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Kurzzusammenfassung

KURZZUSAMMENFASSUNG

Die Supramolekulare Chemie riickte vor allem in den letzten Jahren verstirkt in den Fokus der
Wissenschatft, insbesondere im Feld der Biologie. Hinsichtlich der nur schwer zu erforschenden
grundlegenden Prozesse auf molekularer Ebene werden neuartige chemische Werkzeuge gefor-
dert um Protein-Protein Wechselwirkungen (engl.: protein-protein interactions, PPIs) genauer
zu untersuchen. Ein besseres Verstidndnis und mogliche Modulierungen von PPIs haben grof3es
Potenziel zur Nutzung fiir neuartige Diagnosemethoden und Therapien von Krankheiten. Eine
groBBe Herausforderung stellt hierbei die spezifische Erkennung und Bindung von Proteinober-
flichen dar. Supramolekulare Liganden miissen zur effektiven Modulation von PPIs oft in fla-
chen Rillen oder groB3en Poren auf der Proteinoberfldche binden.

Diese Dissertation befasst sich mit dem Design, der Synthese und Untersuchung eines supra-
molekularen Liganden zur selektiven Bindung in der Nihe des nuklearen Exportsignals (engl.
nuclear export signal, NES) des Zielproteins Survivin um effektiv die Bindung zum Partner-
protein CRM1 zu inhibieren. Survivin ist ein wichtiges Mitglied der Familie der Apoptose-
Inhibitoren. Es reguliert zudem die Zellproliferation und wird in fast allen menschlichen Krebs-
zellen liberreguliert. Da seine Doppelfunktion durch den Exportrezeptor CMR1 vermittelt wird,
stellt die gezielte Inhibierung der Interaktion durch synthetische Modulatoren ein attraktives
Ziel, besonders im Hinblick auf die Entwicklung von Therapeutika, dar. Um einen spezifischen,
hochaffinen Inhibitor fiir die CRM1-Survivin Interaktion zu erhalten, wurden in dieser Arbeit
sequenzdefinierte makromolekulare Gertiste synthetisiert, welche in Kombination mit jeweils
zwel von Schrader et al. etablierten molekularen Pinzetten (engl.: Tweezers), potente divalente
Liganden darstellen. Zur weiteren Erhohung der Valenz und zur gleichzeitigen Erleichterung
der Zellauthahme wurde das Konzept um die Anbringung auf ultrakleinen Goldnanopartikeln

erweitert (Abbildung 1).
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Abbildung 1: Konzeptiibersicht: Entwicklung multivalenter Liganden mit dem Bindungsmotiv des aminoséure-
spezifischen molekularen Tweezers (n=1).!

Inspiriert von den Abstidnden der zu bindenden, im Homodimer vorliegenden, Lysinseitenket-
ten in der Ndhe des NESs, wurden drei Tweezer-Makromolekiile mit zunehmenden Interligan-
denabstédnden entwickelt. Fiir die Synthese der makromolekularen Grundgeriiste wurde die Po-
lymerfestphasensynthese nach Hartmann et al. herangezogen. Sie ermdoglicht die individuelle
Einstellung von Parametern wie der Valenz, der Absténde, der Konturldnge oder der Hydrophi-
lie durch Verwendung von maflgeschneiderten Bausteinen. Die Anbringung der Tweezer er-
folgte in Kooperation mit dem Arbeitskreis von Prof. Dr. Schrader und mittels Kupfer-kataly-
sierter Azid-Alkin-Cycloaddition. In nachfolgenden biochemischen Untersuchungen gemein-
sam mit dem Arbeitskreis von Prof. Dr. Knauer hinsichtlich der Bindung (Oberflachenplasmo-
nenresonanz, engl.: surface plasmon resonance, SPR) und Inhibition (Pull-Down Assays) der
Survivin/CRMI Interaktion zeigte das ldngste divalente Konstrukt die hochsten Affinitdtswerte
und eine effiziente Hemmung der PPI bei ca. 10 pM. Da allerdings die Tweezer-Makromole-
kiile allein nicht fahig sind die Zellmembranen zu durchdringen, dies aber fiir die Entwicklung
von effektiven Therapeutika essenziell ist, wurde im néchsten Schritt sowohl der monovalente
Tweezer als auch das divalente Tweezer-Makromolekiil in Kooperation mit dem Arbeitskreis
von Prof. Dr. Epple an ultrakleine Goldnanopartikel angebracht. So konnte zum einen das Kon-
zept der Multivalenz durch Erhéhung der Tweezer-Valenz von zwei auf 10 respektive 16 erhoht
werden, wodurch zum einen die Affinitdt um das 100fache verbessert werden, als auch die
Inhibitionsfahigkeit weiter gesteigert werden konnte. Zum anderen konnte in einer Zellauf-
nahme Studie mit HeLa-Zellen der erfolgreiche Transport der Tweezer-Nanopartikelkonstrukte
in die Zellen gezeigt werden und die Konstrukte in Zellorganellen durch konfokale Mikrosko-

pie nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse zeigen, wie ein supramolekulares
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Erkennungsmotiv zu einem starken PPI-Inhibitor durch die individuelle Kombination verschie-
dener multivalenter Geriiste weiterentwickelt werden kann. Durch Kombination von Multi-
valenz und Einbindung von Peptidsequenzen komplemantir zur Proteinoberfliche konnte in

zukiinftigen Projekten die Spezifitét als auch die Affinitdt weiter verbessert werden.
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Einfiihrung

1 EINFUHRUNG
1.1 Kurze Einfiihrung in die Supramolekulare Chemie

Uber die letzten fiinfzig Jahre hat sich die Supramolekulare Chemie zu einem vielfiltigen in-
terdisziplindren Forschungsgebiet entwickelt, das sich von Chemie tiber Physik und Biologie
zu chemischen Verbindungen mit verschiedenen Unterkategorien entwickelt hat.> 3 Sie be-
schiftigt sich mit der Erforschung von molekularen Komplexen, die durch spezifische nicht-
kovalente, intermolekulare Krifte organisiert und zusammengehalten werden.® Der Begriff
wurde erstmals von Jean-Marie Lehn mit seinen beiden Verdffentlichungen zu Kronenthern,
der Wirts-Gast Chemie und molekularer Erkennung im Jahr 1978 eingefiihrt.* > Bereits 1967
gelang Charles J. Pederson der Durchbruch mit der Synthese eines zyklischen Kronenthers und
seinen komplexierenden Eigenschaften von Metallionen. Erst 1987 erlangte das Forschungsge-
biet der Supramolekularen Chemie jedoch zunehmende Aufmerksamkeit durch die Vergabe
des Nobelpreises an Jean-Marie Lehn, Charles J. Pedersen und Donald J. Cram fiir die ,,Ent-
wicklung und Verwendung von Molekiilen mit strukturspezifischer Wechselwirkungen von ho-
her Selektivitit*.°

Doch die Wurzeln des Konzepts reichen weit tiefer. Bereits Ende des 18. Jahrhunderts
definierte der Wissenschaftler Paul Ehrlich als Erster den Begriff des zellularen Rezeptors in
seinen Immunitdtsstudien. In seiner berithmten Seitenkettentheorie erklért er, dass ohne eine
Bindung von Substrat und Zelle keine Funktion ausgeldst wird.”® 1894 erkannte Emil Fischer,
dass Interaktionspartner, wie Schliissel und Schloss ineinander passen miissen und erweiterte
somit die Theorie um die Selektivitdt, die durch geometrische Komplementaritét der Interakti-
onspartner geschaffen wird und grundlegend fiir die molekulare Erkennung ist.’

Neben der Selektivitit spielt ebenso die Affinitdt zwischen den Interaktionspartnern
eine groBe Rolle, die nach Alfired Werner in der Koordination der Substrate zu Grunde liegt.'°
Zusitzlich wurde bereits 1937 der Begriff ,,Ubermolekiil“ durch den deutschen Chemiker Kar/
Lother Wolf eingefiihrt. Er beschreibt die Komplexbildung aus koordinativ geséttigten Verbin-
dungen, wie es bei der Selbstassoziierung einer Carbonsdure zum Dimer der Fall ist (Abbildung

2).11, 12
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Abbildung 2: Veranschaulichung der Komplexbildung aus zwei Carbonsduren zum Dimer durch Ausbildung von
Wasserstoffbriickenbindungen. !!

Gestiitzt durch diese Konzepte definiert Lein die Supramolekulare Chemie als Forschungsge-
biet, dass sich mit organisierten Einheiten hoherer Komplexitit, die aus der Verbindung von
zwel oder mehr chemischen Spezies resultieren und durch intermolekulare Krifte zusammen-
gehalten werden, beschiftigt.!> Kurz gesagt wird sie oft als ,Chemie, die iiber das Molekiil
hinausgeht® bezeichnet, oder auch ,Chemie der nicht-kovalenten Bindung‘ oder ,nicht-moleku-
lare Chemie* sind im Sprachgebrauch bekannt.'*

Ein essenzieller Schritt fiir den Durchbruch der Supramolekularen Chemie stellte die Forschung
von Charles J. Pedersen dar, welchem, mit der ersten Synthese eines cyclichen Kronenthers
zur Erkennung und Komplexierung von Metallionen gelang, einen selektiven Wirt-Gast Kom-
plex zu entwickeln.!> 1617

Aus der Wirt-Gast Chemie, die die kleinste Kategorie an Supermolekiilen bildet, geht besonders
der Zusammenhang zwischen molekularer und supramolekularer Chemie in Bezug auf Struktur

und Funktion hervor. Demnach ist die molekulare Erkennung ein essentieller Teil der Wirts-

gast Chemie.'® (Abbildung 3).

Molekulare Chemie Supramolekulare Chemie
I! I kovaluntc revermble |
. ' Bmdungs]cnuptung Bmdun eskniipfung
Wirt/Rezeptor Gast/Substrat Supramolckularer Komplex
Molckiil Molckiil »Supcrmolckiil

Abbildung 3: Schematische Darstellung des Verlaufs von Molekularer Chemie zu Supramolekularer Chemie.?

Bei der vereinfachten Betrachtung der supramolekularen Chemie als Komplexierungsereignis
werden die beiden interagierenden Partner als Wirt und Gast bzw. als Rezeptor und Substrat

definiert.® 1> Letztere Terminologie findet sich vor allem in biologischen Systemen, wie sie
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Fischer untersucht hat, wieder. Der hiufig genutzte Begriff des Liganden hingegen wird oft
unspezifisch auf beide Partner des Komplexes angewendet.!®> Beim Wirt/Rezeptor handelt es
sich um eine grof3es, kovalent verkniipftes Molekiil oder Aggregat. Sie sind beispielsweise zyk-
lische Verbindungen oder Enzyme im biologischen Kontext, die einen zentralen Hohlraum oder
Loch aufweisen. Dieser Hohlraum dient dazu selektiv den kleineren Interaktionspartner, das
Substrat bzw. den Gast zu koordinieren, wodurch diese Molekiile zu einem Supermolekiil zu-
sammengefiigt werden. Der Gast kann hierbei sowohl ein einatomiges Kation oder organisches
Anion sein als auch ein komplexeres Molekiil, wie ein Hormon. Folglich weisen Rezeptoren
konvergente Bindungsstellen, wie Wasserstoftbriickenbindungs-Donoren oder Lewis-Donato-
ren auf, wihrend Substrate, dementsprechend divergente Bindungsstellen, wie Lewis-saure
Metallkationen auf. Die Bindungsstelle eines jeweiligen Wirts oder Gastes ist jeweils der Be-
reich, der sowohl die geeignete GroB3e, Geometrie als auch chemische Beschaffenheit aufweist
um mit einem Interaktionspartner in eine nicht-kovalenten Wechselwirkung zu treten.'® 2

Diese nicht-kovalenten Wechselwirkungen zwischen den interagierenden Molekiilen sind fiir
die reversible Bildung der Aggregate/Supermolekiile von entscheidender Bedeutung. Sie sind
nicht genau definiert und werden allgemein als eine Bindungsinteraktion verstanden, die nicht
mit dem klassischen Uberlapp von zwei Atomorbitalen beschrieben werden kann. Die Bin-
dungsstirke von nicht-kovalenten Wechselwirkungen ist im Wesentlichen schwicher als die
der kovalenten, die zwischen 150 kJ/mol-450 kJ/mol liegen kénnen.'® Zu den nicht-kovalenten
Wechselwirkungen zéhlen von recht schwachen Losungsmitteleffekten (Hydrophobizitét), Van
der Waals-WW (dispersive / induktive WW) und Wasserstoffbriickenbindungen iiber Dipol-
Dipol-, bis Ion-Dipol-, und Ion-lon Wechselwirkungen. Die Stirke dieser Wechselwirkungen
reichen von 2 kJ/mol fiir Dispersionswechselwirkungen bis zu 300 kJ fiir [on — Ion Wechsel-

wirkungen (Tabelle 1).21:22
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Tabelle 1: Ubersicht der nicht-kovalenten Wechselwirkungen und ihre zugehdrigen Bindungsstirken in
[kcal/mol].”* 2

Interaktion Energie [kJ/mol]

Ion-lon WW 200 - 300

Ion-Dipol WW 50-200
Wasserstoftbriickenbindung 4-120
Dipol-Dipol WW 5-50
Kation-t WW 5-80
-t WW 0-50

Van der Waals WW <5, in Abhidngigkeit der Oberfléche
Hydrophobe WW Bezogen auf Losungsmittel-WW-Energie

