat, Krakau, Polen) wird der weiteren Aufklarung der

P2’-Praferenzen der neu gefundenen Staphopainbejesr

Azapeptid-Bibliotheken, &hnlich der von Powers uNiitarbeitern vorgestellten

Molekild**® 3931 ksnnten die Adressierung des Oxyanionenlochsemér sauren

Seitenkette ermdglichen und somit die Affinitat tdribitoren deutlich erhéhen. Eine
Ausweitung des Konzepts auf nichtnattrliche, som@minosduren konnte eine
weitere Feinabstimmung der Inhibitoren ermdglichembei das Hauptaugenmerk
sicherlich auf hydrophobe Aminoséuren gerichteh smuss. Prinzipiell wére ein
Optimierungszyklus in der ungestrichenen Seite ruB&rticksichtigung der fiur die
gestrichene Seite ermittelten Préaferenzen denkbainigen Fallen ist sicherlich eine
weitere Steigerung der Affinitat der Hemmstoffe emwarten, so beispielsweise fur

Cathepsin B, welches bereits eine P2-Préaferengufistituierte Aromaten zeidfté.

Durch einen Austausch der Z-Gruppe mit einer rddioader fluoreszenzmarkierten
Reportergruppe ist die Erzeugung von Sonden zwvdidung der hier vorgestellten
Inhibitoren in zellbasierten Studien denkbar, &imtiem von Bogyo und Mitarbeitern
entwickelten DCG-Systefi® *°Y1 Solche Affinitatsmarker, oder aktivitatsbasierte
Sonden erfahren seit einiger Zeit zunehmende AuWsaenkeit. Verschiedene
Klassen von Enzymen wurden hiermit untersucht und eihe von Ansatzen zur
gezielten Adressierung bestimmter Proteasen odeteddefamilien mit solchen

Molekiilen entwickelt>® 35

Mit dem hier erarbeiteten Konzept sollte eine Festanmung der
Inhibitionseigenschaften von Verbindungen auf Basia Epoxybernsteinsaure fir
papainahnliche Cysteinproteasen maoglich werden.itSetmicht nur die detaillierte
Aufklarung der raumlichen Struktur des aktiven Zemis der Proteasen maoglich,
sondern auch die Erzeugung préaziser und spezifisoimdekularer Werkzeuge.
Speziell auf einzelne Proteasen zugeschnittene Killdekonnen zur detaillierten
Ermittlung der physiologischen Funktionen von Pasten ebenso eingesetzt werden,
wie zur Aufklarung der Mechanismen pathologischenlfunktionen dieser Enzyme.
Somit wird eine Art hochaufgelGster Proteomik zugém. Schlie3lich kdnnen die
ermittelten  Praferenzen der Protease-Bindungstaschem das Design
pharmakologischer Wirkstoffe einfliel3en.
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4.2 CP1B-Peptide

Die Beziehung zwischen der Struktur des endogerapaih-Inhibitors Calpastatin
und seiner Interaktion mit der Protease wurde sotdit. Hierzu wurde das bereits
bekannte 27-mere Peptid aus der Sequenz der UntardoB von Doméane | aus
humanem Calpastatin (CP1B) zugrunde gelegt. Zuh&eahslen verkirzte Fragmente
erstellt, um die Beteiligung der C- und N-termimalReste an der Gesamtaffinitat in
kinetischen Messungen mit p-Calpain zu ermittelin EO-meres Peptid wurde
gefunden, welches sich durch nanomolare Affinitéd hohe Selektivitat fir Calpain
auszeichnet. Dieses Peptid diente als Leitstrukiumweitere Untersuchungen. Die
Anteile beider Termini des Peptides an der Hemmwigk wurden mit
entsprechenden Fragmenten und nicht peptidischiiaden Konstrukten untersucht.
Wie sich zeigte, ist die konzertierte Interaktioeider Halften zur effektiven
Inhibierung der Protease vonndoten, wobei ein bitaleMechanismus der Hemmung
vorzuliegen scheint. Ein gleichzeitiger Austausclehnerer Aminosauren durch
Alanin oder PEG-Aminosauren kénnte hier zur wertef@ifklarung der essentiellen
Strukturelemente des Peptids dienen. Schliel3lichrdevudie Existenz einer
BlI-Schleife in dem ansonsten unstrukturierten Reptitersucht, die bereits von Maki
und Mitarbeitern aufgrund von NMR-Experimenten plstt wurdé”*¥, bestatigt.
Hierzu wurden dber Aminosaure-Seitenketten zykiisiehomodetische Peptide
verschiedener Ringgro3en synthetisiert und ihrénAdit zu p-Calpain in kinetischen
Messungen bestimmt. Die Ergebnisse der hier vcetest Untersuchungen
bestatigen das Vorhandensein eines solchen Selatnddunrelements. Schlief3lich
wurden Peptide mit Photoaffinitatsgruppen und Biotarker an verschiedenen
Positionen erzeugt, welche in Zusammenarbeit mit Aideitsgruppe von Prof.
Christian Sommerhoff (LMU Minchen) zur BestimmungsdBindungsmodus des
20-meren Peptids an Calpain dienen sollten. DididRegeigten spezifische Affinitat
zu Calpain und markiertes Protein konnte in Blashgewiesen werden. Es zeigte
sich im Gegensatz zu den Ergebnissen anderer Qruppeweifelhaft, dass
Calpastatin bei der Bindung an Calpain mit dessatalktiischem Zentrum in

Wechselwirkung tritt. Zur Zeit laufen die Arbeitenr Analyse der Bindungsstellen
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durch tryptischen Verdau und N-terminale Sequeorigr sowie durch

massenspektrometrische Charakterisierung der bi@iiten Bruchstticke.

Das CP1B-Peptid wurde bereits in einer Vielzahl ¥xperimenten zur Inhibierung
der Calpaine verwendet. Auch technische Anwendungee beispielsweise die
direkte Reinigung von Calpain mittels einer mit ®Plfunktionalisierten
Sepahrosegel-Saule aus dem Rohprodukt wurdenieedtd. Zudem wurde CP1B
bereits in zellbasierten Studien eingesetzt, belspeise, um die Rolle von Calpain
bei der Regulation von PKE¥! Bildung von B-Amyloid-Plaque$®, der
neurodegenerativen Prozessierung von p35 z{#%p25schamischen Prozes$&f
oder Tumorinvasivitd?” zu klaren. In solchen Studien schrankt die geringe
Zellgangigkeit die Einsetzbarkeit von CP1B prinelpein. Gil-Parrado demonstrierte
jedoch in  Zusammenarbeit mit Moroder und Mitarbeite dass die
Membranpermeabilitdt durch Konjugation mit dem REepgPenetratin verbessert
werden kanfi®. Ein als ,Calpstat* bezeichnetes Konstrukt mit 8&gnalsequenz des
Wachstumsfaktors  aus  Kaposi-Fibroblasten besitzt enfaltls  erhohte

Membranpermeabilit&f®..

Diese Beispiele zeigen, dass Calpastatin-Peptglenalekulare Werkzeuge sowohl
fur in vitro als auchin vivo Studien der Aktivitat von p- und m-Calpain verwbad
sind. In Ermangelung geeigneter niedermolekularahibitoren, welche die
erforderliche Selektivitat fir Calpain aufweisemgtbn diese Calpastatin-Fragmente
bislang die einzige gangbare Alternative. Die weitkufklarung des Bindungsmodus
von Calpastatin und daraus abgeleiteter PeptideCapain wird voraussichtlich
verbesserte peptidische Inhibitoren niedrigeren elalargewichts hervorbringen.
Diese wiederum konnten dann als Vorlage fir niedézkulare, nichtpeptidische

Hemmstoffe und schlief3lich auch pharmakologischek$tbffe dienen.
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5 Experimenteller Teil

5.1 Material und Methoden

Losemittel und Chemikalien

Alle verwendeten Lo6semittel wurden von den FirmeBigma-Aldrich
(Deisenhofen, D) Fluka (Buchs, CH),Merck (Darmstadt, D) undRiedel-de Haén
(Seelze, D) in p.a. Qualitat bezogen. Fur die arsalye sowie préaparative HPLC
wurde Acetonitril der QualitdtiChrosolv der FirmaMerck (Darmstadt, D), sowie
mittels eines Super-Q  Plus Wasseraufbereitungssystems der Firfadllipore
(Billerica, USA) deionisiertes Wasser verwendet.

Aminosaurederivate wurden bei den Firmes Biotech GmbH(Marktredwitz, D),
und Fluka (Buchs, CH) bezogen. Beladene 2-Chlorotritylhasz@mmten von der
Firma Fluka (Buchs, CH), Rink-Amid-Harz und NovaTag-Harze von
NovaBiochem/Merck Biosciences AG (Darmstadt, D)leAlveiteren Chemikalien
wurden von den Firmesigma-Aldrich(Deisenhofen, D.)Fluka (Buchs, CH) und

Merck (Darmstadt, D) erworben.

Dunnschichtchromatographie

Fur die Dunnschichtchromatographie wurden Kiesel®@l Fertig-Glasplatten der
Firma Merck (Darmstadt, D), teilweise mit,& Fluoreszenzindikator, verwendet. Die
eingesetzten Laufmittelsysteme sind in den jeweiligyntheseprotokollen explizit
angegeben. Die Detektion erfolgte mittels UV-Absiom bei 254 nm.

Verbindungen, die eine Aminogruppe tragen, wurdaercld Chlor/Tolidin-Farbung
detektiert. Hierzu wurde die Dunnschichtplatte $imin einer Chlorgas-Atmosphéare
ausgesetzt, mit Pressluft von tUberschissigem Ciddogfreit und mit einer Losung
von 160 mg o-Tolidin, 30 mL Eisessig und 1 g KI580 mL destilliertem Wasser
bespriuht. Es zeigen sich blau-violette oder gelbeken.

Epoxide wurden durch Besprihen der Dinnschicheplatit einer Losung von
1 g 4-(4-Nitrobenzyl)pyridin in 100 mL Aceton, ah$el3endem Erhitzen und
Besprihen mit 20% TE# Aceton als rote bis purpurfarbene Flecken nasinggen.
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Automatisierte Peptidsynthese

Die Synthesen linearer Calpastatin-Peptide undatare Vorstufen zyklischer
Calpastatin-Peptide wurden an polymeren Tragerhadzechgefuhrt. Hierbei kam
ein Batch-Synthesizer Typ31A der FirmaApplied Biosystem@-oster City, USA)
zum Einsatz. Im Verlauf der vorliegenden Arbeit deirdas Gerat durch ein
Folgemodell vom Typt33Amit der Steuerungs-Softwaf@ynthAssis{Version 3.1)
der FirmaApplied BiosystemgFoster City, USA) und UV/Vis-DetektdPE Series
200der FirmaPerkin Elmer(Uberlingen, D) zur Uberwachung der Fmoc-Abspaltung
ersetzt. Zur Vorhersage schwierig zu synthetisggenSequenzteile wurde die
SoftwarePeptide Companigiersion 1.24 der Firm@oshiSoft/PeptiSeardfTuscon,
USA) eingesetzt.

Manuelle Peptidsynthese

Die Abspaltung der zur Fmoc/tBu-Strategie orthodgema Schutzgruppen,
Zyklisierungen, Kupplungen mit besonders wertvolkeninosauren und Beladungen
von Wang- oder Chlorotrityl-Harzen erfolgte in EialiPlastikspritzerDiscardit |l
(2; 5 oder 10 mL) der Firm&ecton Dickinson(Franklin Lakes, USA) mit
Polyethylen-Fritten, mittlere Porenweite 35 um upPalyethylen-Verschlussstopfen.
Die Durchmischung der Reaktionsansatze wurde mirmeiLaborschuttleKS 130
basicder FirmalKA (Staufen, D) bewerkstelligt.

Bei der Beladung groRerer Harzmengen kam ein Glksye mit einem Druckluft-
betriebenen KPG-RUuhrer, zwei Einfullstutzen und SBide, Uber welche die
Losemittel abgesaugt wurden, zum Einsatz.