Wirt-Gast Systeme sind sehr labil, auBBer die Assoziation und Dissoziation werden durch steri-
sche Hindernisse des Wirts gesteuert. Die Stabilitit des Wirt-Gast Assoziationskomplex wird
hingegen in erheblichen Mal3 von der Solvatationsenergie des Wirts als auch des Gasts gesteu-
ert. Folglich kann die Assoziationskonstante fiir Wirt-Gast-Komplexe von Losungsmittel zu
Losungsmittel, je nach relativen Beitriigen dieser Solvatationsenergien drastisch variieren.?
Die Stabilitdt der Komplexe kann dennoch als Summe der verschiedenen WW betrachtet wer-
den, wobei die Energiebilanz des gesamten Systems minimiert werden muss.?% 2

Die molekulare Erkennung betrachtend ist die Reversibilitidt der Komplexbildung von wesent-
licher Bedeutung. So kann bei einem fehlerhaften Erkennungsprozess durch Dissoziation der
Komplex aufgebrochen und neu gebildet werden.?*

So hat die Forschung im Gebiet der Supramolekularen Chemie in den letzten Jahren darauf
abgezielt, die Vielseitigkeit der nicht-kovalenten Wechselwirkungen nutzbar zu machen.?
Dieses Ziel zu erreichen, wurde vor allem von dem Wunsch, die duBerst spezifischen Bindungs-
wechselwirkungen der Natur zu verstehen und zu imitieren, die durch die Analogie von
"Schloss und Schliissel" veranschaulicht werden, angetrieben.?% %’

GroBle Bedeutung kommt hierbei synthetischen Wirt-Gast-Systemen zu, die supramolekulare
Strukturen von hoher Komplexitit bilden kdnnen. Supramolekulare Systeme sind hinsichtlich
Spezifitit und Funktionalitdt (,,molekulare Schalter) plan- und optimierbar, woraus sich Kon-

zepte fiir die Entwicklung von neuen Materialien fiir molekulare Erkennung, molekulare Struk-

turen und Selbstorganisation ableiten.?®
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1.2 Molekulare Erkennung

Die molekulare Erkennung ist ein wesentliches Konzept in verschiedenen Bereichen, darunter
Biochemie, Pharmakologie und Materialwissenschaft, und das Verstindnis der Grundsétze der
molekularen Erkennung ist entscheidend fiir die Entwicklung neuer Medikamente, Materialien
und Technologien. Mittlerweile hat sie ein Niveau erreicht, auf dem es moglich ist fiir viele
Arten von kleinen bis mittelgroBen Molekiilen synthetische Rezeptoren, mit einem guten Maf3
an Vorhersehbarkeit und Selektivitit zu designen und zu synthetisieren.?® 2’

Die molekulare Erkennung ist zu verstehen als die Bindung von einem oder mehrerer Substrat-
molekiile durch ein synthetisches Rezeptormolekiil. Grundlegend, um in Wechselwirkung zu
treten und spezifisch zu binden sind komplementére molekulare Strukturen und chemische Ei-
genschaften. Fiir die Spezifitidt der molekularen Erkennung sind neben der Gréf3e, Form und
chemischen Beschaffenheit der interagierenden Partner ebenso die Anziehungskrifte, die zwi-
schen ihnen herrschen, wichtig. Folglich beruht dieser Prozess auf den molekularen Informati-
onen, die in der Architektur und den Koordinationsstellen der interagierenden Partner gespei-
chert sind. Besonders wichtig ist er fiir das Funktionieren vieler biologischer Systeme, wie bei-
spielsweise die Interaktionen zwischen Enzymen und Substraten oder auch Protein-Protein-In-
teraktionen. Folglich schlie8t die molekulare Erkennung neben der Speicherung von Informa-
tion ebenfalls das Auslesen dieser auf molekularer Ebene ein. Essenziell ist hierbei, dass eine
Bindung allein noch keine Erkennung darstellt.'®: 23

Ausgehend davon, wie Molekiile sich untereinander erkennen und organisieren, kann die Sup-
ramolekulare Chemie in die Kategorien der Wirts-Gast-Chemie und der Selbstorganisation ein-

geteilt werden. Der Hauptunterschied zwischen den beiden Bereichen ist die Frage der Grof3e

und Form.

1.2.1 Wirt-Gast Systeme und Selbstorganisation

Bei allen Wirt-Gast Systemen bildet das signifikant groBere Molekiil, welches das kleinere
,Gast‘-Molekiil umhiillt den ,Wirt‘. Beide Interaktionspartner miissen komplementére Eigen-
schaften wie Grofle, Geometrie und chemischen Eigenschaften aufweisen, um miteinander in-
teragieren zu konnen. Der Bereich, welcher bei jedem Interaktionspartner direkt an der Kom-

plexbildung beteiligt ist, wird als Bindungsstelle bezeichnet.

Eine der ersten Definitionen zur Wirts-Gast Struktur wurde 1948 von H.M. Powell vorgeschla-

gen.! Er prigte den Begriff ,,Clathrat”, abgeleitet aus dem griechischen Wort Kethra, das
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,Balken* bedeutet. Es handelt sich hierbei um einen vollstdndigen Einschluss einer Gruppe von
Molekiilen in einer geeigneten, von einer anderen gebildeten, Struktur. Diese Einschlussver-
bindungen zeigen allerdings nur als kristalline Festkorper ein Wirt-Gast-Verhalten, da der
Hohlraum, in welchem der Gast gebunden ist durch eine Liicke zwischen zwei oder mehreren
Wirtsmolekiilen in der Packung des Wirtsgitters entstanden ist.'®:3!-32 Verfiigt der Wirt hinge-
gen iiber einen permanenten intramolekularen molekularen Hohlraum mit spezifischen Bin-
dungsstellen, so ist diese Bindungsstelle eine intrinsische molekulare Eigenschaft des Wirtes
und existiert somit nicht nur im festen Zustand, sondern auch in Losung. Diese Wirts-Gast-
Komplexe werden als Cavitat bezeichnet.'* 1’

Neben diesen Wirt-Gast-Komplexbildungen kann zusitzlich eine dritte Komplexbildungssitu-
ation unterschieden werden. Hierbei gibt es keine signifikanten Grofenunterschiede zwischen
den beiden Komponenten und keiner fungiert als Wirt oder Gast. Dieser Prozess der Selbstor-
ganisation ist als Gleichgewicht der Komponenten zu Verstehen. Die spontane Erkennung zwi-
schen zwei oder mehr diskreten Molekiilen fiihrt zu nur einem wohldefinierten Aggregat mit
einer Struktur, die nur von den in den chemischen Bausteinen enthaltenen Informationen ab-
hiingt.!'* 333 Das gebildete Aggregat ist das thermodynamisch stabilste innerhalb der mogli-
chen formbaren Spezies.>* Nach einer friiheren Definition nach Johanathan Lindsey muss beim
Selbstorganisationsprozess zwischen strikter und gerichteter Selbstorganisation unterschieden
werden. Bei der strikten Selbstorganisation wird direkt ein wohldefiniertes Aggregat gebildet.
Bei der gerichteten hingegen wird der Prozess durch zusétzliche Komponenten, wie Solvata-
tions- oder Schabloneneffekte oder bei Festkorpern durch Keimbildungs- und Kristallisations-
prozesse beeinflusst oder gesteuert. Folglich folgt die Selbstassemblierung im idealisierten Fall

einem kooperativen oder allosterischen Prozess.'® 3
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Abbildung 4: Schematische Darstellung zur Veranschaulichung der unterschiedlichen Komplexbildungsmoglich-
keiten: A) Bildung eines Wirt-Gast-Komplex, B) Einschluss von Gastmolekiilen in Hohlrdume, in einem von
Wirtsmolekiilen gebildetem Gitter, C) Bildung eines selbstassemblierten Aggregats, das nicht der klassischen
Wirt-Gast-Beschreibung entspricht. '

Ein prominentes Beispiel aus der Natur, welche voll von supramolekularen Systemen ist, stellt
die Desoxyribonukleinsdure (DNS) mit ihrer Doppelhelix dar.?” Komplementire Basenpaare
bilden Wasserstoffbriickenbindungen, die unterstiitzt durch n-n-Stacking, die beiden einzelnen
DNS-Strange zusammenhalten. Das Zusammenfinden dieser Einzelstrénge 1duft spontan in ei-

nem strengen Selbstorganisationsprozess ab.>’

1.2.2 Protein Erkennung

Die Natur selbst ist voll von supramolekularen Erkennungsereignissen. Seien es Wirt-Gast Sys-
teme, wie Substrate und Enzyme, die erst dann ihre Funktion bei erfolgreicher Erkennung ent-
falten oder spontane Selbstorganisationen wie die Bildung der DNS-Doppelhelix, welche die
gesamte genetische Information trigt.>”- 8 Zum groBten Teil laufen diese Erkennungsprozesse
auf Proteinebene ab, wodurch Aminosaurereste eine wesentliche Rolle spielen. Protein-Protein

Interaktionen (PPI) spielen eine entscheidende Rolle, bei der Funktion von Zell-
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/Organellenstruktur, der Immunreaktion, der Hemmung von Proteinenzymen, der Signaltrans-
duktion oder auch der Apoptose.** Dennoch sind fiir viele Proteine die genauen Proteinbin-

dungsstellen noch weitestgehend unbekannt.*’

Proteine, in ihrer nativen gefalteten Konforma-
tion, bilden eine dem Losungsmittel ausgesetzte dulere Oberfldche sowie eine innere, dem Lo-
sungsmittel entzogene Oberflache. Aktive Stellen von Enzymen liegen meist im Inneren der
Proteine.*’

Die Kontaktflachen bei PPI liegen auf der dufleren Oberflache und sind Allgemeinen flach und
weisen hdufig keine Rillen und Taschen auf, wie es bei Bindungsstellen zu kleinen Molekiilen
der Fall ist. Zudem sind sie mit rund 1500-3000 A recht groB3.*!

Entscheidend fiir PPIs sind ebenfalls die physikalischen und chemischen Eigenschaften der
Grenzflichen der jeweiligen Proteine, die dhnliche strukturelle Eigenschaften aufweisen.*? Die
Bildung von PP-Komplexen ist weitestgehend durch hydrophobe Effekte, die zwischen unpo-
laren Regionen von Proteinresten durch Van-der-Waals-Interaktionen auftreten gesteuert. Auch
die elektrostatische Komplementaritét tragt einen gro3en Beitrag, wenn es darum geht ein Pro-

tein an die Oberflache eines anderen anzudocken.*® Nicht zuletzt die Wasserstoffbriickenbin-

dungen, die zu 76% durch Aminosiureseitenkettenreste gebildet werden.**

Abbildung 5: Komplex, der zwischen dem bakteriellen Zellteilungsprotein ZipA (blau) und dem FtsZ-Fragment
(rot) gebildet wird, mit Hervorhebung der mutierten Reste nach Alanin-Scanning-Mutagenese der gesamten Pro-
tein-Protein-Grenzflache mittels einer van-der-Waals-Darstellung. In gelb sind die Reste mit einer relativen freien
Bindungsenergie von weniger als 2,0 kcal/mol und in orange die Reste mit einer relativen Bindungsenergie von
mehr als 2,0 kcal/mol dargestellt. Die PDB-ID lautet 1F47. Fiir die Erstellung dieser Abbildung wurde die VMD-
Software83 verwendet.*

Durch das Besondere Augenmerkt der Literatur auf Struktur, Energetik, elektrostatische Kom-
plementaritdt und Kinetik von PPIs konnten sogenannte ,,Hot-Sports* auf Proteinoberflachen
ausgemacht werden.*> *® Dieser definierte Bereich befindet sich auf der Oberfl4che in der Nihe
des geometrischen Zentrums der PPI-Grenzflache. Besonders die sich dort befindenden Reste

tragen zur Stabilitit des Komplexes bei. Demzufolge ist der Nachweis spezifischer
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Aminosédurereste von groffter Wichtigkeit. Mit dem sogenannten Alanin-Scanning kénnen
Aminoséurereste, die maf3geblich an der Bindung beteiligt sind ausfindig gemacht werden (Ab-
bildung 5). Hierbei werden diese Aminosduren zu Alanin mutiert. Wird darauffolgend eine
Verringerung der freien Bindungsenergie beobachtet, so konnen die einzelnen fiir die PPI wich-
tigen Aminosiuren auffindig gemacht werden.*® Wells et al. erstellten beispielsweise durch Zu-
ordnung der AAG-Werte eine Karte zum Protein, dessen Struktur bereits bekannt ist. Hier zeigte
sich, dass die Reste, deren Mutationen am meisten zum Verlust der Affinitéit beitragen nahe
beieinander liegen, obwohl sie in der Primérsequenz nicht zwingend zusammenhiingen.*>: 46
Allerdings treten diese Hot-Spots in der Regel als Cluster auf, die dann als Hot-Spot Regionen
benannt werden. Ihre jeweiligen Beitrdge sind kooperativ und stabilisieren die PPI gesamtheit-
lich.®

Die Allgemeingiiltigkeit des Hot-Spot-Modell fiir PPI bleib weiterhin eine offene Frage. Unter
anderem konnten durch das Alanin-Screening vor allem Peptid Hormone und ihre Hormonre-
zeptoren sowie Antikdrper und Antigene charakterisiert werden. Dennoch sind weiterhin einige
Proteinschnittstellentopologien noch nicht niher charakterisiert.’* Da PP-Wechselwirkungen
grundlegend fiir viele biologische Interaktionen wie Immunantworten, Apoptose, zellulire
Transporte oder Signaliibertragung sind, ist die Identifizierung die interagierenden Proteine und
ihren Interaktionsmechanismus eine entscheidende Voraussetzung, um ein tieferes Verstandnis
von Protein-Protein-komplexen und ihren Funktionen zu erlangen.*’ Viele der in der Vergan-
genheit dazu durchgefiihrten Studien heben die Bedeutung der Aminoséurereste an den Schnitt-
stellen der Grenzflichen hervor.*>*® Die gezielte Beeinflussung der Schnittstellen durch kleine
Molekiile zur PPI-Inhibierung birgt vor allem in Hinblick auf die Entwicklung potenter Arz-
neimittel ein enormes Potential. ** 4% 3% PPI wirken orthogonal zu herkdmmlichen Arzneimit-
telzielen, wie Enzym und Transkriptionsfaktoren.’! Ein prominentes Beispiel aus der Medizin
ist Vancomycin, welches die Interaktion mit Enzymen blockiert. Die Erforschung dieser
Schnittstellen stellt jedoch eine Herausforderung dar, da die jeweiligen Interaktionsoberflichen
groB und flach sind und keine spezifischen Bindungstaschen aufweisen.*® 4

Nach Hamachi und Mitarbeitern, gibt es drei mogliche Wege, wie Proteinoberflachen selektiv
erkannt werden konnen (Abbildung 6): (1) Erkennung einer Substruktur, die durch die Peptidse-
quenz auf der Proteinoberfliche definiert ist; (ii)) Erkennung der exponierten funktionellen
Gruppen, die einen Fingerabdruck eines jeden Proteins darstellen. Ausrichtung auf Hot-Spots
oder Nachahmung von Protein-Protein-Wechselwirkungen. Sowie (ii1) die Erkennung von Pro-

teinen durch typische Protein-Ligand-Wechselwirkungen.>?
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i) Erkennung von Protein -Substrukturen ii) Erkennung von Proteinoberflichen iii) Protein-Ligand Interaktion
@
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Abbildung 6: Zusammenfassung der drei Strategien der Proteinerkennung nach Hamachi und Mitarbeitern. 1)
Erkennung von Protein-Substrukturen, ii) Erkennung von Proteinoberfldchen wie Hot-Spots oder Protein-Protein-
Interaktionsstellen, iii) Erkennung durch typische Protein-Ligand Wechselwirkung.>?

Die Erkennung von Proteinen durch synthetische Molekiile wird dariiber hinaus hiufig in zwei
Kategorien unterteilt, die auf den verfiigbaren Bindungsstellen basieren: Wechselwirkungen,
im Inneren des Proteins und Wechselwirkungen auf der Oberfldche. In der Literatur sind meh-
rere synthetische Wirtsmolekiile beschrieben, die Protein-Grenzflachen durch supramolekulare
Wirt-Gast-Wechselwirkungen erkennen: Kronenether®®, Porphyrine®*, Cyclodextrine®, Cur-
cubiturils®®, Calixarene’’, molekulare Pinzetten®.

Die Bindungsenergie dieser supramolekularen Wirt-Gast-Systeme in Wasser wird durch den
hydrophoben Effekt gesteuert. Dabei spielen Elektrostatik und andere nicht-kovalente Wech-
selwirkungen eine sekunddre, modulierende Rolle. Daher ist es notwendig, eine andere Strate-
gie zu verwenden als fiir die bisher griindlich erforschten Interaktionen supramolekularer Sys-
teme in organischen Losungsmitteln. Um sicherzustellen, dass Proteinerkennungselemente in
Wasser ausreichend 16slich sind und um Wassermolekiile von Proteinbriickenbindungen abzu-
stoBen, muss ein optimales Gleichgewicht zwischen hydrophilen und hydrophoben Wechsel-

wirkungen hergestellt werden.>

10
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1.2.3 Molekulare Pinzetten

1987 wurde der Begriff ,,molekulare Pinzette* oder ,,molecular Tweezer* erstmals von Chin
Wen Chen und Howard William Whitlock Jr. eingefiihrt. Ihre Entdeckung, der Verkniipfung
zweier Koffeinmolekiile iiber eine Diin-Briicke, legte den Grundstein der Entwicklung der
molekularen Pinzetten, wie sie heute und in dieser Arbeit ihre Anwendung finden.®® Durch die
fixe Verdriickung der aromatischen Seitenwiinde mit einem definierte Abstand von 7 A wird
eine Verbindung geschaffen, die es durch n-m-Stapelwechselwirkung ermoglicht kleine
aromatische Molekiile wie 2,6-Dihydroxybenzoesdure oder 1,3-Dihydroxynaphthalin-2-
carbonsiure einzuschlieBen. Auf Grund dessen wird hier vom Sandwich-Modell gesprochen, wie

in Abbildung 7 verdeutlicht.®'

' Gastmolekiil '

I
.

Linker/Spacer
4

' ’

Aromat. Seitenwand

Abbildung 7:Vereinfachte schematische Darstellung eines molekularen Tweezers und Bildung eines Sandwich-
Modells durch Einschluss eines kleinen Gastmolekiils.

Molekulare Pinzetten sind folglich molekulare Rezeporen, die durch zwei identische flache und in
der Regel aromatische Bindungseinheiten, die durch einen Abstandshalter (Linker) verbunden
sind.® Im Allgemeinen miissen folgende drei Kriterien erfiillt sein. Zum einen muss ein
Abstandshalter vorhanden sein, der einerseits die Selbstassoziation mehrer molekularer Pinzetten
verhindert und andererseits muss dieser Linker einen Abstand von ~7 A herstellen, sodass der
Einschluss eines einzelnen aromatischen Molekiils gewahrleistet ist. Ebenso muss der Ab-
standshalter die Pinzette starr in ihrer syn-Konformation halten.®? Der Vorteil einer starren Vor-
strukturierung liegt vor allem darin, dass keine Organisation zur Sandwich-Form stattfinden
muss um das Gastmolekiil zu binden, wodurch entropische Verluste minimiert und die Bin-
dungsstirke merklich erhdht werden.® 62 Zimmerman et al. forschten zu molekularen Pinzetten,
die durch ihre Linker einen hohen Grad an Vororganisation aufweisen und somit die aromati-
schen Bindungsarme in einer syn-Konformation aufrechterhalten.®* Eine gewisse Konformati-

onsbeweglichkeit bleibt auf Grund der Rotation der Bindungseinheiten entlang der 5-Bindung,

11
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die die Verkniipfung zum Linker darstellt. Durch diese Drehung kann die Groe des Hohlraums
gedndert werden, wodurch der Einschluss des Gastes optimiert wird.®!

Das Forschungsfeld der molekularen Pinzetten und Clips als molekulare Rezeptoren stellt ein
vielfaltiges und interessantes Forschungsgebiet dar.

So forschte neben Zimmerman Nolte zu molekularen Clips auf Glycolurilbasis®®, Kldrner be-
richtet 2003 iiber seine Forschung zu molekularen Clips und Pinzetten aus Polyaren®. Auch zu
chiralen molekularen Pinzetten®> wurde berichtet sowie zu Molekularen Pinzetten speziell zur
Fulleren Bindung®’ oder auch molekulare Pinzetten als molekulare Schalter®,

1996 brachte Kldrner et al. eine neue Art von molekularen Pinzetten in den Fokus der For-
schung. Seine sich durch wiederholende Diels-Alder-Reaktionen aus Norbornadien-Einheiten

zusammengesetzten Systeme, sind von di-, liber tri- zu tetramethylen verbriickt und weilen
eine starre bandformige konkav-konvexe Struktur auf (Abbildung 8). Diese ist optimal fiir die
Bildung von Komplexen mit aromatischen Gastmolekiilen durch mehrfache n-n- und CH-n-
Wechselwirkungen. Ebenfalls ist durch den Aufbau des Systems weiterhin eine gewisse Flexi-
bilitdt gegeben, so dass die Seitenwénde, dhnlich zu mechanischen Pinzetten, gestaucht oder
gedehnt werden konnen um sich geometrisch an das Gastmolekiil anpassen zu kénnen.®® Auch
eine synthetische Anpassung durch Variation der Anzahl und Grof3e an Spacereinheiten ist bei

diesen Strukturen moglich.

Abbildung 8:Chemische Struktur der di- und tetramethylenverbriickten aromatishen Clips (links) und Tweezers
(rechts).%

Dimethylenverbriickte Strukturen (Abbildung 8, links) werden als Clips bezeichnet, da sie ihr
Substrat im Hohlraum ,,einklemmen®. Die Pinzetten weisen keine parallele Ausrichtung der
aromatischen Seiteneinheiten auf, wodurch sie eine geringe Abweichung von Whitlocks Kon-
zept aufweisen. Sie dhneln in ihrer Struktur hingegen einem Makrozyklus, wodurch nicht nur

eine planare Wechselwirkung zum Substrat moglich ist, sondern diese viel mehr als einkapselt

12
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betrachtet werden konnen. Hierdurch ist Interaktion von Substraten durch das gesamte Atom-
geriist der Pinzetten moglich.®!

Kldrner und seine Mitarbeiter untersuchten ihre molekularen Pinzetten hinsichtlich ihrer Bin-
dung und Einschluss erstmals gegeniiber kleineren aromatischen Gastmolekiilen wie 1,4-
Dicyanobenzol und 1,4-Benzochinon.®® Spiter erweiterten sie ihre Forschung hinsichtlich
aliphatischer und aromatischer kationischer Substratmolekiile, wie Dibutylammoniumtertraflu-
oroborat. Zur Untersuchung letzterer fiihrten sie 'H-NMR Experimente durch. Auf Grund von
Loslichkeitsproblemen der Substrate wurden die Untersuchungen nur mit den besser 16slichen
Ammoniumsalzen der Substrate in CDCI3 durchgefiihrt. Dieses Experiment zeigt eine starke
Hochfeldverschiebung der a-Protonen des Dibutylammoniumtertrafluoroborat nach Zugabe
der molekularen Pinzette. Anhand der Signalerschiebungen konnten Kldrner et al. zeigen, dass
die Alkylkette wie ein Faden durch den Hohlraum der Pinzette gezogen wurde und das
Stickstoffatom des Ammoniumions durch Kationen-n-Wechselwirkung zentral fixiert ist

(Abbildung 9).”°

Abbildung 9: Darstellung von Alkylkette-Tweezer-Komplex. Die Alkylketten werden wie ein Faden durch den
Hohlraum der Pinzette 9a gezogen und halten das Stickstoffatom des Ammoniumions in der zentralen Position.
Die Alkylkette wird durch mehrfache Kationen-n-Wechselwirkungen die vorherschen fixiert.”

Die experimentellen Daten belegen, dass der Kohlenwasserstoff-Tweezer aufgrund seiner
elektronischen und topologischen Eigenschaften kationische Substrate in organischen Medien
tiber moderate nicht-kovalente Wechselwirkungen selektiv binden kann. Diese Entdeckung der
Bindung von kationischen Alkyl- Substraten im Inneren dieser neuartigen molekularen Pinzette
war eine essenzielle Entdeckung fiir die Weiterentwicklung. So kénnen im Hinblick auf bio-
medizinische Anwendungen zwar Substrate dhnlich zu den synthetischen gebunden werden,
dennoch beschriankt sich die bisherige Anwendung auf organische Losungsmittel. So entwi-
ckelte Kldrner in Zusammenarbeit mit seinem Nachfolger Schrader wasserlosliche molekulare

Pinzetten zur biologischern Anwendung. Durch Einfiihrung polarer und ionischer funktioneller
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Gruppen an die zentrale Spacer-Einheit (des tweezers von Abbildung 8) wurde zum einen die
Wasserloslichkeit und zum anderen die Bindungsselektivitit verbessert.”! Hierfiir wurde die
molekulare Pinzette symmetrisch mit Phosphonat-, Phosphat-, Sulfat-, oder O-Methylencar-
boxylat-Gruppen versehen.”" 7 Auch hier zeigten sich Ammoniumgruppen als bevorzugte
Giste der wasserloslichen Pinzetten. Speziell die Aminoséuren Lysin mit ihrer Ammonium-
gruppe und Arginin mit ihrer Guanidiniumgruppe zeigten hohe Affinititen. Besonders der
Komplex aus Phosphat-funktionalisierten Pinzette und Lysin liberzeugte mit seinen Affinititen
mit einer Assoziationskonstante von K, = 5 x 10> M"1.7": 72 Durch NMR-Spektroskopie wurde
ersichtlich, dass die jeweiligen Alkylketten ebenfalls durch die Kavitit der Pinzette gefadelt
vorliegen. Dadurch ist eine zusitzliche Salzbindung zwischen Ammonium/Guanidinium und
dem Phosphat-Anion moglich, wodurch die Selektivitdt erhoht wird. Durch isotherme Titrati-
onskalorimetrie (ITC) konnte die Reversibilitit des Bindungsereignis festgestellt werden. So
kann das Gastmolekiil durch dipolare, aprotische Losungsmittel, wie Dimethylsulfoxid
(DMSO), aus der Kavitiit verdringt werden.’® 7! 72 Bereits 2005 konnte Fokkens et al. in einem
Experiment mit der Phosphonat-Pinzette geschiitzte Peptide in Wasser erkennen. Dieser Ergeb-
nisse fithrten zu Annahme, dass molekulare Pinzetten in Peptidgeriisten eingebaute Lysine und
Arginine erkennen und binden kdnnen, wodurch sie als praktisches supramolekulares Werk-
zeug fiir biologische Ziele dienen konnen.”!