Die Synthese der Epoxypeptid-Bibliotheken erfolgteeinem LaborschittlekS 130
basicder FirmalKA (Staufen, D) mit einem 24-fach PTFE-Reaktor-Aufsigr Firma

Advanced Chemtech.

Gefriertrocknung

Es wurde eine Gefriertrocknungsanlage Modalbha 2-4 der Firma Christ
(Osterode, D) benutzt. Als Losemittel wurden Wasdéb HOAc in Wasser, oder
t-BuOH/H,O (4:1 v/v) verwendet, die Trocknung erfolgte bg€i®mbar und -45°C.
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UV/Vis-Spektroskopie

UV/Vis-Spektren wurden an einem Zweistrahl-Spek&ten Lambda 19 der Firma
Perkin Elmer (Uberlingen, D) aufgenommen und mit der Softwarg WinLab
(Version 2.7) der Firma Perkin Elmer (Uberlingen, D) ausgewertet. Die
Peptidkonzentrationen wurden dabei so gewahlt, dissgemessene Absorption
zwischen 0,1 und 1,0 Absorptionseinheiten [&gr Aufnahme der Spektren wurden
Quarz Suprasif Kiivetten 282 QS der Firma Hellma (Mihlheim, D) mit einer

Schichtdicke von 10 mm verwendet. Samtliche Probarden bei RT vermessen.

Fluoreszenz-Spektroskopie

Die Messungen wurden an einem Lumineszenz-SpektesrR& LS50Bder Firma
Perkin Elmer (Uberlingen, D) aufgenommen und mit der Softwdie WinLab
(Version 3.00) der Firm#&erkin Elmer(Uberlingen, D) prozessiert. Zur Aufnahme
der Spektren wurden Quauprasif Kiivetten 105.251- QSder Firma Hellma
(Muhlheim, D) mit einer Schichtdicke von 3 mm vendet. Alle Proben wurden bei

20°C vermessen.

CD-Spektroskopie

Die CD-Spektren wurden an einem Spektrapolarimeteit temperierbaren
Klvettenhalter des Typs J-715 der Firmdasco (Grof3-Umstadt, D) bei 20 °C
aufgenommen. Die Prozessierung und Auswertung g@ekt&n erfolgte mit der
Software Spectra-ManagelVersion 1.53.04) der Firmdasco (Gro3-Umstadt, D).
Zur Aufnahme der Spektren wurden Quarz Suptailvetten 110 QS der Firma
Hellma (Muhlheim, D) mit einer Schichtdicke von 1 mm vemndet. Je zwei Scans
wurden pro Probe durchlaufen und additiv kumuli@ie resultierenden Spektren
sind in Elliptizitat pro Aminosaurerest gezeigt,levee nach der Formeb]r = [0]/n
[deg - Mi- dmol'] aus den Rohdaten berechnet wurden, wobi Hie molare
Elliptizitat pro Aminosdure und n die Anzahl der Awmsduren des Peptids
bezeichnen.

Zur Berechnung deg-Schleifen-Anteils der Peptide wurde das PrograGi

Spectra DeconvolutiofVersion 2.1) fiir Win95 von Gerald Bof#H! verwendet.
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Massenspektrometrie

LC-MS-Massenspektrometrie  wurde an einenPE  Sciex APl 165
ESI-Massenspektrometer der Firmapplied Biosystems(Forster City, USA)
durchgefiihrt. Als HPLC-System wurde ein Micrograti®ystem 140 C der Firma
Applied Biosystem@-orster City, USA) mit einem Diodenarray-Detekid00 Series,
Modell G1315Bder FirmaAgilent (Palo Alto, USA), einenSeries 200Autosampler
und einemNelson 200nterface der Firm#®erkin Elmer(Uberlingen, D) eingesetzt.
Als Trennsaule wurde eingucleosil 100-5 g RP-Saule der Firmmacherey-Nagel
(Duren, D) mit einem linearen Gradienten von 5% hn&5% MeCN in HO
(je 0,1% TFA) bei einer Flussrate von 200 pL/mimwendet. Zum Erstellen und
Prozessieren der Spektren wurde die SoftwBi@MultiView (Version 1.3.1) der
FirmaPE ScieXOntario, CAN) unteMacOS Seingesetzt.

Praparative Saulenchromatographie

Fur die praparative Saulenchromatographie wurdeséfgel 60 (230-400 mesh
ASTM) der Firma Merck (Darmstadt, D) verwendet. Die verwendeten

Laufmittelsysteme sind in den entsprechenden Sgafitetokollen vermerkt.

Analytische HPLC

Es wurde eine HPLC-Anlag@lliance” 2690 der FirmaWaters(Eschborn, D) mit
Detektor PDA 996 und der Software Millenium® Zur Steuerung und
Datenverarbeitung verwendet. Bei diesem System evugne Chromolith
Performance RP-18e 1006 mm Saule der Firmislerck (Darmstadt, D) verwendet.
Es wurde innerhalb einer Zeit von 7 Minuten eineéirer Gradient von
5% MeCN / 95% HPO, (2% in HO) nach 90% MeCN / 10%4R0, (2% in HO) bei
einer Flussrate von 3 mL/min durchlaufen. Die Reteiszeiten der Verbindungen

sind bei den jeweiligen Syntheseprotokollen angegeb
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Praparative HPLC

In allen hier verwendeten Systemen kam diheleosil 100-8518 Trennséaule der
Firma Macherey-Nagel(Duren, D) zum Einsatz. Als Eluenten wurden jewalie

Puffer1 (0,1% TFA in HO) und 2 (0,08% TFA in MeCN) bei einer Flussrate vo
10 mL/min verwendet. Die Trennungen wurden mit éolden Systemen

durchgefihrt:

Praparatives Systef Es wurden zwei HPLC-Pumpen ModaD5 und ein Dynamic

Mixer 811B sowie ein Fraktionssammler Mod¥1 der Firma Abimed
(Langenfeld, D) benutzt. Als Detektor diente ein {D¥tektor ModellSPD6-Ader
Firma Shimadzu(Tokio, J), zum Aufzeichnen der Chromatogramme d&uein
xt-Schreiber SE 120 der Firma BBC Goertz Metra\iiditrnberg, D) verwendet.

Praparatives SysteB1 Praparative HPLC-Anlage der Firmdimed(Langenfeld, D),
bestehend aus den Teilsystemen Pump 321, Detektor|8 152 Interface506 C

und einem Fraktionssammler Mod2 der FirmaGilson (Middleton, USA). Zur

Steuerung und Datenverarbeitung wurde SoftwardgpsUniPoint (Version 3.11)

der FirmaGilson (Middleton, USA)eingesetzt.

Praparatives Syste@ Praparatives HPLC-Systerhl00 Seriesder Firma Agilent
(Palo Alto, USA), bestehend folgenden Teilsysten®mei HPLC-Pumpen Modell
G1361A einem G1365B MWD, sowie einem Fraktionssamml€t1364B Als
Steuerungs- und Analysesoftware wu@leemsStatiorfRev. B.01.01 [164]) benutzt.

Aminosaureanalyse und Peptidgehaltbestimmung

Der Peptidgehalt wurde tber Messung der Absorgigr280 nm und Vergleich des
gefundenen Werts mit der Absorption von Tyrosigd= 1197) bestimmt. Alternativ
wurde eine Probe von 50-100 nmol des Peptidegmih N HCI fir 48 h bei 110 °C
hydrolysiert. Die Aminosaurenverhaltnisse wurden ttets eines LC 6001
Aminosaurenanalysators der FirrBaotronik (Maintal, D) bestimmt und daraus der
Peptidgehalt der Probe errechnet. Alle angegebefesbeuten wurden unter

Berticksichtigung des Peptidgehaltes berechnet.
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Bestimmung der Inhibitions-Konstanten

Im Fall von humanem Cathepsin B, L und p-Calpaindewie Freisetzung von AMC
mittels eines SFM-25 Fluorimeters der FirmaBiotek Kontron bei 380 nm
Anregunsfrequenz und 460 nm Emissionsfrequenz ifrmiMkontinuierlich verfolgt.
Es wurden je vier Kulvetten parallel vermessen unmjital mit einer

selbstprogrammierten Softw&f& der Gruppe um Machleidt bearbeitet.

Cathepsin B (ungefahr 25 pM) und Cathepsin L (usiigeb pM) wurden in 250 mM
Natriumacetat, 2 mM EDTA, 0,015% Brij-35 und 1 mMTD (direkt vor der
Messung zugegeben) bei pH 5,5 mit Z-Phe-Arg-AMC fal®rogenem Substrat
(10 uM, beziehungsweise 4M) bei Temperaturen von 3@, beziehungsweise 22
vermessen-Calpain (ungefahr 1-3 nM) wurde in 50 mM Tris/HGH 7,5; 100 mM
NaCl und 0,015% Brij-35 vermessen. Direkt vor Begder Messung wurde 1 mM
DTT zugegeben und Calpain durch Zugabe von UB0 CaCl , aktiviert, als
fluorogenes Substrat diente SLY-AMC (5Q08M). Die Messung erfolgte bei
verminderter Temperatur von 1€, um die Inaktivierung durch Autolyse zu
verlangsamen. Das Gesamtvolumen der Assays beegudOp pl mit einer
Endkonzentration von 1% DMSO.

Nach Praaktivierung der Enzyme wurden die Inhilemowrorverdinnt in DMSO
(Epoxide), beziehungsweise Testpuffer (Calpasfaéptide) in 1-5ul bis zu einer
Endkonzentration zwischen 1 nM und 1QM entsprechend ihrer Affinitat

zugegeben. Der Verlauf der Inhibition wurde fir tes2 15-60 Minuten verfolgt.

Die Inhibitionskonstanten pseudo-erster Ordnkyagwurden fur irreversible Epoxid-
Inhibitoren und reversible peptidische Inhibitordarch Anpassung der presteady-
state-Daten (prastationdrer Zustand) mittels rioddrer Regressionsanalyse an die
integrierte Form der Morrison-Gleichuffy! bestimmt. Fiir irreversible Epoxid-
Inhibitoren wurden die Geschwindigkeitskonstanteseyalo-zweiter Ordnung als
Ko/K; = kopd (60 X ) und im Falle reversibler Inhibitoren Geschwindigéleonstanten

als kyr = (Kobs X W/Vo Und k, = (Kops- kort)/(60 X B und K = kyi/kon berechnet. Fir
schnelle Reaktionen wurden deWerte aus den stationaren Raten wie fir klassische

Inhibition bestimmt, falls das Verhaltnis InhibitbEnzym>= 100 war. Fur den Fall,
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dass keine Inhibition beobachtet werden konntedeaisk;-Wert ein Wert vore 10
mal so hoch wie der gré3ten benutzte Inhibitor-Kommtion des Assays
entsprechend angenommen. Kinetische KonstantenCathepsin L wurden fur
Substratkompetition z&; = K;app/(1+S/K,) um den Faktor 2,38 korrigiert. Im Fall
von Cathepsin B ung@-Calpain war die Substratkonzentration gré3erkals Jede
kinetische Konstante wurde aus dem Mittelwert vethO5Messungen bei einer

Standardabweichung von (§D < 10% errechnet.

Die Bestimmung der Konstanten in Bezug auf Catimepsi wurde an einem
Fluorimeter Safire 2 der Firma Tecan durchgefuhrt. Humanes rekombinantes
Cathepsin X wurde mit einer Endkonzentration vam\2eingesetzt. Als fluorogenes
Substrat diente Abz-FRY(N®in einer Endkonzentration von 3 uM. Die Messungen
wurden in folgendem Puffer durchgefuhrt: 50 mM Natrcitrat, 200 mM
Natriumclorid, 1 mM EDTA, 2 mM DTT und 3% DMSO beH 5.0. Folgende
Inhibitorkonzentrationen wurden eingesetzt: 2; 316; 20 und 50 puM, im Fall der
Valin-, Leucin- und llsoleucinderivate wurden Konmationen von 0,2; 0,3; 0,5; 1; 2

und 5 uM verwendet.

Die Inhibitionskontanten in Bezug auf Staphopai{S&pA) und Staphopain B (SspB)
wurden an einerBmectrama¥luorimeter der Firmdlolecular Devicebestimmt. Im
Fall von ScpA wurde eine Enzymkonzentration vom®) im Fall von SspB 80 nM
eingesetzt. Die Enzyme wurden mit verschiedenenbitioinkonzentrationen fur
jeweils 30 min bei 37 °C inkubiert. Daraufhin edtd die Zugabe von 100 pL
Azocoll®-Suspension (15 mg/mL). Die Farbungsreaktion wuBfemin bei 37 °C
unter Schitteln  entwickelt, und anschlieend  durcEentrifugation
(1 min bei 13200 g, 4 °C) gestoppt. Die Absorptaes Uberstands wurde bei einer

Wellenlange von 520 nm gemessen und daraus dikitiohniskonstanten berechnet.
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Proteinchemische Arbeiten

Humanes p-Calpain wurde von Frau Dr. Gabrijelcitgée bereitgesteffZ®!
TLCK-behandeltes Chymotrypsin (C- 3142 Lot 123K7660urde von Sigma
bezogen. Der Gehalt wurde mit 148,2 uM angegebenMasse mit 25 kDa. Zur
Durchmischung der Proben diente &ppendorff Thermomixer comfoRroben mit
Photoaffinitatspeptiden wurden im offenEppendorff-Reaktionsgefafiit einer UV-
Lampe ModellTL-9000der FirmaCAMAGDbei 245 nm bestrahlt.
PBS—Pufferinstamed PBS Dulbecco w/o €aVig®* wurde als Fertigmischung der
Biochrom AGverwendet und nach Herstelleranweisung berefetine®, sowie
Brij 35 (30% w/w Fertiglésung) wurde v@igma diagnosticeezogen.

Fur die Gelelektrophorese wurden Fertigg@®Gel-Tris-Glycin-Gel 4-20%der
Firma Anamedmit einem kontinuierlichen Gradienten von 4-20%lyRorylamid
eingesetzt. Als Spannungsmodul diente das Md@le# Power 50@er FirmaServa
Als Molekulargewichtsmarker dientBlue Ranget Prestained Protein Molecular
Weight Marker Mix(LOT GB 0004 - Myosin 219 kDa, PhosphorylaseB kD2,
Rinderserumalbumin 78 kDa, Ovalbumin 49 kDa, CaiboAnhydrase 32 kDa,
Trypsininhibitor 25 kDa, Lysozym 17,5 kDa) der Farierce Gele nach Schagger
wurden in einer Proteingelkamm8E245der FirmaHoefer (USA)prozessiert. Als
Molekulargewichtsmarker dientew Phosphorylase B1OBSA 78 kDa, Ovalbumin
49,5 kDa, Carbonic Anhydrase 34,2 kDa, Trypsin bitbr 28,3 kDa, Lysozym
19,9 kDa) der Firma@iorad. Die Farbung von Polyacrylamid-Gelen wurde mit der
Farbeldsungsel Cod& Blue Stain Reageuter FirmaPiercenach Herstellerangabe in
einemorbital shaker KS 25@der Firmalanke und Kunkddewerkstelligt.

Fur die Western Blot-Analyse wurde ein Spannungsrddodell Blue Power 500
zusammen mit einer Laufkammxcell 11 Blot Moduleund einemXcell sure loclder
Firma Servaverwendet. Wattman Papier ubtbtting padswurden, ebenso wie der
Transferpuffer voninvitrogen bezogen. Der Farbstoffast Green" zum Anfarben
der Nitrozellulosemembranen wurde von der FilsigmabezogenVectastain ABC
Kit zur Detektion biotinylierter Peptide stammte var &irmaVector Laboratories
Inc. Als Positivkontrolle wurde im Western Blot biotlrertes Anti-Schaf IgGH+L)
BA-6000 Lot 1107 1 mg/L der Firmdector Laboratoriesnc. eingesetzt.
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5.2 Allgemeine Arbeitsvorschriften

5.2.1 Vorschriften zur Peptidsynthese

Alle Peptidsynthesen erfolgten nach der Fri&e/Schutzgruppenstrategie. Als zu
dieser Strategie orthogonale Schutzgruppen kam8erdem allylische Funktionen
zum Einsatz. Das in dieser Arbeit verwendete Stalptatokoll zur Peptidsynthese
ist in Tabelle 16 angegeben. Genaue Angaben, widdsatzgro3en, das verwendete
Harz und vom Standard abweichende Kupplungsbedgegusind bei den jeweiligen

Syntheseprotokollen angegeben.

Tabelle 16: Protokoll der Peptidsynthese am polymen Trager.

Syntheseschritt Reagenzien und Losemittel Reaktionsit

2 X 5 min und

Fmoc-Spaltung 20% Piperidin/NMP(v/v) 1 x 10 min

4 Ag. Fmoc-Xaa-OH; 4 Aq. HBTU;
4 Aq. HOBt; 8 Ag. DIEA in DMF

Kupplung in der Reihenfolge der gewUnsch'ter%XGO min
Peptidsequenz
1% Pd(PPH4; 5 Ag. PhSiH

Abspaltung von wasserfreies DCM 3 x 15 min

Alloc/OAll-Gruppen unter Argon-Atmosphéare

5 Ag. PyBop; 5 Ag. HOBt

10 Ag. DIEA 2 x 120 min

Seitenketten-Zyklisierung

N-terminale Acetylierung

. 5% Ac0O; 6% 2,6-Lutidin in DMF 2 X 20 min
~capping

Abspaltung vom Trager,

Entfernen der Seitenketten-TFA/H,O/TIPS (90:2,5:2,5 v/viv) 2h

Schutzgruppen
Als Seitenketten-Schutzgruppen wurden Trt fir Idisti Asparagin und Glutamin,
OtBu fur Glutaminsaure und Asparaginsaui, fur Serin, Threonin und Tyrosin,
Boc fur Lysin und Tryptophan und Pbf fir Arginin rmeendet. Im Falle der
Epoxypeptid-Bibliotheken wurde Arginin also,(w’)-Boc geschitztes Derivat
verwendet, da sich die terminale Z-Funktion alshtesaurelabil erwies und

modifizierte Abspaltbedingungen erforderte. Als hogonale Seitenketten-

122



Schutzgruppen fur die Zyklisierungen wurden Alloe Fall von Lys, Orn und Dab

beziehungsweise OAIl im Fall von Glu und Asp verdetn

Die Aufarbeitung der abgespalteten Peptide erfaligbeeh Fallung mit MTB/Hexan

(2:1 viv) und anschlieBender Zentrifugation, wondehUberstand verworfen wurde.
Das erhaltene Rohprodukt wurde mittels HPLC gegeinund abschlieRend
lyophilisiert

Kaiser-Test

Die Vollstandigkeit von Aminosaurekupplungen prigraAmine kann mit Hilfe des
Tests nach Kais&f® tiberpriift werden. Zur Durchfilhrung des Kaiser-3eserden
einige Harzkugeln in ein kleines Reagenzglas gegeled mit jeweils 20 pL

folgender Loésungen versetzt:

Losung I: 1,0 g Ninhydrin in 20 mL Ethanol
Losung Il: 80 g Phenol in 20 mL Ethanol
Losung lll: 0,4 mL 1 mM wéssrige KCN-LOsung in @9nL Pyridin

Die Mischung wird in einem Thermostaten fir 5 miri 85 °C erwéarmt. Blaufarbung
zeigt eine unvollstandige Kupplung an, wogegen eokwach gelbliche Losung
einen vollstdndigen Kupplungsschritt bestatigt. €empfalls ist die Kupplung zu

wiederholen, bis keine Blaufarbung mehr beobach#bar

Aufarbeitungsverfahren

Das wassrige Aufarbeiten eines Reaktionsansatzesidb@et die Extraktion einer
L6sung des Rohproduktes in einem hydrophoben Lasdr(itE, Diethylether) mit je
dreimal 5%iger NaHC@LOsung, und/oder 5%iger KHQ@O6sung (im
Syntheseprotokoll angegeben), gesattigter Koclisalrlg und entionisiertem Wasser.
Die organische Phase wird anschlieRend tGbgB@8agetrocknet, das Trockenmittel

abfiltriert und das Losemittel am Rotationsverdaengntfernt.
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Beladung von Wang-Harzen

Das Harz wird 10 min in trockenem DCM/DMF (9:1 viyg¢quollen, wonach 4 Aq.
Fmoc-Aminosaure und 4 Ag. HOBt in der kleinstmdigdin Menge wasserfreiem
DCM/DMF (9:1 v/v) geldst und zugegeben werden. Nficti Minuten werden 4 Aqg.
DIC und schlieBlich 0,1 Aq. DMAP in wasserfreiem BMugegeben. Die Mischung
wird fur zwei Stunden bei RT gerthrt und die kontigld’rozedur einmal wiederholt.
Nach mehrmaligem Waschen des Harzes mit DCM/DME ¥®7) und Trocknen im

Vakuum wird die Harzbeladung bestimmit.

Bestimmung der Harzbeladung

Die effektive Beladung des Harzes mit Fmoc-gesdhiitzAminosauren kann
UV-spektroskopisch bestimmt werden. Hierflr wirdeedefinierte Menge des zuvor
im Vakuum tUber KOH getrockneten Harzes in einermlOMalf3kolben gegeben und
mit 1 mL einer frisch bereiteten Mischung aus 20geRdin in DMF (v/v) versetzt.
Nach 30 min Reaktionszeit wird der Mal3kolben mitQ#e auf 10 mL aufgefullt
(Vmarkobed UNd die Absorption des bei der Reaktion entstaedeDibenzofulven-
Piperidin-Adduktes g = 7800 M'cm™) bei 301 nm Ago1nm) bestimmt. Mit Hilfe des
Lambert-Beer'schen-Gesetzes errechnet sich daiauBethdung des Harzes nach

folgender Formel:

Beladun% mmo'} — Asoinm Viaskoibed MI]

g | 7800M *cm®Dlem  m,,,[g]

Azoinm = gemessene Absorption bei 301 NWyagkowen [ML] = 10 mL; mua, [g] = Menge an
eingewogenem Harz; 7800 Mm*=¢ des Dibenzofulven-Piperidin-Adduktes; D [cm] = Sthdicke

der verwendeten Kiivette.
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5.2.2 Proteinchemische Arbeiten mit Photoaffinitatseptiden

Wasser bezeichnet im Folgenden jeweils ReinstwasseMillipore-Qualitat. Far
Experimente mit pu-Calpain wurde folgender Puffenwendet: 20 mM Tris, pH 7,5;
2 mM EDTA,; 0,02% Brij 35. CaGlwurde jeweils direkt vor der Reaktion mit dem
entsprechenden Inhibitorpeptid zugegeben. Die &eptiurden als 25 uM wassrige

Stammloésung vorgehalten und auf die Endkonzentrami Calpain-Puffer verdunnt.

Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Es wurden Gele mit kontinuierlichem Gradienten vdr20% Polyacrylamid
verwendet.

Laufpuffer (10x): 30,2 g Tris; 188 g Glycin; 100 MiD% SDS in Wasser; auf 1 L mit
Wasser aufgefillt. Als GroRRenstandard wurBleie Ranger®der Firma Pierce
eingesetzt (Myosin 219 kDa, PhosphorylaseB 112 ixaderserumalbumin 85 kDa,
Ovalbumin 49 kDa, Carbonic Anhydrase 32 kDa, Tmysiibitor 25 kDa, Lysozym
17,5 kDa). Die Laufzeit betrug eine Stunde bei ¥2%0 mA. Nach der Trennung
wurde das Gel dreimal 15 min mit Wasser gewasciwenauf die Farbung miGel
Codé Blue Stain Reagemter FirmaPierce nach Vorschrift des Herstellers erfolgte.

AnschlieRend wurde mit 200 mL Wasser fur 10 mirulnikrt.

Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach Schagger

Die Trennung von Peptiden kleiner Molekularmassemde nach der von Schagger
beschriebenen Methode durchgefthrt.