2018 folgt durch Heid et al. eine neue Generation molekularer Pinzetten. Diese sind asymmet-
risch und besitzen eine zusitzliche funktionelle Gruppe, wodurch eine weitere Erkennungsein-
heit angebracht werden kann.”® Durch funktionelle Einheiten kann das Repertoire verschiede-
ner spezifischer kiinstlicher Erkennungseinheiten erweitert werden. Dadurch kdnnen sowohl
Spezifititen als auch Affinitdten hinsichtlich biologischer Ziele verbessert werden, was in Be-
zug auf die Erforschung biologischer Funktionen und Prozessen unerlésslich ist. Die erste von
Schrader et al. entworfene asymmetrische funktionelle Monobutinyldiphosphat-Pinzette be-
sitzt demnach eine Alkin-Funktionalitit (Abbildung 10). Diese Einheit kann in einer Kupfer-
katalyisierten Klick-Reaktion mit einer weiteren Erkennungseinheit, wie einer Azid-funktiona-
lisierten Peptidsequenz umgesetzt werden. In Kapitel 1.4.1 wird néher darauf eingegangen, wie

Meiners und Hadrovi¢ diese Kombination zur Inhibierung einer PPI nutzten.”
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Abbildung 10: Asymmetrische funktionelle Monobutinylphosphatmonophosphat-Pinzette.”

1.3 Multivalente Liganden

Die Wirts-Gast-Chemie spielt oft eine entscheidende Rolle fiir die Wechselwirkung zwischen
biomolekularen Spezies. Einfache Systeme, wie Kronenether werden benutzt, um bestimmte
Eigenschaften der natiirlichen biologischen Interaktion zu modulieren, geben aber allein keinen
Einblick in die komplizierten Prozesse, die z. B. bei der Wechselwirkung zwischen Proteinen
auftreten. ”° Denn die Natur benutzt hiufig das Konzept der Multivalenz, in welchem Proteine
multimere Architekturen ausbilden.’® Hierbei kommt es zur Interaktion mehrerer Liganden ei-
ner Verbindung mit mehreren Epitopen eines Rezeptors.”” Es ist ein Mittel zur Kompensation
schwacher einzelner Wechselwirkungen durch mehrerer kooperativer Bindungsereignisse.”®
Denn durch Multivalenz kann die funktionelle Aviditdt , Bindungsaffinitdt und Selektivitat zwi-
schen den interagierenden Partnern drastisch erhoht werden.”” 7 Multivalente Bindungen sind
daher wesentlich widerstandsfahiger, beispielsweise gegen Scherkrifte, als einzelne Bindungen
zwischen der gleichen Anzahl monovalenter Liganden.” ® Durch die sequenzielle Dissoziation
einzelner Bindungen ist die multivalente Wechselwirkung auch vollstindig reversibel und spie-
gelt damit den dynamischen Charakter physiologischer Wechselwirkungen wider.®! Das Phi-
nomen der Multivalenz steuert demnach eine Vielzahl an biologischen Prozessen, deren Mani-
pulation mit kiinstlichen Liganden vielversprechende Auswirkungen beziiglich Therapeutika

hat und weiter haben koénnte.”>

15



Einfiihrung

1.3.1 Prinzipien der Multivalenz

1998 schlugen Whitesides et al. zur Charakterisierung einen Verstiarkungsfaktor  vor. Er wird
aus dem Verhéltnis der Bindungskonstante eines multivalenten Liganden zur Bindungs-

konstante eines monovalenten Liganden gebildet (Gleichung 1).%2

p = -l (Gleichung 1)

Kmono

Dieser Faktor gibt somit den Anstieg der Bindungsaviditit/-affinitdt eines multivalenten Bin-
dungsereignisses wieder. Wie sehr die Affinitit durch multivalente Interaktionen erh6ht werden
kann, wiesen erstmals Ashwell et al. nach. In ihrem Experiment zeigten sie, dass durch vierfa-
che Erhohung der priasentierten Galaktose Reste die Affinitdt zum korrespondierenden Protein
um das 10000 fache erhdht wurde.3* 8 Letztendlich stellt sich die Frage, was der Zunahme der
Bindungsstirke zugrunde liegt. Es werden verschiedene Effekte diskutiert, welche die Bin-
dungsverstiarkung hervorrufen konnen. Hierzu zdhlt der Chelateffekt, sterische Abschirmung,
der statistische Effekt, sogenannte Subsite Bindung und der Clustereffekt (Abbildung 11).

Der Chelateffekt, als Prinzip, wie er in der klassischen Chemie seit langer Zeit bekannt
ist, kann auch hier als bindungsverstarkender Modi verstanden werden. Grundlegend ist der
Entropiegewinn als Ursache fiir die Affinitétssteigerung anzufiihren. Durch die Koordination
der Liganden and das zentrale Metall werden Wassermolekiile der Hydratationsschale substi-
tuiert. Wahrend bei monovalenten Liganden sich die Anzahl der Liganden und der verdriangten
Wassermolekiilen deckt, so dass die Anzahl an beweglichen Teilchen in Losung unveréndert
bleiben, so kommt es bei der Koordination eines multivalenten Liganden zur Verdringung meh-
rerer Wassermolekiile, was in einem Entropiegewinn resultiert.®> Auch bei einem Protein-Lig-
and-Komplex kommt es zum Entropiegewinn. So ist bei einer bereits bestehenden primiren
Bindung, die Wahrscheinlichkeit einer weiteren, durch den bereits beglichenen Translations-
und Rotationsentropischen Verlust der ersten Bindung, erhoht.®>% Dies gilt ebenso, fiir einen
zuvor abgeldsten Liganden, solange das multivalente Geriist noch immer am Rezeptor gebun-

den ist.®?
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Abbildung 11: Schematische Darstellung der Effekte, die bei einer multivalenten Pésentation von Liganden und
Rezeptoren auftreten und zur Erh6hung der Bindungsaviditit fiihren. Dargestellt ist die Statistische Effekt, bei der
der gebundene Ligand durch einen anderern Liganden ersetzt wird, weil sie sich in der Néhe befinden. Der Chelat-
Effekt zeigt die Bindung von zwei Liganden, die auf demselben Geriist prisentiert werden, an denselben Rezeptor.
Unter Rezeptorcluster-Effekt ist die Bindung von mehr als einem Rezeptor an die Liganden auf einem Geriist zu
verstehen. Sterische Abschirmung ist die AbstoBung zwischen den Riickgraten und ungebundenen Liganden, die
die Verdrangung der gebundenen Liganden durch einen ungebundenen Liganden verhindert. Beim Subsite-Effekt
bindet ein weiter Ligand zusétzlich an einer anderen ,,Seite® des Rezeptors.g7’ 88

Dem intramolekularen Chelat-Effekt steht der intermolekulare Rezeptorcluster-Effekt
gegeniiber. Bei dieser Art der Aggregation bindet ein multivalenter Ligand an mehrere ver-
schiedenen Rezeptoren (Abbildung 11). In diesem Fall kann die Steigerung der Affinitdt durch
die aus der Quervernetzung resultierende Stabilitit erklirt werden.®

Der ,,Subsite““-Effekt stellt eine Art von Chelat-Effekt dar. Hierbei kommt es zur Ho-
hung der Affinitdt durch zusétzliche Bindung eines Ligand auflerhalb der Erkennungsdoméne
oder an einer sekundiren Bindungsstelle.”

Des Weiteren kann noch ein statistischer Effekt aufgefiihrt werden. Dieser Effekt ist auf
das kinetische Verhalten eines multivalenten Liganden zuriickzufiihren und beruht auf dem
Wechsel zwischen Assoziation, Dissoziation und Reassoziation. Héufig liegt dieser Effekt zu
Grunde, wenn die Verbindungen zwischen den bindenden Einheiten des multivalenten Ligan-
den zu kurz sind um eine Chelatbildung zu erzielen. Off-Raten multivalenter Liganden sind im
Vergleich zu deren von monovalenten Liganden verlangsamt. So kommt es zu einer hohen lo-
kalen Konzentration und folglich zu einer erhdhten Wahrscheinlichkeit einer Bindungsbildung,

wodurch die Bindungsaffinitit steigt.*
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Als letztes ist die sterische Abschirmung oder sterische Stabilisierung zu nennen. Bei
diesem Effekt beruht die Affinitatssteigerung auf der sterischen Abschirmung kompetitiver
Molekiile durch nicht-bindende Einheiten oder das Grundgeriist der multivalenten Liganden,
die im Gegensatz zu monovalenten Liganden in GroBe und Volumen iiberlegen sind. Somit
konnen groBere Bereiche um die Bindungsstelle abgeschirmt und das System stabilisiert wer-
den.* Dieser Mechanismus kommt besonders bei der Hemmung des Zugangs von Bakterien

oder der Inhibierung von Protein-Protein Interaktionen zu tragen.

Obwohl bisher noch nicht gidnzlich geklért ist, welcher dieser multivalenten Bindungsmodi
stattfindet, ob einige gleichzeitig auftreten oder Bindungsmodi bevorzugt werden, konnte das
Konzept der Multivalenz in der Biochemie bereits erfolgreich eingesetzt werden. Ein besonders
breit erforschtes Gebiet ist das der Kohlenhydrat-Lektin Wechselwirkungen.®* °!: 2 Hierfiir
werden synthetische Kohlenhydratanaloga, sogenannte Glykomimetika, verwendet um die zu

Grunde legenden Wechselwirkungen zu erforschen und Therapeutika zu entwickeln, 7% 84 8582

1.3.2 Multivalente Geriiststrukturen

Damit multivalente Liganden als Inhibitoren oder Effektoren in biologischen Prozessen wirken
konnen, ist die Wahl eines geeigneten Gerlists zur Présentation der bindenden Einheiten ent-
scheidend iiber den Erfolg und das Auftreten der zuvor in Kapitel 1.3.1 beschriebenen Effekte.®
Das Grundgeriist und die Verbindung zwischen den bindenden Ligandmotiven bestimmen be-
reits viele Ligandenmerkmale.”® So kénnen je nach Anforderung verschiedener Parameter, wie
die GroBe, die Form, die Valenz zwischen den Bindungsmotiven, die Dichte derer zueinander
oder auch Flexibilitit fiir eine optimale Bindung angepasst werden. Daneben spielt sowohl die
Toxizitdt als auch die Wasserldslichkeit fiir die Biokompatibilitit eine wichtige Rolle, da die
Inhibitoren/Effektoren/Modulatoren fiir die behandelnden Organismen nicht schidlich sein
diirfen.**

Die Flexibilitiat der Abstandseinheiten ist beispielsweise ein Parameter, welcher genauer be-
riicksichtigt werden muss. Die Bindung eines multivalenten Systems an einen Rezeptor geht
mit der Abnahme der Konformationsentropie einher. Dieser Effekt wird durch hochflexible
Linker zusétzlich verstérkt, da bei der Komplexbildung mehr Konformationsfreiheitsgrade auf-
gegeben werden. Whitesides et al. zeigten jedoch, dass dieser Effekt nicht so drastisch ist, wie
in friiheren Berechnungen angegeben.’® %> Hierbei wurde ein Modellsystem aus einem kovalent

an sein Zielprotein gebunden Liganden, getrennt durch einen Oligo(ethylenglykol)-Linker,
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verwendet. Die geringste Bindungsaffinitét resultierte aus dem System ohne Linker, da der Lig-
andenabstand daher zu kurz ist, um das Gegenstiick zu erreichen. Zwei Linkermolekiile stellten
sich als die giinstigste Anzahl heraus. Die interessanteste Erkenntnis war jedoch, dass selbst bei
einer VergrofBerung des Abstandes auf 20 Einheiten, sich die Assoziationskonstante nur um den
Faktor acht verringerte. Grund hierfiir ist die verbleibende Konformationsbeweglichkeit, trotz
gebundenen Zustands. Folglich sind flexible Linker, die etwas ldnger als benétigt sind am bes-
ten geeignet, um hohe Bindungsaffinititen zu erzielen.”®
Die optimale Wahl des Gertists fiir die Entwicklung einer multivalenten Architektur ist sher-
ausfordernd. So liegen die Erkennungseinheiten auf dendritischen Geriisten starrer und expo-
nierter vor als auf flexiblen, linearen, welche die Affinitit der Liganden mitbestimmt. Somit
kann die optimale Ligandendichte fiir ein bestimmtes Ziel fiir verschiedene Geriiste unter-
schiedlich sein.”* Je nach Eigenschaften und Zweck der Liganden konnen die jeweiligen Bin-
dungsmotive auf verschiedene lineare, verzweigte oder kugelformige Gerliste priasentiert wer-
den. Die Auswahl geht iiber natiirliche, halbsynthetische und synthetische Geriiste fiir die Pra-
sentation der Erkennungseinheiten. Eine Vielzahl geht von beispielsweise Proteinen, Nanopar-
tikeln, sphérischen Displays wie Liposome, Dendrimere oder auch Polymere aus, um Substrat-
Rezeptor-Wechselwirkungen zu untersuchen.”’
Dendrimere haben Vorteile, die sowohl Polymere als auch kleine Molekiile besitzen. Sie sind-
makromolekulare verzweigte Verbindungen um einen inneren Kern. Sie bilden definierte ho-
mogene Strukturen, sind monodispers und sind gleichzeitig in der Lage eine Vielzahl an Bin-
dungseinheiten zu prasentieren. Besonders als Glykodendrimere finden eine breite Anwendung
bei der Untersuchung von zelluliren Vorgingen. *%°7

Liposome sind kugelformige aus Lipiddoppelschicht gebildete Systeme. Durch ihren
wissrigen Kern sind sie besonders als Wirkstofftrdger von Interesse. Die Anzahl der Erken-
nungseinheiten wird durch das Verhéltnis von Lipiden mit und Lipide ohne Erkennungseinhei-
ten gesteuert. Nachteilig an diesen Systemen ist die schwierige Vorhersage der genauen An-
ordnung der Erkennungseinheiten durch die Diffusion der einzelnen Lipidkomponenten.