Sammelgel: 1,02 mL 30% Acrylamid; 2 mL 3 M Tris/[H@H 8,45; 4,82 mL bD; 60
pL 10% SDS; 50 pL APS; 10 pL TEMED. Trenngel: 8@5 30% Acrylamid,

5 mL 3M Tris/HCI, pH 8,45; 440 puL #0; 150 uL 10% SDS; 1,25 mL Glycerol;
50 uL APS; 10 pL TEMED. Anodenpuffer: 0,2 M Tris/lH®H 8,9 in Wasser.
Kathodenpuffer: 0,1 M Tris/HCI, pH 8,25; 0,1 M Tine, 0,1% SDS in Wasser. Die
Laufzeit betrug 4 h bei 100-120V. Die Farbung kgti® analog der fur die

Polyacrylamid-Gelelektrophorese beschriebenen Mkgtho
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Western Blot Analyse

Transferpuffer (25x) 300 mM Tris; 2,4 M Glycin; @#43; 20% MeOH in Wasser. Der
Transfer erfolgte innerhalb von 90 min bei einea@png von 35 V. Zur Detektion
samtlicher membrangebundener Proteine wurde mérdidsung von 0,1%-ast
green (g/v) in 1% Essigsaure (v/v) 5 min inkubiert, wohazum Entfarben des
Hintergrundes 5 min mit }© gewaschen wurde. Nach der Detektion der
Proteinbanden mittels UV-Licht wurde die Membrart @2 M NaOH innerhalb von

5 min entfarbt.

Fur die Immunfarbung wurde nach erfolgtem Protamdgfer mit einer Lésung von
5% Magermilchpulver in PBS eine Stunde bei RT inkttb um unbelegte Bereiche
der Membran abzusattigen. Hiernach wurde Wattastain ABC Ki{je 2 Tropfen
Reagenz A und B auf 10 mL PBS, 0,1%Tween 20 (wérpe Stunde bei RT
inkubiert, wonach 2 x 10 min mit PBS gewaschen wuidetektionslésung: 200 pL
Stammlosung (18,75 mg/mL NBT; 9,4 mg/mL BCIP in 6B¥ISO (v/v)) zu 10 ml
einer Lésung von 0,1 M Tris in Carbonatpuffer, pt5.9Die Membran wurde mit
oben angegebener NBT/BCIP-Losung 15 min bei RT b, wonach die

Farbereaktion durch mehrmaliges Waschen der MemhiaWasser gestoppt wurde.
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5.3 Synthesevorschriften

5.3.1 Synthese des Ankerbausteins Ep-460

(2R,3R)-2-Acetoxy-3-brombernsteinsiure-diethylE&te(IMP 080

O Ac

mo

OEt
EtO

<

Br O

In einem 2L Rundkolben wurde D-(-)-Weinsaurediéthter (232 g; 1,13 mol)
vorgelegt und unter Rihren bei 0 °C 5,7 M HBr in AQ590 mL; entspr. 3,38 mol)
zugetropft. Das Reaktionsgemisch wurde weitere Steinden bei Raumtemperatur
geriihrt und anschlielRend auf 2 kg Eis gegosserseliésung wurde fanfmal mit
MTB extrahiert und die organische Phase flinfmal Wisser gewaschen. Nach
Trocknen der organischen Phase und Entfernen dd% Wlirde HOAc mittels eines
HV-Rotationsverdampfers abgetrennt. Um Reste vorA&l@u entfernen, wurden
dreimal 100 mL Hexan zugegeben und am Rotationavepter wieder abgetrennt.
Ausbeute280,2 g (0,90 mol; 79,9%); farbl. Ol — ohne Reimig weiterverarbeitet.

(2R,3R)-2-Bromo-3-hydroxybernsteinsiure-diethyt€t (JMP 081)

(0] H

mo

OEt
EtO

<

Br (e}

In einem 2L Rundkolben wurde $3R)-(+)-2-Acetoxy-3-brombernsteinsaure-
diethylester (210 g; 672 mmol) in 1,7 L EtOH geld@¢i RT wurden 60 mL HBr in
HOAc (33%) zugegeben. Nach funf Stunden Reaktionszger Rihren wurde die
Reaktionslosung am Rotationsverdampfer eingeergrsghissige HOAc am HV-
Rotationsverdampfer entfernt und das Produkt aregddhd im Hochvakuum dber
eine 50 cm Vigreuxkolonne mit silberverspiegelteakMum-Mantel destilliert.
Ausbeute158 g (587 mmol; 87,3%); farbloses Ol; Kp108-1C5ki 0,18-0,30 mbar;
ESI-MS:  m/z=269,0 [M+H]; M,=267,99 berechnet fiir 8,305 Br;
m/z= 271,0 [M+HT; M, = 269,99 berechnet firs8,:05° Br.
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(2S,3S)-Epoxybernsteinsaure-diethylestéd (JMP 082

(0]

)Ol
co W)k oF!

o]

Zu (253R)-(+)-2-Hydroxy-3-brombernsteinsaure-diethyleste®0,0 g; 0,334 mol)
wurden in einem 3L Dreihalskolben mit KPG-Ruhrer8 L Aceton und
portionsweise KCO; (277 g; 2,01 mol) gegeben. Bei RT wurde die Mischdlinf
Stunden gerihrt, anschliel3end filtriert und am Rataverdampfer eingeengt. Die
erhaltene Flussigkeit wurde in Essigester aufgenemmind dreimal mit Wasser
extrahiert. Die organische Phase wurde getrockned wlas Ldsemittel am
Rotationsverdampfer entfernt. Nach Kieselgel-Chritogyaphie mit einem

Gradienten PE/EE 834 3:1 konnte ein reines Produkt erhalten werden.

Ausbeute: 52,0 g (0,28 mol; 82,6%); blassgelbe Flissigkkbdmogen in der DC
(PE/EE 8:1 [v/V], R=0,29); ESI-MS: m/z=189,2 [M+H], 143,2 [M-EtOH],
115,2 [M-EtOH, -GO]"; M, = 188,18 berechnet fiirg8,,0s.
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(2S,3S)-2-Epoxybernsteinsaure-monoethyledtdP(049

o]

)O\
co W)k o

(0]

Epoxybernsteinsdure-diethylester (20,1 g; 107 mmelurde in einem 2L
Dreihalskolben mit KPG-Ruhrer in 750 mL EtOH voregil Bei 0 °C wurden 6,6 g
KOH in 50 mL EtOH zugetropft und danach fir weiteawei Stunden gerthrt.
Hierbei verfarbte sich die Reaktionslosung leidsafarben und wurde gelartig. Nach
Entfernen des Losemittels am Rotationsverdampfedevulas erhaltene Pulver im

Vakuum getrocknet.

Ausbeute:21,17 g Kaliumsalz (107 mmol; quant); blassrosbvéty homogen in der
DC (nBuOH/HOAC/HO/EE 3:1:1:5 [v/v], R= 0,48); ESI-MS:m/z= 161,2 [M+H],
321,2 [2M+H]; M, = 160,13 berechnet fiirsB50s (freie Saure); 198,22 berechnet fiir
CeH;OsK (Kaliumsalz).
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N-Benzyloxycarbonyl-1,4-diaminobutif! (JMP079)

(6]

In einem 5L Kolben wurden zu einer LOsung von [RQidminobutan

(139 g; 1,58 mol) in 750 mL Wasser und einigen Teapeiner Bromkresol-Lésung in
EtOH 205 mL Methansulfonsaure (3,16 mmol) bis zwuarbEmschlag von Blau nach
Gelb und anschlieRend 2,1 L EtOH zugegeben. BevBTe anschliel3end Z-Chlorid
(200 mL; 1,42 mmol) in 750 mL Dimethoxyethan zugpft. Hierbei wurde durch

wechselweises Zutropfen einer 50%igen Lésung voA&@d H,O der pH konstant

gehalten, wobei ein Farbumschlag nach blau unbedingvermeiden war. Nach
Zugabe von ca. drei Vierteln der Z-Chlorid Losurgjzge eine Prazipitation des
Produkts ein. Die Produktmischung wurde nach Bepmd) der Reaktion zunachst
filtriert und das Filtrat am Rotationsverdampfenggengt. Der Rickstand wurde in
Wasser aufgenommen und dreimal mit Benzol extraliBe wassrige Phase wurde
daraufhin mit dem vorher gewonnenen Filterkuchemreinggt, mit NaOH auf pH 12

eingestellt und erneut dreimal mit Benzol extrahisiach Entfernen des Losemittels

am Rotationsverdampfer konnte ein weil3es Pulvelterwerden.

Ausbeute: 178,8 g (0,80 mol; 50,9%); weil3es Pulver; homogen der DC
(H,O/HOAch-BUOH/EE 1:1:3:5 [v/v], R=0,44) und in der analytischen RP-HPLC
(tr = 1,4 min); ESI-MSm/z= 223,4 [M+H]; M, = 222,29 berechnet fiir;&1gN,O,.
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N-Benzyloxycarbonyl-N'-(tert-buthoxycabonyl-leuelyd-diaminobutanJMP050)

o PN
©/\o N \ﬂ/\NHB

In einem 5L Kolben wurde zu N-Benzyloxycarbony-Diaminobutan (179 g;
804 mmol) in 3 L Chloroform Boc-Leu-OSu (264 g; 8d4nol) getropft und bei RT
vier Stunden gerihrt. Nach Beendigung der Reaktimden 1-(2-Aminoethyl)-

piperazin (27,8 mL; 322 mmol) zugegeben und das einiitel am
Rotationsverdampfer entfernt. AnschlieBend wurder delckstand in EE
aufgenommen und es erfolgte eine Extraktion mitsngsr KHSQ. Die organische
Phase wurde getrocknet und das Losemittel am Raotaterdampfer entfernt, so dass
ein gelbes Ol erhalten wurde. Uber Nacht konntenediner konzentrierten Losung in
EE Kiristalle gewonnen werden, die mit PE gewasalmeth im Vakuum getrocknet

wurden.

Ausbeute: 289 g (663 mmol; 82,5%); weilles Pulver; homogen dar DC
(H,O/HOAch-BUOH/EE 1:1:3:5 [v/v], R=0,94) und in der analytischen RP-HPLC
(tr=3,9 min); ESI-MS: m/z = 436,4 [M+H], 871,6 [M+2H], 336,4 [-Boc],
380,2 [-CQ] M, = 435,57 berechnet flir,§H37;N30s.
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N-Benzyloxycarbonyl-N’-leucyl-1,4-diaminobutaiviP052)

e
@AOJ\H/\/\/N\@ANHZ

In einem 500 mL Kolben wurde N-BenzyloxycarbonyH{rt-buthoxycabonyl-
leucyl)-1,4-Diaminobutan  (15,0g; 34, 4mmol) in 20Q TFA/HO/TIPS
(95:2,5:2,5 viv) gelost und bei RT eine Stunde hertAnschlieBend wurde die

Reaktionsmischung am Rotationsverdampfer eingaamdjzweimal hintereinander in

50 mL Toluol aufgenommen und erneut eingeengt, poreéh von Wasser und TFA
zu entfernen. Das erhaltene Ol wurde in Essigegéist und dreimal mit 10%iger
NaOH extrahiert. Die organische Phase wurde getieickind das Losemittel am
Rotationsverdampfer entfernt, wobei ein gelbes hken wurde. Nach Losen in
MeOH und Zugabe von DBSI (10,2 g; 34,4 mmol) wurdgé PE/MTB (1:1 v/v)

gefallt und das weil3e Pulver vom Losemittel durdiréfion getrennt und zweimal

mit PE nachgewaschen.

Ausbeute: 16,09 g (25,4 mmol; 73,8%); weilRe Flocken; homogender DC
(H,O/HOAch-BUOH/EE 1:1:3:5 [v/v], R=0,31) und in der analytischen RP-HPLC
(tr = 2,2 min); ESI-MSm/z= 336,2 [M+H]; M, = 335,45 berechnet fiir;§,gN30s.
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Z-HN-(CH,),-NH-Leu-[tEps]-OE{(JMP054)

0 )\ o) 0
@/\O)J\H/\/\/H\H/\H)L’%,,WJ\OH
(@]

o

In einem 500 mL Kolben wurden zu einer L6sung voiBéhzyloxycarbonyl-N'-
leucyl-1,4-diaminobutan  (12,3g; 76,9 mmol) in 360 NMP PyBop
(40,0 g; 76,9 mmol) und DIEA (39,5 mL; 230,6 mmgégeben. Anschliel3end wurde
unter Ruhren bei RaumtemperaturS@5)-2-Epoxybernsteinsaure-monoethylester
(25,8 g; 76,9 mmol) hinzugeflgt. Nach 3,5 h (Reaigkontrolle mittels DC) wurde
die Reaktionsmischung am Hochvakuum-Rotationsvepfiaam eingeengt, der
Ruckstand in Essigester aufgenommen und je dremiaKHSO,- und NaHCQ-
Losung extrahiert. Die organische Phase wurde gatei und das Losemittel am
Rotationsverdampfer entfernt, wobei ein gelbes baken wurde. Nach Kieselgel-
Chromatographie mit einem Gradienten 3:14:1 EE/PE (v/v) wurde zunachst ein
gelbes Pulver erhalten, das durch Umkristallisienast CHCMeOH weiter gereinigt

wurde.

Ausbeute: 12,23 g (53,7 mmol; 69,8%); weilRe Flocken; homogender DC
(PE/EE 1:1[v/v], R = 0,26) und in der analytischen RP-HPLG & 3,3 min);
ESI-MS:m/z= 478,2 [M+H]; M, = 477,56 berechnet fir,g3sN307;

'H NMR (Dg-DMSO, 400 MHz):5 0,83 (d,J = 6,5 Hz, 3H);5 0,87 (dJ=6,5 Hz,
3H); 6 1,22 (t,J=7,0 Hz, 3H);6 1,33-1,40 (m, 4H)$ 1,41-1,48 (m, 2H)$ 1,48-1,59
(m, 1H); 6 2,94-3,09 (m, 4H) 3,58 (d,J=1,8 Hz, 1H);6 3,71 (d,J= 1,8 Hz, 1H);
0 4,13-4,22 (m, 2H)p 4,26-4,33 (m, 1H)p 4,99 (s, 2H);3 7,21 (t,J=5,4 Hz, 1H);
6 7,26-7,38 (m, 5H)$ 8,04 (t,J =5,5 Hz, 1H)3 8,56 (d,J = 8,4 Hz, 1H).
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Z-HN-(CH,),-NH-Leu-[tEps]-OH MP061 = EP460

0] )\ O O
O/\ (@) H \ﬂ/\ H OH

0]

In einem 1 L Kolben wurde Z-HN-(CHi-NH-Leu-[tEps]-OEt (12,0 g; 25,13 mmol)
in 500 mL Dioxan geldst und KOH (11,41 g; 25,13 niymio 250 mL Wasser bei RT
unter Ruhren zugetropft. Nach 2,5 Stunden wurde dasemittel am

Rotationsverdampfer entfernt und das erhaltenedPuty Vakuum getrocknet.

Ausbeute:12,25 g Kaliumsalz (25,13 mmol; quant); weil3esvBiylhomogen in der
DC (CHCL/MeOH/HOACc 8:8:1 [v/v], R= 0,74) und in der analytischen RP-HPLC
(tzr = 2,8 min); ESI-MSm/z= 450,2 [M+H], 899,4 [M+2H]; M, = 449,51 berechnet
fur C,oH31N307 (freie Saure); 487,50 berechnet fipsN3OgK (Kaliumsalz);

'H NMR (Ds-DMSO, 400 MHz):5 0,83 (d,J = 6,7 Hz, 3H);5 0,87 (dJ = 6,7 Hz,
3H); 6 1,33-1,40 (m, 4H);6 1,40-1,48 (m, 2H);56 1,49-1,59 (m, 1H);5 2,90-3,07
(m, 4H); 6 3,03 (d,J = 1,6 Hz, 1H);6 3,35 (d,J = 1,6 Hz, 1H);3 4,25-4,32 (m, 1H);

5 4,99 (s,2H); 67,21 (t,J=5,6 Hz, 1H); &7,26-7,38 (m, 5H);
68,04 (t,J=5,6 Hz, 1H)3 8,50 (d,J = 8,3 Hz, 1H).
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Z-HN-(CH,),-NH-Leu-[tEps]-Leu-HN-(CH), -NH-Z JMP112)

(o] H)\ (e} (o] ) (0]

In einem 5mL Kolben wurden Z-HN-(GH-NH-Leu-[tEps]-OH, Kaliumsalz
(363 mg; 0,75 mmol) und N-Benzyloxycarbonyl-N’-lgld ,4-diaminobutan
(250 mg; 0,75 mmol) in 15mL DMF/DCM 9:1 (viv) gely worauf HOBt
(100 mg; 0,75 mmol) und HBTU (281 mg; 0,75 mmol)gegeben wurden. Nach

2 Stunden bei RT unter Rihren wurde das LésenattelHV-Rotationsverdampfer
entfernt und das erhaltene Ol in Essigester aufgemen und je dreimal mit
KHSO,-L6sung extrahiert. Die organische Phase wurdedletiet und das Losemittel
am Rotationsverdampfer entfernt, wobei ein weilRet &halten wurde, dass im

Vakuum getrocknet wurde.

Ausbeute: 422 mg (0,55 mmol; 73,4%); weil3es Pulver; homogender DC
(H,O/HOAch-BUOH/EE 1:1:3:5 [v/v], R=0,95); ESI-MS:m/z = 767,6 [M+H];
M, = 766,43, berechnet flir,EisgNeOo.

135



5.3.2 Synthesen der P’-Bibliotheken

Bibliotheken fur Cathepsine und Calpain - P1'- Semd

AP A

Zur Beladung mit der Aminosaure Y wurde Wang-Hark0 ¢, 8,9 mmol;
0,89 mmol/g) im 250 mL Ruhrreaktor bei Raumtemperat 120 mL wasserfreiem
Losemittel DMF/DCM 9:1 (v/v) suspendiert und unttihren 10 min gequollen.
AnschlieBend wurden eine isokinetischen Mischungn vBmoc-Aminosauren
(15,69 g, 35,6 mmol, siehe Tabelle 17) und HOBt,§36mol; 4,81 g) in der
kleinstmoglichen Menge DMF/DCM gel6st und zum susperten Harz gegeben.
Nach fanf Minuten wurden DIC (5,5 mL; 35,6 mmol) durDMAP (109 mg;
0,89 mmol) in 1 mL DMF/DCM zugegeben und die gesarmtischung fur drei
Stunden geriahrt. Nach Ablauf der Reaktionszeit wuwldei mal fur je 10 min mit
100 mL einer DMF/DCM Mischung 9:1 (v/v), dann dmaal 10 min mit 100 mL
DCM und abschlieend 5 min mit 100 nRrOH, 5 min mit 100 mL EO gewaschen
und das Harz im Vakuum getrocknet. Im Anschluss dear nicht beladene
OH-Gruppen des Harzes drei mal fur je 15 min mid &l einer Mischung von 5%
Ac,0 und 6% 2,6-Lutidin in DMF (v/v) blockierc@pping. Nach erneutem Waschen
und trocknen des Harzes im Vakuum wurde die Belgdigstimmt (siehe allgemeine

Arbeitsvorschriften), wobei ein Wert von 0,28 mngadirmittelt wurde.

Zur Kupplung der Aminosaure X wurden je 265 mg gprechend 75 pumol) des im
ersten Schritt mit isokinetischer Aminosauremischubeladenen Harzes in
5 mL-Einmalspritzen mit Fritte eingewogen, mit ;& DMF fur 10 min gequollen
und das Losemittel im Anschluss entfernt. Die Alitsiog der Fmoc-Schutzgruppen
erfolgte analog der allgemeinen ArbeitsvorschriftBarauthin wurden je 0,3 mmol
(Einwaage siehe Tabelle 17) Fmoc-Aminosaure, HGBtng; 0,3 mmol), HBTU
(114 mg; 0,3 mmol) und DIEA (51L; 0,3 mmol) in 2 mL DMF zugegeben und die
Reaktionsmischung fur 2 Stunden geruhrt. Nach Emdfe der Mischung und
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Waschen des Harzes (einmal 5 min mit DMF) wurde Klipplungsprozedur noch
einmal wiederholt. AbschlieRend wurde das Harzg ihal fir 10 min mit je 2,5 mL
DMF, dann DCM, dann je einmal fir 5 min mit je 2¢% iPrOH und E{O gewaschen
und im Wasserstrahlvakuum getrocknet. Die Vollsigkeit der Kupplung wurde
mittels Kaiser-Test ermittelt. Im Falle unvollstéger Kupplung wurde die oben

beschriebene Prozedur wiederholt.

Tabelle 17: Isokinetische Mischung und Einwaagen fidie Harzsynthese der P’-Bibliotheken

L Molmasse mol% Einwaage [mg]
Aminosaure [g/mol] fur isokin. fiir 35,6 mmol 0,3 mmol pro
Mischung | isokinetische Mischung Einzelkupplung

Fmoc-Ala-OH ¢ HO 329,3 3,4 399 98,79

Fmoc-Arg(Boc)-OH 596,7 6,5 1381 179,01
Fmoc-Asn(Trt)-OH 596,7 53 1125 179,01
Fmoc-Asp(QBu)-OH 4115 3,5 513 123,45
Fmoc-Glu(G@Bu)-OH 4255 3,6 545 127,65

Fmoc-GIn(Trt)-OH 610,7 53 1153 183,21
Fmoc-Gly-OH 297,3 2,9 306 89,19
Fmoc-His(Trt)-OH 619,7 3,5 773 185,91
Fmoc-lle-OH 353,4 17,4 2189 106,02
Fmoc-Leu-OH 353,4 4,9 616 106,02
Fmoc-Lys(Boc)-OH 468,5 6,2 1032 140,55
Fmoc-Nle-OH 353,3 3,8 477 105,99
Fmoc-Phe-OH 387.4 2,5 345 116,22
Fmoc-Pro-OH 337,4 4,3 516 101,22
Fmoc-Seri(Bu)-OH 383,4 2,8 381 115,02

Fmoc-Thr{Bu)-OH 397,5 4,8 680 119,25

Fmoc-Trp(Boc)-OH 526,6 3,8 712 157,98
Fmoc-Tyr¢Bu)-OH 459,6 4,1 669 137,88

Fmoc-Val-OH 339,4 11,3 1367 101,82

Zur abschlieBenden Kupplung des Anker-Bausteins dewur die je 265 mg
(entsprechend 75 pmol) Harz aus dem zweiten Kuggkohritt mit 2,5 mL DMF fur
10 min gequollen und das Loésemittel im AnschlusHeent. Die Abspaltung der
Fmoc-Schutzgruppen erfolgte analog der allgemeinémbeitsvorschriften.
Daraufhin  wurde jeweils das Kaliumsalz des Ankeu®ains JMP061

(e 73 mg; 150 umol), HOBt (23 mg; 150 pmol) und HB (57 mg; 150 pmol)

zugegeben und die Reaktionsmischung fir 2 Stuneéeithg. Nach Entfernen der
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Mischung und Waschen des Harzes (einmal 5 min mMFP wurde die
Kupplungsprozedur noch einmal wiederholt. Abscldie®® wurde das Harz je drei
mal fur 10 min mit je 2,5 mL DMF, dann DCM, dann gemal fir 5 min mit je
2,5mL iPrOH und E{O gewaschen und im Wasserstrahlvakuum getrocknet. D
Vollstandigkeit der Kupplung wurde mittels Kaiseest Uberprift. Im  Falle

unvollstandiger Kupplung wurde die oben beschrield@rmzedur wiederholt.

Die Abspaltung der Peptidbibliotheken vom Harz veumhit einer LOsung von

20% TFA in DCM mit einer Zugabe von je 2,5% doppiionisiertem Wasser und
TIPS bewerkstelligt. Die Abspaltzeit betrug 2 Stendwonach das Losemittel aus
den erhaltenen Lésungen am Vakuum entfernt wurée.zweimal wurde der

Ruckstand mit Toluol und Hexan aufgeschlammt und Héasemittel erneut am

Vakuum entfernt. Schlie3lich wurde das erhaltenédfRodukt in mdglichst wenig

IPrOH aufgenommen und zur Fallung in eine eiskaltsscMung von 50 mL

PE/MTB 2:1 (v/v) eingetropft. Die erhaltenen Protiukvurden intBuOH/H,O 4:1

(v/v) aufgenommen und mittels einer Gefriertrockysanlage getrocknet.