Nanopartikel sind ein weiteres Beispiel der sphérischen Systeme. Die Monolayer- und
Mixed-Monolayer-geschiitzten Cluster besitzen einen metallischen oder Halbleiterkern mit ei-
ner selbstorganisierten organischen Schale.”® Vorteil dieser Geriiste ist die Anpassung der
GroBe und Form sowie die interessanten elektronischen und spektrophotometrischen Eigen-
schaften je nach Kern.?*°7% Ein prominentes Beispiel eines solchen Nanopartikel-Liganden

Systems ist die Hemmung des Influenza-Virus durch Sialinsdure-funktionalisierten Gold-
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Nanopartikel.!”’ Da Gold-Nanopartikel eine hohe Biokompatiblitiit aufweisen, weshalb sie hiu-
fig Anwendung in biologischen Systemen finden.

Auch Polymere kommen héufig als Geriiste fiir die multivalente Prasentation in Frage.
Die Synthese mittels radikalischer Polymerisationen bietet zwar einen grof3eren Spielraum bzgl.
Reaktionsbedingungen oder auch Monomerfunktionalititen, allerdings liefert diese Methode
heterogene Verbindungen mit hohen Polydispersititen. Polymerisationsmethoden wie die Kon-
trollierte nitroxide-mediated radical polymerization (NMRP), atom transfer radical poly-
merization (ATRP), reversible addition fragmentation chain transfer (RAFT) oder ring-opening
metathesis polymerization (ROMP) liefern mehr Kontrolle hinsichtlich Molekulargewicht und
Molekulargewichtverteilung als auch fiir die Sequenz und Endgruppenfunktionalititen.'*!
Durch ihre systematisch verdnderbaren Eigenschaften, wie GroBe und Valenz eignen sich Po-
lymere hervorragend als Sonden fiir multivalente Bindungsvorginge.*

Eine weitere Klasse, die polymere Eigenschaften mit sich bringen, sind die der definier-
ten linearen Gertiste. Durch ihre verkiirzte Struktur lassen sie sich kontrollierter synthetisieren
und bilden homogene Geriiste.!??

Die genaue Kontrolle {iber die Synthese und die resultierenden Strukturen ist besonders fiir die
Korrelation von Struktur und Wechselwirkung erforderlich, um biologische Prozesse weiterhin
genauer untersuchen und verstehen zu konnen. Denn obwohl bereits eine Reihe multivalenter
Inhibitoren unter anderem auch gegen arzneimittelresistente Krankheitserreger hervorgebracht

wurden, gibt es noch keine Arzneimittel mit diesem Konzept. !0 104

1.3.3 Prizisionsmakromolekiile als multivalente Geriiststrukturen

Gerade hinsichtlich der Beobachtung und Steuerung zelluldrer Prozesse werden fiir eine eftizi-
ente und selektive Interaktion multivalente genau definierte Strukturen benétigt.!% Ein vielver-
sprechender Ansatz fiir kiinstliche definierte Geriiste liefert die Festphasensynthese. Dieser
kombinatorische Ansatz liefert eine hohe Kontrolle iiber Parameter, wie Sequenz, Lange oder

Positionierung der Bindungseinheiten.

Festphasensynthese -

1963 war es R. B. Merrifield, der die schwierige und zeitaufwendige Peptidsynthese von E.
Fischer mit seinem Konzept der Festphasensynthese ( solid phase synthesis, SPS) von sequenz-
definierten Peptiden zu einer bis heute genutzten Vorgehensweise gemacht hat.!%1% Hierfiir

nutze Merrifield ein unldsliches Tragermaterial, eine feste Phase, an welchem das zu bildende
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Peptid, durch schrittweises koppeln von Aminosduren, assembliert wird. Auf diese Weise
konnte die Peptidsynthese sowohl beschleunigt als auch vereinfacht werden. Aufwendige Iso-
lations- und Aufarbeitungsschritte fallen nun durch die Mdoglichkeit, das Harz mit Peptid durch
Waschen und Filtration von iiberschiissigen Reagenzien, Abbauprodukten oder unerwiinschten
Nebenprodukten zu befreien, weg. Hierdurch konnen hohere Umsatzraten als bisher erreicht
werden. Ein weiterer Vorteil bei der Verwendung der festen Phase zeigt sich in der Verwendung
von hohen Uberschiisse an Reagenzien, wodurch neben hohen Umsitzen auch hohe Reinheiten
erzielt werden kénnen.!%%- 110

Bei der Festphasenpeptidsynthese (solid phase peptide synthesis, SPPS) wird das Peptid vom
C- zum N-Terminus am festen Tragermaterial aufgebaut. Letzteres ist mit einer funktionellen
Gruppe versehen, welches es ermdglicht die erste Aminoséure iiber ihren Carboxylrest kovalent
zu binden.!% ! Sowohl reaktive Seitenkettenfunktionalitiiten als auch die Amino-Endgruppen
der jeweiligen Aminoséuren sind zur Verhinderung von Nebenreaktionen geschiitzt. Fiir eine
erfolgreiche Anbringung von aufeinanderfolgenden Aminosiduren muss folglich die Schutz-
gruppe des terminalen Amins selektiv abgespalten werden, bevor ein weiteres Monomer as-
sembliert werden kann. Die Bindungsbildung zwischen bereits angebrachter und anzubringen-
der Aminosdure wird unter geeigneten Reaktionsbedingungen und mit Hilfe von Aktivierungs-
reagenzien durchgefiihrt. Ein Reaktionszyklus besteht somit aus Abspaltung der Schutzgruppe,
Auswaschen ungewiinschter Reaktionsprodukte und Kupplung eines Monomers. Erst nach Er-
reichen der gewliinschten Sequenz wird in einem finalen Schritt die kovalente Bindung zwi-
schen Oligomer und der festen Phase gespalten, um das angestrebte Produkt zu erhalten. Das
Prinzip der Festphasensynthese ist besonders fiir die Herstellung kleiner Peptidsequenzen ge-
eignet. Bei der Synthese groferer Sequenzen kann es durch unvollstindige Kupplungen und
Aggregationen von nicht ausgewaschenen und gesammelten Verunreinigungen zu einer Ver-
ringerung der Diffusion kommen, wodurch Zugang zur Oberflache der Festphase oder Ketten-

enden blockiert wird. !> 112

Die Feste Phase

Die Wahl der Festen Phase, auch Harz genannt, legt den Grundstein der Synthese. Es selbst
muss zum einen stabil und inert gegeniiber dem verwendeten Losungsmittel, Kupplungsrea-
genzien und Monomeren sein.!'* ''* Zum anderen werden durch das Harz Reaktionsbedingun-
gen wie Losungsmittel, Abspaltbedingungen und auch die resultierende Endfunktionalitit fest-
gelegt. Eine der ersten Harze ist ein mit Divinylbenzol quervernetztes Polystyrol Copolymer.

Aufgrund ihrer Verfiigbarkeit, ihrer niedrigen Kosten und ihrer Stabilitdt werden sie bis heute
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gerne genutzt.!!'> 16 Polystyrolharze zeigen in unpolaren Losungsmitteln wie Dichlormethan
(DCM) ein starkes Quellverhalten und konnen bis auf das sechsfache Volumen wachsen,
wodurch ihr Zustand in Losung eher als Gel angesehen werden kann.!'!'” Gute Quelleigenschaf-
ten und somit eine ausreichende Porengréfie sind unabdingbar fiir eine erfolgreiche Synthese,
da sich die reaktiven Kettenenden hauptsichlich im Inneren der Polystyrolkiigelchen befinden.
Nur so wird eine ausreichende Diffusion der Reaktanden zum Harz und diesen Enden moglich,
um ein Kettenwachstum zu gewihrleisten.!” 1% 119 Dennoch neigten lingere Sequenzen oder
Sequenzen mit hydrophoben Aminoséuren zur Aggregation auf dem ebenfalls hydrophoben
Polystyrolharz, wodurch die Zugénglichkeit zu den reaktiven Enden nicht mehr gewahrleistet
war, was in Abbruchsequenzen resultierte.'!” Um diese Problematik zu umgehen wurden pola-
rere Harze entwickelt, mit welchen bessere Resultate erzielt werden konnten.'?’ 2! So wurde
sowohl eine hohe mechanische Stabilitét als auch gutes Solvatationsverhalten durch die Copo-
lymerisation von Ethylenoxid und Polystyrol oder durch das Aufpfropfen von PEG-Ketten auf
Polystyrolkiigelchen, wie bei den Tenta Gel® Harz, erreicht.!** 12 Der verliingerte Linker die-
ser Harze fiihrt zu einer besseren Erreichbarkeit der reaktiven Enden auch au3erhalb des Harzes

und erlaubt zusitzlich die Verwendung polarer Losungsmittel. !2% 123

Der Linker

Linker sind erforderliche Funktionalisierungen, um Monomere an einem Harz assemblieren zu
konnen. Diese Linkermolekiile bilden iiber die gesamte Synthese hinweg eine stabile Bindung
zwischen Harz und Polymerkette. Dariiber hinaus werden sowohl die Abspaltbedingungen als
auch die resultierende Endgruppe des Produktes durch den Linker festgelegt. Das von Merrifi-
eld gewihlte Harz weist einen Chloromethyllinker, der nur unter stark sauren Bedingungen mit
Fluorwasserstoffsdure gespalten werden kann. Chlorotrityllinker beispielsweise, die weit ver-
breitete Anwendung in der Festphasensynthese finden, konnen hingegen unter weit milderen
Bedingungen (1% Trifluoressigsdure, TFA) bereits abgespalten werden. Als Endgruppe resul-
tiert in diesem Fall eine Carbonsdure. Dem gegentiber stehen Harze mit Linkern, die in Ami-
dendgruppen resultieren. Ein prominenter Vertreter ist das Rink Amid Harz. Mittlerweile gibt
es neben einer Vielzahl an Harzen ebenso eine Vielzahl an Linkern, die je nach Bedarf fiir die

Synthese gewihlt werden konnen. ! 121
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Abbildung 12: Schematisch dargestellte Ausschnitte des klassischen Merrifield Harzes (A), links) und des Ten-
taGel® Harzes (B), rechts).

Die Schutzgruppen

Neben stindigen Verbesserungen der Festphase wurden auch Schutzgruppen fiir reaktive
Funktionalititen an End- und Seitengruppen der Monomere untersucht. Denn Schutzgruppen
sind unerldsslich flir eine vielversprechende Synthese um unerwiinschte Bindungen und
Nebenreaktionen zu verhindern.'”® Die zu Beginn von Merrifield verwendete
Carboxybenzylgruppe zum Schutz der N-Termini der Aminosduren erwies sich als ungeeignet.
Der Abspaltvorgang mit Bromwasserstoff in Essigsdure fiihrte nicht nur zur Abspaltung der
Schutzgruppe sondern auch zu Peptidverlust durch teilweises Spalten der Esterbindung

zwischen Peptid und Harz.'”’

Spéter wechselte er zur tert-butyloxycarbonyl- (Boc)
Schutzgruppe fiir das Aminende und schiitzte Seitenkettenfunktionalititen mit benzylbasierten
Derivaten. Auf Grund der unterschiedlichen Sdureempfindlichkeit der beiden Schutzgruppen
wurde eine Unterscheidung zwischen Abspaltung an der Hauptkette oder Abspaltung an der
Seitenkette mdglich. Auch der Verlust an Peptid konnte auf ein Minimum reduziert werden.'%
Die Strategie von orthogonalen Schutzgruppen wird bis heute genutzt. Die hédufigste zum
Einsatz kommende Schutzgruppe fiir terminale Amine ist die basenlabile Fmoc-
(Fluorenylmethoxycarbonyl)  Schutzgruppe, die in sogenannten Standard-Fmoc-
Kupplungsprotokolle zum Einsatz kommt (Abbildung 13).'?” Diese kann bereits mit 20%iger
Piperidinlosung in DMF abgespalten werden, wodurch die Kombination mit den haufig
verwendeten siurelabilen Linkermolekiilen unproblematisch ist.!?® 12? Ein weiterer Vorteil ist
die Uberwachung der Effizienz der Entschiitzung mittels UV-Absoprtion oder
Fluoreszenzspektroskopie. Das reaktive Spaltprodukt Dibenzolfulven wird durch die Aminbase
abgefangen und bildet ein wunreaktives Addukt, welches die Quantifizierung des
Reaktionsverlaufs ermdglicht (Abbildung 13).!27 128

Fiir die Schiitzung der Seitenketten kommen verschiedene Schutzgruppen in Frage. Unterteilen

lassen sich diese in basenlabile, sdurelabile und eine Gruppe an Schutzgruppen, die sich hdufig

katalytisch entfernen lassen.'?® Je nach verwendeter Kupplungs- und Synthesestrategie sollten
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auch hier die Schutzgruppen richtig gewiahlt werden. So sind tert-Butyloxycarbonyl (Boc) und
Trityl (Trt) Beispiele sdurerlabile Gruppen, die unter Verwendung der Fmoc-
Kupplungsprotokolle stabil sind, jedoch bei Bedarf leicht abgespalten werden kénnen.!2% 130
131, 132 Beide konnen gleichzeitig mit der finalen Abspaltung des Produkts unter sauren
Bedingungen entfernt werden. Wihrend Boc auch unter milderen Bedingung spezifisch ohne
Beeintrachtigung anderer Bindungen abgespalten werden kann wird Trityl in der Regel nur bei
finalen Abspaltungen des Produkts konzertiert abgespalten.'? 133 Die Alloxycarbonyl (Alloc)
Schutzgruppe (Abbildung 13) ist ein Vertreter der katalytisch abspaltbaren Schutzgruppen. Die
Allyleinheit wird durch einen Palladium (0) Katalysator auf ein Nukleophil oder sogenannten