Beladungdes Harzes mit isokinetischer Mischung: 0,28 mgnol/
Ausbeute:Durchschnittlich 25 mg (36,4 umol; 49%, bezogeh dia Harzbeladung
bei einem durchschnittichen Molekulargewicht von86@/mol je Peptid;

weil3es Pulver)
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Bibliotheken fur Cathepsine und Calpain — P2’-Sande

Es wurden siebzehn Portionen zu je 75 umol TCP-Kjareils mit Aminosaure Y
vorbeladen; 0,6 - 0,82 mmol/g) in Einmalspritzen Rritten eingewogen. Im Fall von
Prolin wurden 75 pumol eines vorbeladenen 2-Chliybifarzes eingesetzt, fur
Norleucin wurde ein Wang-Harz analog der fir diée-Bibliotheken beschriebenen
Vorschrift mit Fmoc-Nle-OH beladen. Nach Quellert jai 2,5 mL DMF fir 10 min
und Entfernen des Losemittels wurde Fmoc abgespaléeenach Bibliothek folgte die
Kupplung der Aminosaure X = Glycin, Leucin, Norlgucoder Alanin fir alle
neunzehn Portionen analog zu der fur die P1’-BibBken angewendeten Prozedur.
Die abschlielBende Kupplung des Anker-Bausteins &ettknso wie Abspaltung und
Trocknung analog der fir die P1’-Bibliotheken beggbenen Prozedur durchgefihrt.
Fur die besonders hydrophoben Peptide (Y = Leu, Rk, Gly, lle, Trp, Nle, Pro)
erfolgte die Fallung der Produkte direkt aus deral&jpsung ohne weitere
Zwischenschritte. Die Mehrzahl der Produkte konmt@e Aufreinigung verwendet

werden, einige Peptide mussten mittels prapara¥®HPLC gereinigt werden.

Tabelle 18: Molekllmassen der P2'-Bibliotheken. Madkilstruktur siehe Seite 136.

X v Molmasse gemessen  Molmasse
[M+H] berechnet
Ala 578,4 577,62
Arg 663,4 662,73
Asn 621,4 620,65
Asp 622,4 621,63
GIn 635,4 634,67
Glu 636,4 635,66
Gly 564,6 563,6
His 644,6 643,68
lle 620,6 619,7
Gly Leu 620,6 619,7
Lys 635,4 634,72
Nle 620,6 619,7
Phe 654,6 653,72
Pro 604,4 603,66
Ser 594,4 593,62
Thr 608,4 607,65
Trp 693,6 692,76
Tyr 670,6 669,72
Val 606,4 605,68
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Tabelle 19: Molekllmassen der P2’-Bibliotheken. Makulstruktur siehe Seite 136.

X v Molmasse gemessen  Molmasse
[M+H"] berechnet
Ala 592,2 591,64
Arg 677,6 676,75
Asn 635,4 634,67
Asp 636,4 635,65
Gin 649,6 648,69
Glu 650,6 649,68
Gly 578,4 577,62
His 658,4 657,7
lle 634,6 633,72
Ala Leu 634,6 633,72
Lys 649,6 648,74
Nle 634,6 633,72
Phe 668,6 667,74
Pro 618,4 617,68
Ser 608,4 607,64
Thr 622,6 621,67
Trp 707,6 706,78
Tyr 684,4 683,74
Val 620,6 619,7

Tabelle 20: Molekllmassen der P2’-Bibliotheken. Makilstruktur siehe Seite 136.

X v Molmasse gemessen  Molmasse
[M+H"] berechnet

Ala 634,4 633,72
Arg 719,6 718,83
Asn 677,4 676,75
Asp 678,4 677,73
GIn 691,4 690,77
Glu 692,4 691,76
Gly 620,4 619,7
His 700,6 699,78
lle 676,4 675,8

Leu Leu 676,4 675,8
Lys 691,6 690,82
Nle 676,4 675,8
Phe 710,4 709,82
Pro 660,4 659,76
Ser 650,4 649,72
Thr 664,4 663,75
Trp 749,6 748,86
Tyr 726,4 725,82
Val 662,4 661,78
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Tabelle 21: Molekllmassen der P2’-Bibliotheken. Makdulstruktur siehe Seite 136.

X v Molmasse gemessen  Molmasse
[M+H"] berechnet

Ala 634,6 633,72
Arg 719,6 718,83
Asn 677,6 676,75
Asp 678,4 677,73
Gin 691,6 690,77
Glu 692,6 691,76
Gly 620,6 619,7
His 700,6 699,78
lle 676,6 675,8

Nle Leu 676,6 675,8
Lys 691,6 690,82
Nle 676,4 675,8
Phe 710,6 709,82
Pro 660,4 659,76
Ser 650,6 649,72
Thr 664,4 663,75
Trp 749,8 748,86
Tyr 726,6 725,82
Val 662,6 661,78

141



Tabelle 22: Inhibitionskonstanten zweiter Ordnung fir die P2’-Bibliotheken. Werte sind als
k2/Ki [M s'Jangegeben. Zum Vergleich sind jeweils die Werte fidie Ankerfunktion, sowie die
entsprechende P1’-Bibliothek aufgefihrt.

p-Calpain Cathepsin B Cathepsin B Cathepsin L

P1 = Ala P1 = Ala P1 = Leu P1 = Leu
Anker 10570 + 703 108600 + 9100 108600 + 9100 3980833
P1'-Bib 1160 + 103 1,52-1@ 1,64-16 | 1,15-10+ 3,90-16 75906 + 7420
Ala 26,9 +1,53 13900 + 1270 1,75'1#02,43-16 9490 + 678
Arg 3,4+0,64 18400 + 375 663000 + 21800 10382& 5
Asn 36,8 +£0,93 77900 + 6420 2,6°101,03:16 12880 + 1170
Asp 30,6 + 0,49 103000 + 21300  6,39-3(8,49-18 2360 + 141
Gln 21+2,2 168000 + 2610 8380 + 547 6,854@,66-16
Glu 19+1,6 101000 + 10700,  3,17°102,76-16 7660 + 766
Gly 20,8+2,5 71000 + 7220 2,89%192,01-18 3960 + 369
His 10,4 + 0,89 12660 + 469 1,09101,90-16 2720 + 331
Leu 14,9+1,5 226000 + 25400  6,42%0%6,00-16 | 484000 + 76300
Lys 473+4,5 85900 + 10500 1,53°101,24-16 81600 + 9900
lle 23,8+2,7 4,47-P0£3,27.16 | 2,17-16+2,75-16 | 242000 + 20400
Nle 4+0,28 699000 + 6350 1,587192,79-16 88600 + 9650
Phe 422 +2 1,93-¢1,34-16 | 1,93-10+1,72:16 29300 + 1540
Pro 17,1+1,34 480000 + 3530( 4380 + 357 5,224+1093-16
Ser 0,38 + 0,02 412000 + 50000  1,33-#,81-16 5130 + 473
Thr 85,4 + 8,6 1,06-f+ 1,70-18 | 7,2-16+7,16-16 11900 + 434
Trp 92,2+9,1 1,13-7: 2,94-16 | 2,54-16+6,97-16 8650 + 686
Tyr 31,1+3,9 4,11-f0- 4,46:16 | 1,92-10+4,4-16 8920 + 690
Val 16,5+1,5 1,7-1%0£1,36-16 | 2,1.10+5,02:16 119000 + 8020
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P1'-Bibliothek fur Cathepsin X

o P
i: ~ \O)LH/WHﬁ(E\HJ%’W)kH/kaH
o} O 0

Es wurden sechzehn Portionen zu je 75 pumol TCP-Hari der jeweiligen

Aminosaure Y vorbeladen; 0,6 -0,82 mmol/g) in Eatspritzen mit Fritten
eingewogen. Im Fall der Aminosdure Prolin wurden ifol eines vorbeladenen
2-Chlorotrityl-Harzes eingesetzt, fur Norleucin warein Wang-Harz analog der fur
die P1’-Bibliotheken beschriebenen Vorschrift mitnéc-Nle-OH beladen. Fur
Arginin wurde in Ermangelung eines geeigneten adenen Harzes und aufgrund
von Schwierigkeiten bei der Abspaltung eines migiAin beladenen Wang-Harzes
ein 2-Chlorotrityl-Harz beladen. Hierzu wurden ddarz (200 mg; entsprechend
0,18 mmol bei einer Beladung von 0,9 mmol/g) inndl0 wasserfreiem Losemittel
DMF/DCM - 9:1 (v/v) suspendiert und bei Raumtempara unter
Schutzgasatmosphare unter Rihren 10 min quellesedasAnschlielend wurden
Fmoc-Arg(Boc)-OH (161 mg; 0,27 mmol) und DIEA (77 pL; 0,45 mmah) der
kleinstmoglichen Menge DMF/DCM gel6st und zum susperten Harz gegeben.
Nach zwei Stunden wurde drei mal fur je 10 min @@ mL einer DMF/DCM
Mischung 9:1 (v/v), dann drei mal 10 min mit 10 ®CM und abschlielRend 5 min
mit 10 mL iPrOH, 5 min mit 10 mL EO gewaschen und das Harz im Vakuum
getrocknet. Im Anschluss wurden nicht beladene Qtpfen des Harzes mit 1 mL
MeOH und 0,2 mL DIEA in 10 mL DMF bei einer Reaktgzeit von 30 min
abgesattigtdapping. Nach erneutem Waschen und trocknen des Harz&&akaum
wurde die Beladung bestimmt (siehe allgemeine Askerschriften), wobei ein Wert
von 0,43 mmol/g ermittelt wurde.

Nach Quellen mit je 2,5 mL DMF fir 10 min und Emtfen des Ldsemittels wurden
die Fmoc-Schutzgruppen analog der allgemeinen mmischriften abgespalten. Die
abschlielRende Kupplung des Anker-Bausteins wurédassbwie die Abspaltung und

Trocknung der Produkte analog der fir die P1’-Bithieken beschriebenen Prozedur
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durchgefihrt. Fur die besonders hydrophoben PefXde Leu, Ala, Phe, Gly, lle,

Trp, Nle, Pro) erfolgte die Fallung der Produkteelii aus der Spaltldsung ohne
weitere Zwischenschritte. Die Mehrzahl der Produkkonnte ohne weitere
Aufreinigung verwendet werden, einige der Peptidessten jedoch zuvor mittels

praparativer RP-HPLC gereinigt werden.

Tabelle 23: Molekiulmassen der P1’-Bibliotheken fiiCathepsin X.

Molmasse Molmasse
X gemes+sen berechnet
[M+H™]

Ala 521,4 520,57
Arg 606,4 605,68
Asn 564,4 563,6
Asp 565,4 564,58
GIn 578,4 577,62
Glu 579,4 578,61
Gly 507,4 506,55
His 587,4 586,63
lle 563,6 562,65
Leu 563,6 562,65
Lys 578,4 577,67
Nle 563,6 562,65
Phe 597,4 596,67
Pro 547.,4 546,61
Ser 537,4 536,57
Thr 551,4 550,6
Trp 636,4 635,71
Tyr 613,4 612,67
Val 549,4 548,63
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5.3.3 Synthesen der CP1B-Peptide:

Die Peptide wurden den allgemeinen Arbeitsvorsthmiffolgend dargestellt. Im

Weiteren sind detaillierte Syntheseprotokolle dBdB-Derivate angegeben:

Die Peptide wurden samtlich am automatisierteni@gptthesizer hergestellt. Hierzu
wurden jeweils 0,1 mmol Rink-Amid-Harz eingewogemie abschlieRende
Acetylierung wurde in einer Einmal-Spritze mit aingbsung von 5% A€ und

6% 2,4-Lutidin in DMF durchgefiihrt. Die Abspaltungd Féallung wurde unter den
im allgemeinen Syntheseteil angegebenen Bedingunggrenommen. AbschlieRend

wurden die Peptide mittels analytischer RP-HPLGigégt und gefriergetrocknet.
Im Fall des retro-inverso-Peptids wurden ausnahsmslAminosauren eingesetzt.