Scavenger in Gegenwart einer Protonenquelle iibertragen.!3% 133

Die Amid Kupplung / Das Aktivierungsreagenz

Die Amidbindungsbildung ist die zentrale Reaktion bei der Assemblierung von Aminoséduren.
Hierfiir ist bei moderaten Reaktionstemperaturen zwingend eine Aktivierung der
Carboxygruppe notwendig. Durch den Zusatz des Aktivierungsreagenz wird die
Carboxygruppe so in ein Acylhalogenide, Acylazide, Acylimidazole, Anhydride oder Ester
umgewandelt."® 37 Das  urspriinglich von  Merrifield  gewihlte  Reagenz
Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) findet bis heute Anwendung in der SPPS und fiihrt zur
Bildung eines O-Acylisoharnstoff-Mischanhydrids, welches im darauffolgenden Schritt leicht
vom Amin angegriffen werden kann. Als treibende Kraft wirkt hier die Bildung eines

Harnstoffnebenprodukts.'3% 13

Um die Bildung einer unreaktiven N-Acylharnstoff
Komponente zu hindern und Racemisierung zu unterbinden wurden Additive hinzugegeben,
die als Nukleophile fungieren und die Bildung des Aktivesters beschleunigen. Als ein hdufiger
Vertreter dieser additive gilt HOBt (1-Hydroxybenzotriazol)."*® Castro et al. boten mit ihrem
Castro Reagenz, BOP (Benzotriazol-1-yloxy-tris(dimethylamino)-phosphonium) eine neue
Alternative.'* Das auf HOBt basierende Phosphoniumsalz ist der erste Vertreter der
gleichnamigen Aktivierungsreagenzklasse. Da Phosphoniumsalze mit der Carboxygruppe
reagierten, ist zur Bildung des OBt-Esters eine nicht-nukleophile Base wie DIPEA
(Diisopropylethylamin) oder NMM (N-Methylmorpholin) notwendig. Die treibende Kraft
dieser Reaktion ist Bildung der Phosphoniumoxid-Spezies (Abbildung 13). Da bei der
Verwendung von BOP es zur Bildung der stark toxischen Verbindung HMPA
(Hexamethylphosphoramid) kommt, wurden im Laufe der Zeit weitere Phosphonium Salze wie

PyBOP® (Benzotriazol-1-yloxy-tripyrrolidino-phosphonium) entwickelt.'*!: 14> Im Gegensatz

zu den zuvor aufgefiihrten Carbodiimiden entstehen bei Reagenzien auf Phosphoniumbasis bei
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der Reaktion mit Aminen keine Guanidinium-Nebenprodukte.'* Dennoch kann auch hier zur
Beschleunigung des Prozess und zur Unterbindung von Epimerisierung, bei vorhandenen
Stereozentren, HOBt oder das nicht explosive OxymaPure (Ethyl cyanoglyoxalat-2-oxim) als
Additive zugegeben werden.!*! Neben Phosphoniumverbindungen sind Guanidiniumsalze die
am hiufigsten verwendeten Kopplungsreagenzien in der Peptidsynthese.'** Als erster Vertreter
dieser Klasse gilt HBTU (2-(1H-Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-
tetramethyluroniumhexafluorophosphat), welches anfangs fdlschlicherweise in der
Uroniumform postuliert wurde. HATU als weiterer Stellvertreter basiert auf dem HOBt
dhnlichem HOAt (1-Hydroxy-7-azabenzotriazol) und zeigt eine hohere Reaktivitdt als sein
Analogon HBTU, weshalb es haufig fiir sterisch anspruchsvolle Aminosduren verwendet
wird.!** 1% Ursichlich scheint hierfiir ein Nachbargruppeneffekt zu sein.!*® Mechanistisch
dhnelt der Kupplungsmechanismus dem der Carbodiimide. Der Unterschied besteht jedoch
darin, dass der O-Acylisoharnstoff durch Substitution des Hydroxylamins gebildet wird,
welches darauffolgend als Nukleophil wirkt, wodurch der entsprechende aktive Ester entsteht.
Wie bei den Phosphonium-Reagenzien ist eine Base zur Deprotonierung der
Carboxylverbindung erforderlich. Durch Verwendung effektiver Kupplungsreagenzien konnte
die Peptidsynthese umfangreich erweiterte werden. Und auch die Erforschung neuerer, griinerer

Reagenzien schreitet fort um die Peptidsynthese stetig voran zu treiben.'*% 143

Schutzgruppen Aktivierungsreagenzien
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Abbildung 13: Exemplarische Darstellung an Schutzgruppen und dem Entschiitzungsschema mit Fmoc (links)
sowie Aktivierungsreagenzien und dem Aktivierungsschema fiir BOP/PyBOP (rechts).
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Solid Phase Polymer Synthesis — SPPoS

Durch die Pionierarbeit von Merrifield und der weiteren intensiven Forschung auf dem Gebiet
der Festphasensynthese konnte der Bereich der Peptidchemie rasch und umfangreich wachsen.

Es wurde schnell klar, dass sich diese Methode auf andere mehrstufige Reaktionen und Mono-

147 148 149

mere wie kleine organische Molekiile *’, Oligonukleotide *° oder Oligosaccharide ™ ausweiten
lasst. Fiir die Industrie ist die Festphasensynthese insbesondere als voll automatisierbarer Pro-
zess besonders attraktiv.'?®

Unter Verwendung des allgemeinen Prinzips der Peptidfestphasensynthese nach Merrifield
etablierten Hartmann et al. einen Ansatz zum Erhalt von sequenzdefinierten, monodispersen

1 In diesem Ansatz bilden maBgefertigte

Oligo(amidoaminen)/ Makromolekiilen.!'>*
Bausteine, die nach dem Vorbild der Aminosiduren mit einer Carboxylgruppe und einem Fmoc-
geschiitzen Amin funktionalisiert sind, die monomeren Einheiten. Diese lassen sich, wie zuvor
beschrieben in einem Stufenwachstumsprozess an einer festen Phase aneinander assemblieren.
Auch eine weitere Seitenkettenfunktionalisierung mit beispielsweise Kohlenhydraten, ist mit
dieser Methode méglich, wodurch eine Vielfalt an Makromolekiilen zuginglich wird.!>%-152

Um die Bausteine in der SPPoS verwenden zu kdnnen ist neben der Bifunktionalitit eine kos-
tengiinstige Synthese unerlisslich, da groBe Uberschiisse fiir vollstindige Kupplungsschritte
benotigt werden. Auch die Reinheit spielt eine grof3e Rolle, da bereits ein Baustein mit 95 %
Reinheit bei einer dreimaligen Kupplung die theoretische maximale Reinheit auf 86 % redu-
ziert. Um die finalen Makromolekiile hinsichtlich ihrer Eigenschaften und Funktionalititen in-
dividuell gestalten zu konnen, entwickelten Hartmann et al. in den letzten Jahren eine Biblio-

thek an maBgeschneiderten Bausteinen (Abbildung 74). '3 154 135157
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Abbildung 14: Beispiclhafte. schematische Darstellung der Festphasenpolymersynthese von prézisions
Makromolekiilen sowie exemplarische Darstellung von funktionellen Bausteinen (links) und spacer Bausteinen
(rechts). Als funktionelle Bausteine sind TDS'!, DDS'35, MDS!*® und BADS'** genannt. Als spacer Bausteine
sind EDS!!, SDS!*, CDS'! und ODS!'® genannt.

Diese Bibliothek ldsst sich in zwei Gruppen an Bausteinen aufteilen: Sogenannte spacer Bau-
steine und funktionelle Bausteine. Funktionelle Bausteine besitzen eine Seitenkette mit einer
funktionellen Einheit, die die Ankniipfung von Erkennungseinheiten an das Riickgrat iiber ver-
schiedene Ligationsmethoden, wie z.B. Bildung von Amidbindungen, Kupfer-katalisierte Azid-
Alkin-Cycloaddition oder Thiolen-Klickreaktionen, je nach Gruppe die sie tragen, ermog-
licht.!33 135156 Spacer Bausteine werden verwendet, um beispielsweise den Abstand der Ligan-
den, die Gesamtkonturlénge oder die Hydrophilie anzupassen. Ausgehend von einem zentralen
Di-/Triamin werden die jeweiligen Bausteine in mehrstufigen Syntheseschritten in ihre finale
Aminstruktur mit freier Carboxy- und Fmoc-geschiitztem Amin, {iberfiihrt. Der wohl am héu-
figsten verwendete Spacer Baustein ist EDS (engl.: ethylene glycol — diamine — succinic a-
cid)Ethylendioxy Succinamid), der eine flexible und amphiphile Diethylenglykol-Einheit ent-
hilt.'! ODS (engl.: (octyl — diamine — succinic acid) Octyldiamin Succinic acid) als weiteres

Beispiel ist das hydrophobe Gegenstiick zu EDS.!%” Bei den funktionellen Bausteinen reicht die
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Auswahl von TDS mit Alkinfunktionalitét, iber DDS mit Alkenfunktionalitdt, BADS mit Azid-
funktionalitit bis hin zu MDS mit Carbonsiurefunktionalitiit und weiteren,!3!: 153, 154, 138, 162

Durch die Vielfalt an Bausteinen und die Mdéglichkeit diese auf verschiedensten Arten zu kom-
binieren, bietet die SPPoS einen hervorragenden Ansatz fiir maB3geschneiderte Verbindungen
in Hinblick auf Funktionalititen, Sequenz, Anzahl und Position von Liganden, molekulares
Gewicht, Gesamtldnge und auch Hydrophilie. Dies kommt besonders zum Tragen, wenn es um
die Untersuchung von Wechselwirkungen von Biomolekiilen und Aufkldrung der zu Grunde
liegenden Mechanismen oder das Eingreifen in diese geht. Denn durch definierte Strukturen ist
eine verbesserte Korrelation von Struktur und Wechselwirkung moglich. So konnte die Gruppe
von Hartmann bereits erfolgreich an ihren Studien zu Glykomimetika den Einfluss verschiede-

ner Parameter auf die resultierenden Eigenschaften als Glykomimetikum zeigen, !> 156 163, 164
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1.4 Supramolekulare Chemie/Liganden fiir Wechselwirkung an Proteinen

Dadurch, dass supramolekulare Protein-Ligand- und Protein-Protein-Wechselwirkungen
wichtige zelluldre Prozesse regulieren, steht die Erforschung dieser schon seit lingerer Zeit im
Fokus der Wissenschaft. Da viele dieser Prozesse in Zusammenhang mit Krankheiten wie z.B.
einige Formen von Krebs stehen, gilt die Aufklirung und Modulation dieser Prozesse als
vielversprechende Strategie fiir die Entwicklung von potenten neuen Wirkstoffen. Grundlegend
hierfiir ist die selektive und verstiarkte Erkennung von Proteineinheiten und die Modulation der
PPI durch synthetische supramolekulare Wirtsmolekiile die in dieser Arbeit als Liganden
bezeichnet werden.’": 195198 Schitzungsweise gibt es ~ 130.000 — 650.000 Arten von PP-
Interaktionen im menschlichen Interaktom, von denen bis heute bei weitem noch nicht alle
ginzlich aufgeklirt sind.'®> 17* Obwohl immer mehr Wissen iiber PPIs gesammelt wird, ist die
Entwicklung kiinstlicher PPI Inhibitoren und insbesondere von Stabilisatoren nach wie vor eine
groBe Herausforderung.!” 72 Der bisherige klassische Ansatz zur Entdeckung kleiner
Wirkstoffmolekiile konzentrieren sich auf gut definierte Ligandbindungsstellen, wie sie bei
Enzymen oder Ionenkanile zu finden sind, mit denen kleine Molekiile interagieren kénnen.'”
Hingegen, wie bereits in Kapitel 1.2.2 erldutert finden Protein-Protein-Interaktionen oft an
grofen, flachen, hydrophoben Grenzflichen der jeweiligen Proteine statt. Demnach spielt die
Komplementaritdt der jeweiligen Oberflichenbereiche und somit die molekulare
Beschaffenheit, die GroBe, Polaritit und die Zugénglichkeit eine wichtige Rolle bei der
Entwicklung potenter Binder.!® 174175