Lineare verkirzte CP1B Peptide

retro-inverso = AcC-ALLERYKPPITVERKGLEEIYTSSMPD-NH ,

Ausbeute: 98 mg (48 umol; 48%); weilles Pulver; homogen in aealytischen
RP-HPLC (¢ = 2,3 min); ESI-MS:m/z = 1205,0 [M+2H], 803,6 [M+3H],
603,0 [M+4HT]; M, = 2407,77 berechnet fiirgH178N2¢033.

N-Term = Ac-DPMSSTYIEELGK-NH ,

Ausbeute: 109 mg (72 umol; 72%); weil3es Pulver; homogen en analytischen
RP-HPLC (¢ = 2,0 min); ESI-MS:m/z = 1511,8 [M+H], 756,2 [M+2H];
M, = 1510,7 berechnet flrgf103N150a4.

C-Term = Ac-REVTIPPKYRELLA-NH

Ausbeute: 134 mg (78 umol; 78%); weil3es Pulver; homogen @n analytischen
RP-HPLC (¢ = 1,8 min); ESI-MS:m/z = 1727,4 [M+H], 864,0 [M+2H],
576,2,0 [M+3H]; M, = 1726,07 berechnet fiir§,30N5,0,1.

N-5 = Ac-TYIEELGKREVTIPPKYRELLA-NH

Ausbeutel83 mg (69 umol; 69%); weildes Pulver; homogen in aealytischen
RP-HPLC (¢ = 2,1 min); ESI-MS:m/z = 1330,8 [M+2H], 887,4 [M+3H],
666,0 [M+4HT]; M, = 2660,13 berechnet fiirnGH,9dN31035.
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N-3 = Ac-SSTYIEELGKREVTIPPKYRELLA-NH

Ausbeute: 164 mg (58 umol; 58%); weil3es Pulver; homogen en analytischen
RP-HPLC (¢ = 2,1 min); ESI-MS:m/z = 1418,0 [M+2H], 945,8 [M+3H],
709,4 [M+4HT7; M, = 2834,29 berechnet fiir£H0dN35030.

C-2 = Ac-DPMSSTYIEELGKREVTIPPKYREL-NH

Ausbeute: 197 mg (66 umol; 66%); weilRes Pulver; homogen @n analytischen
RP-HPLC (k = 2,0 min); ESI-MS:m/z = 1498,0 [M+2H], 998,4 [M+3H],
748,8 [M+4HT]; M, = 2993,39 berechnet fiir£H,14N3404,S.

C-4 = Ac-DPMSSTYIEELGKREVTIPPKYR-NH »,

Ausbeute:195 mg (71 umol; 71%); weil3es Pulver; homogen eén analytischen
RP-HPLC (¢ = 1,9 min); ESI-MS:m/z = 1376,4 [M+2H], 918,0 [M+3H],
688,6 [M+4HT]; M, = 2751,18 berechnet fiir 5H19dN35035S.

N-5, C-4 = Ac-TYIEELGKREVTIPPKYR-NH

Ausbeute:148 mg (66 pumol; 66%); weilRes Pulver; homogen en analytischen
RP-HPLC (k¢ = 1,8 min); ESI-MS:m/z = 1117,6 [M+2H], 745,4 [M+3H],
559,4 [M+4HT]; M, = 2233,62 berechnet fiir,H165N2702.

N-3, C-4 = Ac-SSTYIEELGKREVTIPPKYR-NH ,

Ausbeute: 180 mg (75 umol; 75%); weilRes Pulver; homogen @n dnalytischen
RP-HPLC (¢ = 1,8 min); ESI-MS:m/z = 1204,8 [M+2H], 803,4 [M+3H],
603,0 [M+4HT]; M, = 2407,77 berechnet fiirgH178N2¢033.

N-3, C-6 = Ac-SSTYIEELGKREVTIPPK-NH ,

Ausbeute:153 mg (73 mmol; 73%); weil3es Pulver; homogen én analytischen
RP-HPLC (¢ = 1,8 min); ESI-MS:m/z = 1044,8 [M+2H], 697,0 [M+3H];
M, = 2089,39 berechnet flir£gH,21N33057S.

wWAHS-AS = Ac-SSTYIEELGK-NH(CH ,)sC(O)-TIPPKYR-NH ,

Ausbeute:117 mg (56 umol; 56%); weil3es Pulver; homogen en analytischen
RP-HPLC (% = 1,7 min); ESI-MS:m/z =1048,2 [M+2H], 699,2 [M+3H],
524,6 [M+4HT]; M, = 2095,43 berechnet fiirgE 155N 23050.

PEG-AS = Ac-SSTYIEELGK-(D00)-TIPPKYR-NH ,

Ausbeute: 95 mg (44 umol; 44%); weil3es Pulver; homogen in a@ealytischen
RP-HPLC (k¢ = 1,8 min); ESI-MS:m/z = 1084,8 [M+2H], 723,8 [M+3H];
M, = 2168,45 berechnet flirg§l158N24031.
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JMP106, 107,108,111 zyklische homodetische Peptide

Ac-SSTYIEELGKREVTIPPKYR-NH,
Ac-SSTYIEELG(Orn)REVTIPPKYR-NH,
Ac-SSTYIEELG(Dab)REVTIPPKYR-NH,

Ac-SSTYIEDLG(Dab)REVTIPPKYR-NH,
L |

0,1 mmol mit Fmoc(Pbf)-Arginin vorbeladenes TCP-Hawurden in einen
PTFE-Reaktor eingebracht. Die Kupplungen der SeqiEV TIPPKY erfolgten am
automatischen  Synthesizer, wie im allgemeinen [Rodto beschrieben
(siehe Abschnitt 5.2.1). Die Kupplung der Aminosiurder Sequenz XLGY
(X =Asp, Glu; X =Lys, Orn, Dab) wurde von Hand tmeweils 4 Ag. der
betreffenden Fmoc-Aminosaure, 4 Ag. HOBt, 4 Ag. HBlind 4 Aqg. DIEA in 3 mL
DMF durchgefuhrt. Asparaginsédure beziehungsweisata@linsdure wurden als
Seitenketten-OAll-Derivat, Lysin, Ornithin und Diamobuttersaure als Seitenketten-
Alloc-Derivat eingefiihrt. Die Reaktionszeit betijegveils zwei mal eine Stunde, nach
jedem Kupplungsschritt wurde mehrmals mit DMF, DQNiPrOH gewaschen. Die
N-terminale Fmoc-Schutzgruppe der Sequenz XLGYREWPKYR wurde bis nach
Beendigung der Zyklisierung belassen. Die allylestiSeitenketten-Schutzgruppen
wurden unter einer Argonatmosphare in wasserfrdddv mit 1% Pd(PP¥), und

5 Ag. PhSiH bei einer Reaktionszeit von drei mal 15 min emtfeZwischen den
einzelnen Schritten wurde zwei mal mit wasserfreB@M gewaschen. Nach dem
letzten Reaktionsschritt wurde mit wasserfreiem D@&lvaschen, bis keine Farbung
in der Waschlésung mehr zu beobachten war. Andtdhie erfolgten abwechselnd je
drei weitere Waschschritte mit DMF und DCM und ditief2end mit iPrOH, wonach
das Harz mittels Wasserstrahlvakuum getrocknet e&wurBie nun folgende
Zyklisierung wurde mit 5 Aq. PyBop, 5 Ag. HOBt untld Ag. DIEA bei einer
Reaktionszeit von zwei mal 120 min durchgefuhrt. Falle des kleinsten Zyklus
(Asp-Dab) musste noch ein dritter ReaktionszyklbgrilNacht erfolgen, um eine
vollstandige Zyklisierung zu erreichen. Die Kupplunder verbleibenden

Aminosauren erfolgte am Synthesizer mit Doppelkupgen, die Acetylgruppe
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wurde wie im allgemeinen Protokoll beschrieben amd aufgebracht.

Die Abspaltung und Fallung erfolgte unter den idigeaneinen Synthesetell
angegebenen Bedingungen, abschlielend wurden gied@emittels analytischer
RP-HPLC gereinigt und gefriergetrocknet. Das ubesp Aund Dab zyklisierte
Derivat musste hierbei ein zweites Mal gereinigtrdes, da nach dem ersten

Durchlauf noch etwa 5% Verunreinigungen enthaltanen.

JMP106: Ausbeute: 115 mg (48 umol; 48%); weilRes Pulver; homogen ér d
analytischen RP-HPLC «t = 2,0 min); ESI-MS: m/z = 797,6 [M+3H];
1195,6 [M+2H]; M, = 2389,75 berechnet fiir§gH179N2¢03.

JMP107: Ausbeute: 99 mg (42 umol; 42%); weil3es Pulver; homogen im de
analytischen RP-HPLC {t = 2,6 min); ESI-MS: m/z = 792,8 [M+3H];
1188,4 [M+2H]; M, = 2375,74 berechnet fiir&H17:1N2g03.

JMP108: Ausbeute: 116 mg (49 umol; 49%); weil3es Pulver; homogen ar d
analytischen RP-HPLC «t = 2,3 min); ESI-MS: m/z = 788,4 [M+3H];
1181,8 [M+2H]; M, = 2361,73 berechnet fiirggH16dN 2603

JMP111: Ausbeute: 65 mg (28 umol; 28%); weil3es Pulver; homogen im de
analytischen RP-HPLC {t = 1,7 min); ESI-MS: m/z = 784,0 [M+3H];
1175,2 [M+2H], M, = 2348,66 berechnet fur1@‘|167N29032.
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JMP120Photoaffinitats-Peptid — Benzophenon N-terminal

)
H H
_N o N_ O
O ‘ SSTYIEELGKREVTIPPKYR

3
S H

o) =

H HN

Zur Beladung wurden 0,1 mmol Biotin-PEG NovaTag™za einer Einmalspritze
eingewogen. Nach Entfernen der Fmoc-Schutzgruppge26%o Piperidin in NMP
wurde mit 2,5Ag. Fmoc-Arg(Pbf)-OH, 2,5Aq. HATU din5Ag. DIEA in
2,5 mL NMP flr eine Stunde unter kraftigem Schatteéladen. Hierauf wurde das
Harz mit NMP gewaschen und die Prozedur wiederbditschlieRend wurde das
Harz je finfmal abwechselnd eine Minute mit DMF ub@M gewaschen, miPrOH
geschrumpft und im Wasserstrahlvakuum getrocknee ®ynthese des Peptids
erfolgte am automatisierten Batch-Synthesizer,Doppelkupplung der Aminoséuren
SSTYIE..., wonach das Harz erneut gewaschen umdajeiet wurde.

Zum Einfuhren der Benzophenon-Gruppe wurden 4 AdRedzoyl-benzoesaure,
4 Ag. HOBt, 4 Aq. HBTU und 4 Aqg. DIEA in 2,5 mL DM geldst und zum Harz
gegeben und in einer Einmalspritze im Laborschutiteer vier Stunden gekuppelt.
Nach erfolgter Kupplung wurde das Harz erneut viieroangegeben gewaschen. Die
Abspaltung und Fallung wurde unter den im allgereisyntheseteil angegebenen
Bedingungen vorgenommen, jedoch wurde auf TIPSiclaet, um Nebenreaktionen
mit der Benzophenon-Gruppe zu vermeiden. Abschhié3eurde das Peptid mittels

analytischen RP-HPLC gereinigt und gefriergetrotkne

Ausbeute:144 mg (48 umol; 48%); weildes Pulver; homogenenahalytischen RP-
HPLC (& = 3,1 min); ESI-MS:m/z = 1502,4 [M+2H], 1001,8 [M+3H], 751,8
[M+4H"]; M, = 3003,52 berechnet fiir fgH»16N3,057S.
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JMP121 Photoaffinitats-Peptid — Benzophenon zentral

H H
HN N\/\’LO\A\/N O
2 \SSTY|EELGKREVT|PPKYR/
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o) o)

Zur Beladung wurden 0,1 mmol Biotin-PEG NovaTag™za einer Einmalspritze
eingewogen. Nach Entfernen der Fmoc Schutzgruppe2@o Piperidin in NMP
wurde mit 2,5Aq. Fmoc-Arg(Pbf)-OH, 2,5Ag. HATU dn5 Ag. DIEA in
2,5 mL NMP fir eine Stunde unter kraftigem Schitteéladen. Hierauf wurde das
Harz mit NMP gewaschen und die Prozedur wiederiAdischiel3end wurde das Harz
je funfmal abwechselnd eine Minute mit DMF und DQjwaschen, mitPrOH
geschrumpft und im Wasserstrahlvakuum getrockneé 8ynthese des Peptids
erfolgte am automatisierten Batch-Synthesizer,Doppelkupplung der Aminosauren
SSTYIE..., wobei das zentrale Lysin als Seitenkef#oc-Derivat eingesetzt wurde.
Der N-Terminus wurde mit einer Loésung von 5%@aund 6% 2,6-Lutidin in DMF
(v/v) zwei mal 15 min acetyliert, wonach das Hameeit gewaschen und getrocknet
wurde. Die Abspaltung der Alloc-Gruppe wurde wie atlgemeinen Syntheseteil
beschrieben vorgenommen, gefolgt von Waschschritten

Zum Einfuhren der Benzophenon-Gruppe wurden 4 AdRedzoyl-benzoeséaure,
4 Ag. HOBt, 4 Aq. HBTU und 4 Aqg. DIEA in 2,5 mL DM geldst und zum Harz
gegeben und in einer Einmalspritze im Laborschutiteer vier Stunden gekuppelt.
Nach erfolgter Kupplung wurde das Harz erneut vileroangegeben gewaschen. Die
Abspaltung und Fallung wurde unter den im allgereisyntheseteil angegebenen
Bedingungen vorgenommen, jedoch wurde auf TIPSiclaet, um Nebenreaktionen
mit der Benzophenon-Gruppe zu vermeiden. Abschtié3eurde das Peptid mittels

analytischen RP-HPLC gereinigt und gefriergetrotkne

Ausbeute:121 mg (40 umol; 40%); weilRes Pulver; homogen @n dnalytischen
RP-HPLC (k = 3,2 min); ESI-MS:m/z = 1523,8 [M+2H], 1016,2 [M+3H],
762,8 [M+4HT]; M, = 3045,55 berechnet fiirH,18N35040S.
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JMP122 Photoaffinitats-Peptid — Benzophenon C-terminal

o] O

H H
o N\/\/\)J\ N
SSTYIEELGKREVTIPPKYR” \/\H O O

Zur Beladung wurden 0,1 mmol Universal NovaTag™ ZHar einer Einmalspritze
eingewogen. Die Mmt-Schutzgruppe wurde durch Eikwig einer Lésung von 1 M
HOBt in DCM/TFE 1:1 (v/v) fur zwei mal 30 min undnenal 1 h entfernt, wonach
keine Rotfarbung der LOsung mehr beobachtet wurbHeerauf wurde die
Benzophenon-Gruppe eingefiihrt, wofiir 4 Aq. 4-Beivb@nzoesaure, 4 Ag. HOBL,
4 Ag. HBTU und 4 Ag. DIEA in 2,5 mL DMSO geldst urebim Harz gegeben
wurden. Nach vier Stunden wurde das Harz je funfmbavechselnd eine Minute mit
DMF und DCM gewaschen, miPrOH geschrumpft und im Wasserstrahlvakuum
getrocknet. Nach Entfernen der Fmoc Schutzgrupp®8b Piperidin in NMP wurde
mit 2,5 Ag. Fmoc-Arg(Pbf)-OH, 2,5 Agq. HATU und 5 ABIEA in 2,5 mL NMP fur
eine Stunde unter kraftigem Schutteln beladen. N&elschen wurde die Prozedur
wiederholt. Die Synthese des Peptids wurde am attsierten Batch-Synthesizer
fortgesetzt, fur die Sequenz SSTYIE... wurden Ddpgmlungen verwendet. Das
Harz wurde erneut gewaschen und getrocknet. Zunridgdn des Biotin-Labels
wurden 1,2 Ag. N-(+)-Biotinyl-aminocapronsaure, A@ HOAT, 1,2 Aq. HATU
und 2,4 Ag. DIEA in 3,5 mL DMF gel6st in einer Eiatspritze zum Harz gegeben
und fir drei Stunden geschuttelt. Die Abspaltung &éllung wurde unter den im
allgemeinen Syntheseteil angegebenen Bedingunggemommen, jedoch wurde auf
TIPS verzichtet, um Nebenreaktionen mit der Beneaph-Gruppe zu vermeiden.
AbschlieBend wurde das Peptid mittels analytiscir-HPLC gereinigt und

gefriergetrocknet.

Ausbeute: 88 mg (29 mmol; 29%); weil3es Pulver; homogen in aealytischen
RP-HPLC (g = 3,0 min); ESI-MSm/z= 1110,4 [M+3H]; M, = 3027,50 berechnet
flr CragH21dN32036S.
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6 Abkurzungsverzeichnis

In der vorliegenden Arbeit wurden zusatzlich zu debrauchlichen Abktrzungen der
SI-Einheiten Standardabkirzungen n&@S Style Guide: A manual for Authors and
Editord®™® verwendet. Zur Nomenklatur und gebrauchlichen Heocischen

Abkurzungen sei aul3erdem auf HilPAC-IUBMB Joint Commission on Biochemical
Nomenclature verwiesefi’”. Einige der verwendeten Abkirzungen sind im

Folgenden angegeben:

A Angstrom

ABP Aktivitatsbasierte Sonde @ity Based Probe)
Abz Aminobenzoesaure

Ac Acetyl

Ac,O Essigsaureanhydrid

Alloc Allyloxycarbonyl

AMC 7-Amino-4-methyl-cumarin

AMPA a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol-Propionsaure
Aqg. Aquivalente

BCIP 5-Bromo-4-chloro-3-indolylphosphat, Toluidais
Bid BH3 interacting domain death agonist

Boc tert-Butyloxycarbonyl

Bu n-Butyl

CaR calcium sensing receptor

CD Circulardichroismus

ClT Chlor/Tolidin-Farbung

CP1B 27meres Peptid aus Exon 1B von humanem Catpast
Dab 2,4-Diaminobuttersaure

Dansyl 1-Sulfonyl-5-dimethylaminonaphthalin

DBSI Dibenzosulfonimid

DC Dunnschichtchromatographie

DCM Dichlormethan

Dde 1-(4,4-Dimethyl-2,6-dioxocyclohex-1-yliden)-gth
DEAE Diethylaminoethyl

DIC Diisopropylcarbodiimid

DIEA Diisopropylethylamin

DMAP 2,4-Dimethylaminopyridin
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DMF
DMSO
Dnp
DNS
Doo
DTNB
DTT
E. coli
EDC
EDDnp
EDT
EE
EGF
EGTA
ELISA
ESI

Et
Et,O
Fmoc
FRET
Gas2
HATU

HBTU

HOAC
HOAt
HOBt
HOSu
HPLC
HV
ICso

iPr

IUP
Kp

N, N-Dimethylformamid

Dimethylsulfoxid

2,4-Dinitrophenyl

Deoxyribonukleinsaure

3,6-Dioxa-8-Aminooctansaure
Dithio-bis-(2-nitrobenzoesaure)

Dithiothreitol

Escherichia coli
1-(3-Dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimid
N-(2,4-Dinitrophenyl)-etyhlendiamin

1,2-Ethandithiol

Essigsaureethylester

Epidermaler Wachstumsfakt&pidermal Growth Factgr
Ethylenglykol-O,0’-bis(2-aminoethyl)-N,N,N’,Metraessigsaure
enzyme linked immuno sorbent assay
Elektro-Spray-lonisierung

Ethyl

Diethylether

9-Fluorenylmethoxycarbonyl
Fluoreszenz-Resonanzenergietransfer

Growth arrest-specific protein 2
N,N,N',N'-Tetramethyl-O-(7-azabenzotriazol-1-yl)-uronium
hexafluorophosphat
N,N,N',N'-Tetramethyl-O(1H-benzotriazol-1-yl)uronium
hexafluorophosphat

Essigsaure

1-Hydroxy-7-azabenzotriazol

1-Hydroxybenzotriazol

N-Hydroxysuccinimid

High Pressure Liquid Chromatography

Hochvakuum

bendotigte Konzentration fur 50%ige Inhibition eirgszyms
Immunglobulin G

iso-Propyl

intrinsisch unstrukturiertes Protein

Siedepunkt
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KPG
LC-MS

ml-ll
MAP

MBS
MD
Me
MeCN
MHC
min
mM
Mmt

MS
MTB
MWD
pl-1
NBT
NMM
NMP
NMR
Npys
OAll
Orn
p.a.
Pbf
PBS
PCS
PDA
PDB
PE
PEST
Ph
PhSiH

Kerngezogenes Prazisions-Glasgerat
Flissigchromatografie-gekoppelte Massenspeietrie
molar
m-Minicalpain (Konstrukt aus Doméne | undvibn m-Calpain)
Mitogen-aktivierte Proteinkinase
Multi-Antigen-Peptid (Dendrimer)
m-Maleimidobenzoyl-N-hydroxysuccinimidester
Molecular DynamicgKalkulationen)
Methyl
Acetonitril
Major Histocompatibility Complex
Minute(n)
millimolar
4-Methoxytrityl
Molgewicht
Massenspektrometrie
Methyl-tert-butyl-ether
Multi-Wellenlangen-Detektor
H-Minicalpain (Konstrukt aus Doméne | undvbbn p-Calpain)
Nitroblue® Tetrazolchlorid
N-Methylmorpholin
N-Methyl-pyrollidon
Kernspinresonanan(clear magnetic resonance
3-Nitro-2-pyridinsulfenyl
O-Allyl
Ornithin
pro analysi- analysenrein
2,2,4,6,7-Pentamethyldihydrobenzofuran-5-sylfon
Phosphatgepufferte Kochsalzlésung
Primare Kontaktstellprfmary contact site
Photodioden-Array
Protein Data Bank
Petrolether
Pro, Glu(Asp), Ser/Thr-reiche Region einesds
Phenyl
Phenylsilan
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Pip

Pipn
PKA
PKC
PPase
PS-SCL
PTH
PyBOP
guant

Ry
RP-HPLC
RT
ScpA
SAR
SDS
SDS-PAGE
SLY-AMC
SspB
tBu
TEA
TEMED
TFA
tEPS
TFE
THF
TIPS
TNFa

tr
Tricine
Tris

Trt
UV/Vis
Xaa

Z

Piperidin
Phosphatidylinositol-Polyphosphat
Proteinkinase A
Proteinkinase C
Phosphoprotein-Phosphatase
positional scanning synthetic combinatorial libresi
Parathyroid-Hormon
Benzotriazolyl-oxy-tris-pyrrolidino-phospham-hexafluorophosphat
guantitativ
Retentionsfaktor in der Diinnschichtchromatographie
Reversed-Phase High Pressure Liquid Chomregthie
Raumtemperatur
Staphopain A
Struktur/Aktivitats Beziehungsfructure activity relatioship
Natriumdodecylsulfonat
Natriumdodecylsulfonat-Polyacrylamid Gelt&lophorese
Succinyl-Leu-Tyr-AMC (s. oberhalb)
Staphopain B
tert-Butyl
Triethylamin
N,N,N’,N-Tetramethyl-ethylendiamin
Trifluoressigsaure
trans-Epoxybernsteinsdure / -succinimid (= Oxiran-2,3adwnsaure)
Trifluorethanol
Tetrahydrofuran
Triisopropylsilan
Tumor-Nekrosefaktow
Retentionszeit in der analytischen HPLC
N-Tris-(hydroxymethyl)-methylglycin
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Trityl
Ultraviolet/Visible (sichtbares Licht)
Platzhalter fur beliebige Aminosaure
Benzyloxycarbonyl
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