Das Auftreten von ,,Hot-Spots* begiinstigt die Entwicklung von Medikamenten, denn um in
PPIs einzugreifen ist es oft ausreichend, wenn kleine Molekiile an diesen Stellen ansetzen.!”
Dartiber hinaus sind Hot-Spots ein wichtiger Bestandteil bei verschiedenen Ansédtzen zur Suche
nach PPI Modulatoren. So konnten durch die gezielte Ausrichtung auf Hot Spots Wirkstoffe
entdeckt werden, die PPI direkt modulieren.!”” Durch zellulire Screening Test mittels der
STATs-technologie (signal transducers and activators of transcription), wurde Eltrombopag,
ein nicht-peptid-Agonisten des menschlichen Thrombopoietin (TPO), gefunden und entwickelt
(Abbildung 15). Es ist der erste niedermolekulare PPI-Modulator auf dem Markt und wird fiir
die Behandlung der seltenen Krankheit idiopathische thrombozytopenische Purpura zugelas-
sen. Auch fiir die Behandlung der Thrombozytenzahl bei Patienten mit Leberzirrhose auf Grund
von Hepatitis C wird es derzeit klinischen Studien getestet.!®18° Ebenso wurden auch Erfolge
bei Verbindungen die als allosterische Modulatoren fungieren verzeichnet. So wurde beispiels-

weise durch das Hochdurchsatzscreening, welches ein bewéhrtes Mittel zur Entdeckung von
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klassischer Wirkstoffe ist, das Anti-HIV/AIDS-Medikament Maraviroc, ein allosterischer PPI-
Inhibitor des CCR5-Chemokinrezeptors entdeckt (Abbildung 15).176 181 182 Ein weiteres Bei-
spiel ist Plerixafor. Plerixafor ist ein partieller Antagonist des Chemokinrezeptors CXCR4 und
ein allosterischer Agonist von CXCR7. Zusammen mit G-CSF wird es zur Mobilisierung hé-
matopoetischer Stammzellen im peripheren Blut fiir die autologe Transplantation bei Patienten

mit Non-Hodgkin-Lymphom und multiplem Myelom eingesetzt.'®* 184

A) B) C)
I.lH/w\NH
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Abbildung 15: Abbildungen der Strukturformeln der bereits in der Medizin als Medikament eingesetzten nieder-
molekuleren Molekiilen. A) Eltrombopag, ein nicht-peptid-Agonisten des menschlichen Thrombopoietin (TPO,
B) Maraviroc, ein niedermolekularer allosterischer CCR5-Chemokin-Antagonist, C) Plerixafor, ein partieller An-
tagonist des Chemokinrezeptors CXCR4 und ein allosterischer Agonist von CXCR7. 177

Klassische Methoden der medizinischen Chemie stoflen bei der Entwicklung geeigneter PPI-
Modulatoren an ihre Grenzen. Denn es fehlen natiirliche niedermolekulare Liganden, die als
Referenz dienen konnen. Auf Grund dessen, der Beschaffenheit der PPI und dem Fakt, dass
PPI-Modulatoren im Allgemeinen ein héheres molekulares Gewicht (> 400 Da) als die typi-
schen niedermolekularen Wirkstoffe (200-500 Da) haben, sind Screening-Methoden begrenzt,
da die auf herkémmliche Wirkstoffbibliotheken ausgelegt sind-'7% 185186 So kann als weiterer
geeigneter Ansatz zur Entwicklung der Modulatoren der strukturbasierte Ansatz gewéhlt wer-
den. Hierbei werden Aminosduren und Peptidsequenzen identifiziert, die ma3geblich fiir die
PPI sind und die Grundlage fiir das rationale Design der Modulatoren liefern. Zu diesem Ansatz

187188 oder das Peptid-Engineering'®*.!®> Synthetische Lig-

zahlt die molekulare Modellierung
anden, die die einzigartigen Eigenschaften der Aminoséure- oder Peptiderkennung besitzen bie-
ten eine ideale Grundlage. Naphthylidin-Konjugate der Calixerene®’ beispielsweise erkennen
je nach zusitzlich gebundenem Metallion Cystein, Histidin, Asparaginsdure und Glutamin-
siure.!”® 1! Mit einem, am oberen Rand, mit Peptidschleifen versehenen Calix[5]aren konnte
bereits die Interaktion von Cytochrom ¢ und seinem Partnerprotein Cytochrom-c-Peroxidase
blockiert werden.'*? Die molekulare Pinzette CLR0O1°® beispielsweise erkennt selektiv Lysin-
und Arginin-Seitenketten.’? Sie konnte bereits erfolgreich bei der Hemmung der Selbstassemb-

lierung multipler Amyloide eingesetzt werden.'**: ** Ebenso konnte eine Wirksamkeit in Tier-

versuchen gegentiiber der Alzheimer- und Pakinsonkrankheit verzeichnet werden. Dennoch sind
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Selektivitdt und Affinitdt nicht immer ausreichend. Geriiste mit zunehmender Grof3e und Fle-
xibilitdt konnen groBere Proteinoberflichen abdecken. Die Wirtsmolekiile werden hierzu auf
Geriisten wie Dendrimeren oder Polymere in einer oft multivalenten Weise prisentiert.!>% 1%
Auch die Kombination von Ligand und zusétzlichen Erkennungseinheiten wurden eingesetzt
um Selektivitit und Affinitit zu steigern.”

So entdeckten Gigante et al. bei der Untersuchung der Wechselwirkung zwischen dem Protein
14-3-3 und dem Ostrogenzezeptor alpha (ERa) eine Struktur mit trivalenter Priisentationen des
Oxoanion bindenden GCP-Motivs. Diese wies zum einen eine Selektivitit gegeniiber dieser
PPI auf. Zum andren konnte ein Stabilisierungseffekt dieser PPI beobachtet werden. Die zu
grundlegende Affinitidt wies einen 200fachen groBeren Wert auf, als die der 14-3-37-ERa

Wechselwirkung selbst. % 197

g-NH =GCP

Abbildung 16: Chemische Struktur des supramolekularen Stabilisators mit trivalenter Présentation des bindenden
GCP-Motivs.'’

1.4.1 Supramolekulare Liganden zur Bindung an Survivin

Neben der Vielzahl an interessanten Proteinen zur Erforschung von PPIs steht vor allem das
Krebs-relevante Protein Survivin, wie in Abbildung 17 zu sehen, im Fokus des Collaborative
Research Center (CRC) 1093. In der Biologie wird es auch mit der Abkiirzung BIRCS benannt,
was fiir den baculoviralen Apoptoseinhibitor Repeat (BIR), der 5 enthilt, steht. Folglich gehort
es zu den Apoptose-Inhibitor-Proteinen und ist mit 142 Aminosduren und 16,5 kDa das kleinste
dieser Familie.!”® Durch seine Funktion als Hemmer des kontrollierten Zelltods und der daraus
resultierenden Forderung des Zelliiberlebens leitet sich auch der Name survivin ab. Dariliber
hinaus ist es als Teil des chromosomalen Passagierkomplexes (CPC) zusitzlich an der mitoti-
schen Regulation beteiligt und fordert die Zellproliferation.'*” Diese beiden Funktionen und der

Fakt, dass es in normalen erwachsenen Gewebe meist nicht vorhanden ist, aber in fast allen
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Krebsarten tiberreguliert ist, machen Survivin zu einem duflerst attraktiven Ziel der Krebsfor-
schung.?®® 2! Die Uberexpression bzw. die durch Survivin ausgeldste Zellresistenz gegen
Apoptose wird dariiber hinaus mit einer Resistenz gegeniiber Chemo- und Strahlentherapie in

Verbindung gebracht.2022%

Abbildung 17: Kristallstruktur des Survivin-Dimers (PDB ID: 1F3H). Beide Monomere sind in grau eingeférbt.
Das NES ist rot eingeférbt.

Survivin wird in diversen Zellorganellen wie Zytoplasma, Zellkern oder Mitochondrien expri-
miert.?% So ist das nukleare Survivin fiir die Regulation der Zellteilung verantwortlich, wih-
rend das zytoplasmatische Survivin fiir die Hinderung der Apoptose zustindig ist.?%

Wie aus der Kristallstruktur ersichtlich liegt das Protein in seiner kristallisierten Form in einer
fadenférmigen Dimerstruktur vor (Abbildung 17).2% Es besitzt neben einer verlingerten C-ter-
minalen Helix, die sich iiber elf Helixwindungen erstreckt, eine N-terminale BIR-Doméne.?"’
Letztere besteht aus einem dreistringigen antiparallelen B-Faltblatt, das von vier kleineren a-
Helices umgeben ist. Es ist besonders charakteristisch fiir Proteine, die den programmierten
Zelltod (Apoptose) storen.??>2%7 Daneben besitzt Survivin ein leucinreiches Nukleares Export-
signal (NES), das zwischen BIR-Doméne und a-Helix angeordnet ist und zum Teil mit der
Dimerisierungsschnittstelle iiberlappt. Die einzelnen Strukturelemente von Survivin sind es-
senziell fiir seine Funktion. Denn es selbst besitzt keine enzymatische Aktivitit. Seine Doppel-
funktion erfiillt es durch die PPI mit anderen Proteinen.?%> 2% Wihrend beispielsweise fiir die
Regulation der Zellteilung die zentrale Linker-Region (Aminosduren 90-102) als Interaktions-
stelle mit den Partnerproteinen aus dem CPC ausgemacht wurde, so ist der zu Grunde liegende
Mechanismus fiir die Regulation der Zellteilung noch nicht ginzlich aufgeklirt.2%>20% 210 Dag

NES ist eine der wichtigsten Regionen des Proteins, denn sie ist die Interaktionsstelle fiir den
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Exportrezeptor CRM1 (Chromosome Region Maintenance 1).2°” Die Bedeutung der NES Re-
gion wurde durch Versuche mit einer Mutante, bei welcher zwei wichtige hydrophobe Reste
(L96, LI98) durch Alanin ersetzt wurden, deutlich. Die Bindung zwischen Survivin und CRM1
wurde geschwicht, wodurch ebenso der Kernexport gechemmt wurde, was schlieBlich in einem
Verlust der Apoptosehemmung resultiert.?!! Seit dem ist die Stérung der Expression bzw. Sté-
rung der Funktion von Survivin im Fokus der Krebsforschung.!*® 2% Zum einen wurde an Ver-
bindungen zur CRM1 Inhibierung geforscht.?'??!> Zum andern wurde auch dem Ansatz, beson-
ders zur Inhibierung von Survivin und somit den Export ins Zytoplasma zu unterbinden, mit
niedermolekularen Verbindungen nachgegangen. Hierfiir wurden diverse potenzielle Inhibito-
ren verschiedener PPIs von Survivin sowohl in-vitro als auch in-vivo untersucht.?!¢2'* YM-155
ist eine der ersten und bekanntesten niedermolekularen Verbindungen. Es hemmt selektiv die
Transkription und Expression von Survivin in Turmorzelllinien. Es konnte bereits eine offene
Phase-I-Studie durchlaufen und befindet sich derzeit in Phase II bei Patienten mit Melanom und
Prostatakrebs.??° Dennoch weiBt es eine nicht ausreichende Aktivitit als Einzelwirkstoff auf,

ebenso wie das Oligonukleotid LY2181308.%%!
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Abbildung 18: Darstellung der Struktur der niedermolekularen Verbindung YM-155.220

Trotz der verschiedenen Strategien und Wirkungsmechanismus, die auf die Expression von
Survivin abzielen, konnte noch kein effizienter Wirkstoff gefunden werden. Die Herausforde-
rung besteht vor allem darin, dass Survivins Funktionen durch mehrere PPI ausgeldst werden,
die wie in Kapitel 1.4 erwihnt, die Erforschung der Funktionsweisen und das Eingreifen mit
geeigneten Modulatoren in eine PPI erschwert.?%> Vallet et al. verfolgten den Ansatz multiva-
lenter Prasentation von einem supramolekularen Erkennungsmotiv, fiir die Modulation der Sur-
vivin Histone-H3 Interaktion.??> Mit Hilfe des Oxoanion bindenden GCP-Motiven konnten sie
in diese erfolgreich mit ihrer Struktur L1 eingreifen, die an die H3 Bindungsstelle von Survivin

bindet.??

33



Einfithrung

NH;

Abbildung 19: A) Chemische Struktur des supramolekularen GCP-Liganden 1 (L1) mit zwei Guanidiniumcar-
bonylpyrrol-Gruppen (blau). B) Docking von L1 (tiirkis) an die Histone H3-Bindestelle von Survivin. Die gepunk-
teten Linien (orange) zeigen Wechselwirkungen zwischen Ligand und Protein. Interaktionsstellen des Liganden
sind rot hervorgehoben.??

Auch in zelluldrer Umgebung wurde die Interaktion erfolgreich unterbunden. Aschmann et al.
erweiterten die Multivalenz und konnten kiirzlich auf der Grundlage von Strukturanalyse und
computergestiitzter Modellierung zwei Strukturen mit multivalenter Prisentationen des GCP-
Motivs identifizieren, die selektiv verschiedene PPIs des Proteins Survivin mit jeweiligem Part-
nerprotein hemmen.!®> Eine dieser PPIs ist die CRM1-Survivin Interaktion. Diese bleibt wei-
terhin ein geeignetes Ziel der Modulation, da diese PPI sowohl fiir die mitotischen als auch fiir

die anti-apoptotischen Funktionen von Survivin wesentlich ist.?%’

Diese PPI steuerten auch Meiners et al. an. Sie wéhlten eine Lysin-spezifisch bindende
molekulare Pinzette als supramolekulares Bindungsmotiv, die dariiber hinaus mit einer zum
NES komplementédren Peptidkette, versehen ist. Mit diesem Liganden erreichten sie eine
Bindung mikromolarer Affinitit an die iiberlappende Dimerschnittstelle und konnten folglich
die Interaktion von Survivin und seinem Interaktionspartner CRM1 beeintrachtigen. Auch
wenn es ihnen gelungen ist, das NES abzuschirmen, so ist der Effekt auf die Bindungsaffinitit

nur moderat.’*

Trotz dieser wiinschenswerten Eigenschaften ist noch kein spezifischer Wirkstoff gegen Survi-

vin in die Klinik gelangt. Ein Teil der Herausforderung konnte darin bestehen, dass Survivin
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keine eigene enzymatische Aktivitét besitzt, sondern die meisten seiner Aufgaben in Verbin-
dung mit anderen Proteinen erfiillt. Es kann am besten als Anpassungsprotein beschrieben wer-
den kann, das mit seinen Partnern interagiert oder sie an ihren Bestimmungsort transportiert.
Folglich liegt der Fokus auf einer potenten Inhibierung der Interaktion von Survivin und seinen
Partnerproteinen. In dieser Arbeit wird die Inhibierung der Survivin-CRM1 Interaktion als viel-

versprechender Ansatz verfolgt.

35



Einfiihrung

36



Motivation und Ziele

2  MOTIVATION UND ZIELE

Das Feld der Supramolekulare Chemie hat in den letzten Jahren vermehrt an Aufmerksamkeit
gewonnen. Seit der Verleihung des Nobelpreises an Lehn, Pedersen und Cram vor 30 Jahren
hat sich die Supramolekulare Chemie stetig weiterentwickelt: Von gut verstandenen, nicht
kovalenten Wechselwirkungen, iiber kiinstliche Rezeptormolekiile und solche die durch Selbst-
assemblierung komplexe Strukturen ausbilden. Doch gerade hinsichtlich des Bereiches der che-
mischen Biologie, welche sich unter anderem mit der Entdeckung von neuen, potenten Arznei-
mitteln beschiftigt, stellt die Supramolekulare Chemie im Hinblick der Untersuchung und Mo-
dulation von Protein-Protein-Wechselwirkung ein wichtiges Forschungsgebiet dar. °!: 22 Mit
ihr gilt es ein tieferes Verstdndnis der zugrundeliegenden Prinzipien der Erkennung und funk-
tionellen Modulation von Proteinen zu erforschen und zu verstehen. Gerade zur Beeinflussung
des oft komplexen Zusammenspiels von Proteinen werden neuartige chemische Werkzeuge
notwendig. Hierfiir haben in den letzten Jahren synthetische supramolekulare Wirtsmolekiile
zur selektiven Erkennung an Bedeutung gewonnen. '¢”-2** Die Entwicklung kiinstlicher Protein-
Protein-Inhibitoren und insbesondere Stabilisatoren ist jedoch nach wie vor eine der grof3en
Herausforderungen. Die Interaktion von Proteinen findet an relativ grofen, oft flachen Protein-
oberfldchen statt, sodass Ligandensysteme in flachen Rillen oder gro3en Poren auf der Protein-
oberfldche binden miissen, anstatt wie herkdmmliche Enzyminhibitoren, die dem Schliissel-
Schloss Prinzip folgen und in tiefen Taschen an aktiven Stellen des Proteins binden.

Zu Realisierung dieser Anforderungen werden maf3geschneiderte komplementére Erkennungs-
motive von zunehmender Grof3e und Flexibilitdt fiir spezifische Epitope auf Proteinoberflachen
entwickelt. Oft basieren sie auf makrozyklischen supramolekularen Liganden, angebracht auf
mehrarmigen Gerlisten, wie Dendrimeren, Markomolekiilen, oder Nanopartikeln. Denn die
supramolekularen Liganden allein weisen zwar eine Selektivitdt gegeniiberen ihren Zielstruk-
turen auf, diese ist aber fiir eine spezifische Bindung an Proteineineptiopen nicht ausrei-

chend. 168, 224, 225

Ein vielversprechendes supramolekulares Bindungsmotiv stellen sogenannte molekulare Pin-
zetten, auch Tweezer genannt, dar. Die in dieser Arbeit verwendete Pinzette von Schrader et
al.’ 7 besitzt einen makrozyklischen Hohlraum aus Norbonylverbriickten Phenylringen.
Durch ihren elektronenreichen Innenraum und den zusitzlichen Phosphatfunktionalititen kann
sie pezifisch Arginin- und Lysinseitenketten in seiner Kavitédt binden. Die molekulare Pinzette

CLRO1 konnte bereits positiv hinsichtlich der Auflésung toxischer Proteinaggregate bei der
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Forschung neuer Wirkstoffe gegen Alzheimer getestet werden.”! Der Nachteil dieses Liganden
liegt jedoch in der Bindung aller zugénglichen Arginin- und Lysinseitenketten auf der Protein-
oberfliche mit dhnlichen Affinitidten. Durch Einfiihrung des asymmetrischen Monobutynyl-
Tweezers ist die Anbringung einer weiteren Erkennungseinheit durch Kupfer-katalysierte Azid-
Alkin-Cycloaddition moglich. In vorausgegangener Arbeit von Meiners et al. konnte auf die-
sem Weg ein potenter Peptid-Tweezer hergestellt werden. Das zusédtzlich angebrachte Peptid,
weist die komplementdre Sequenz fiir den Zielbereich, das NES, des Zielproteins Survivin auf.
Durch die zusétzliche Erkennungseinheit konnte somit sowohl die Selektivitit als auch die Af-

finitdt erhoht werden.”

Ein weiteres Werkzeug zur Erzeugung von Liganden-Systemen mit hohen Bindungsaffinititen
ist das Konzept der Multivalenz, wie es die Natur sich selbst zu Nutze macht. Da Wechselwir-
kungen zwischen einzelnen Liganden und Rezeptoren schwach ausgeprégt sind, wird durch
eine simultane Bindung von einem multivalenten Liganden an einen oder mehrere spezifische
Ziele diese Limitierung umgangen. Die Arbeit von Hoing et al. veranschaulicht dieses Konzept
durch die Verwendung multivalenter Tweezer-Konstrukte am Zielmolekiil Taspase. Durch die
Anbringung von bis zu fiinf Tweezer-Molekiilen an einem geeigneten Grundgeriist ist die
gleichzeitige Bindung mehrerer Lysine/Arginine iiber die Proteinoberfliche hinweg mdoglich.
Ebenso schaffen derart grof3e Geriiste eine zusitzliche sterische Abschirmung anderer Interak-
tionspartner, das durch Kombination statistischer Effekte zu einer hoheren Bindungswahr-
scheinlichkeit fiihrt, wodurch das Konzept der Multivalenz erfolgreich gezeigt werden

konnte.>%¢

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, einen potenten Modulator fiir die Survivin-CRM1 Inter-
aktion zu designen und synthetisieren. Da die wichtige Interaktionsstelle das NES bildet, soll
an diese Position mdglichst selektiv und mit einer hohen Affinitit gebunden werden. Da meh-
rere Lysin-Seitenketten auf der Oberflache fiir eine potenzielle Bindung frei zugénglich sind,
kann der molekulare Tweezer als Bindungsmotiv dienen. Hierfiir soll das Prinzip der Multi-
valenz zunutze gemacht werden, um die Bindungsaffinitit und moglicherweise auch -selekti-

vitdt zu steigern.

Um einen erfolgreichen Binder zu designen, muss dieser gewisse Anforderungen erfiillen, die
von Survivin als Interaktionspartner vorgegeben werden. Hierfiir wird zunéchst die Oberfla-

chenbeschaffenheit, die Topologie und die zugénglichen Lysine, sowie deren Abstdnde in der
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Kristallstruktur des Proteins analysiert. Da Survivin in Losung als Homodimer vorliegt, konnen
durch Analyse der Kristallstruktur vier freie Lysine, die zur Bindung zur Verfiigung stehen

ausgemacht werden. Zwischen allen Lysinen lassen sich verschiedene Abstéinde ermitteln.??’

Die von Hartmann et al. entwickelte Methode der Festphasenpolymersynthese (SPPoS), liefert
einen geeigneten Ansatz zur Synthese eines flexiblen, maB3geschneiderten Gertists zur Anbrin-
gung des bindenden Motivs des molekularen Tweezers. Inspiriert von der Festphasenpeptid-
synthese werden maflgeschneiderte Bausteine, die sich in funktionelle und platzhaltende Bau-
steine unterteilen, durch Peptidbindungskniipfung aneinander assembliert. Diese Methode er-
moglicht die genaue Einstellung der Gerlistparameter wie Valenz, Gesamtlinge, Hydrophilie

oder Ligandenabstand.

Ziel ist es mit dieser Methode drei diazidofunktionalisierte, in der Gesamtlidnge und im Ligan-
denabstand sich unterscheidende und fiir die Lysin-Absténde passende Makromolekiile zu syn-
thetisieren. Durch Verwendung des Azid-funktionalisierten Bausteins, BADS, kann die An-
bringung des durch die Gruppe von Prof. Schrader zur Verfiigung gestellten Alkin-funktiona-
lisierten molekularen Tweezer in einer Cu(I) vermittelten Cycloaddition durchgefiihrt werden.
AnschlieBend soll zundchst in Zusammenarbeit mit verschiedenen Arbeitsgruppen der Univer-
sitdt Duisburg/Essn die Bindung und die Bindungsstirke an das Zielmolekiil Survivin mittels
NMR-Titration, ITC-Titration und SPR-Messungen untersucht werden. In einem Pull-Down
Assay soll die Inhibitionsstirke der Liganden ermittelt werden. Da es bisher keinen SPR-Assay

fiir Survivin gibt, muss dieser Assay als Teil der Arbeit etabliert werden.

Im weiteren Schritt soll die Multivalenz von einem divalenten System auf eine hohere Ebene
gebacht werden. Dafiir soll das divalente Makromolekiil in Zusammenarbeit mit der Gruppe
von Prof. Epple an ultrakleine Nanopartikel angebracht werden. Auch diese
Nanopartikelkonstruke werden dannauf ihre Bindung an Survivin mittels SPR-Messungen
untersucht. Die Inhibitionsfahigkeit wird erneut mittels Pull-Down-Assay ermittelt.

Durch die Anbringung auf den ultrakleinen Goldnanopartikeln sollte ebenfalls die Zellaufnah-
mefahigkeit gegeben sein, der in einem Zellassay mit HeLa Zellen nachgegangen wird. Da
hierfiir eine Fluoreszenz Voraussetzung fiir die Sichtbarkeit ist, wird ebenfalls der Fluoreszenz-

farbstoff Fluorescein mittels Festphasensynthese als abschlieBender Baustein eingebracht.
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3 ERGEBNISSE UND DISKUSSION
3.1 Design und Synthese der divalenten Pinzettenmakromolekiile

Protein-Protein Interaktionen oder Protein-Ligand Interaktionen bilden eine wichtige
Grundlage unseres Lebens. Durch ihre nichtkovalenten reversiblen Interaktionen regulieren sie
zahllose Prozesse, wie Signaltransduktion oder Kommunikation. Einige dieser Prozesse stehen
ebenfalls mit Krankheiten in Verbindung.'”” So auch die Interaktion von Survivin und seinen
Interaktionspartnerproteinen, da diese fiir die Regulation der Zellproliferation und einer
zytoprotektiven Funktion verantwortlich sind.??® In fast allen Krebsarten ist es stark
tiberreguliert, wodurch die Modulation dieser Interaktion ein vielversprechendes Ziel der
Forschung hinsichtlich neuer Therapeutika darstellt. Eine Strategie besteht darin, den Transport
von Survivin aus dem Zellkern zu stéren, welches wiederum ein wichtiger Schritt flir seine
zytoprotektive Funktion fiir Krebszellen ist. Survivin wird {iber die Interaktion seines nuklearen
Exportsignals (NES, 89VKKQFEELTL98) mit dem Exportrezeptor CRM1 aktiv aus dem
Zellkern in das Zytoplasma exportiert.?>> 22 Da CRM 1-Inhibitoren nicht nur den Kernexport
von Survivin unterbinden, sondern auch den intrazelluldren Transport anderer Proteine wird der
Ansatz eines auf Survivin zugeschnittenen Modulators verfolgt. Durch die Beschaffenheit der
PP-Interaktionsflachen, die in der Regel flach sind und nur wenig Furchen und keine
Bindungstaschen aufweisen ist die gezielte Modulation bis heute eine Herausforderung, 6% 186

Supramolekulare Bindungsmotive, wie die molekulare Phosphat Pinzette (CLRO1) von
Schrader, die selektiv Lysin- und Arginin-Seitenketten in seiner Kavitdt bindet (Lysin:
K.=5x10°M"; Arginin: K, =2 x 10> M!) bieten einen neuen vielversprechenden Ansatz.”!
Meiners et al. kombinierten diese mit einer zum NES komplementédren Peptidkette als weitere
Erkennungseinheit und konnten zwar mitunter durch sterische Abschirmung die Survivin-

CRM -Interaktion inhibieren, dennoch wurde die Bindungsaffinitit nur wenig gesteigert.”*

Als geeignete Ankerpunkte stellten sich mit Hilfe von Computermodellierung und NMR-
Titrationen am Monomer von Survivin zwei Lysine (K90/K103), die das NES flankieren,
heraus.”* Die multivalente Priisentation der molekularen Pinzette auf Geriisten mit
zunehmender Grofe und Flexibilitit in dieser Arbeit erweitert den bisherigen Ansatz und liefert
vielversprechende Effekte hinsichtlich Affinitit durch das Prinzip der Multivalenz.?*! 232 Auf
diesen Erkenntnissen basierend wurden die divalenten Tweezermakromolekiile (TM) dieser

Arbeit entworfen.
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Survivin liegt in wéssrigem Puffer als Homodimer vor, das bei Auftauchen natiirlicher
Bindungspartner auseinander diffundiert. Jedes Homomer besitzt die beiden NES flankierenden
Lysine K90 und K103. Ausgehend davon kénnen mittels divalenter Tweezermakromolekiile
die beiden Lysinen K90 und K103 eines Homomers angesteuert werden. Ebenfalls ist es
moglich die NES-Region in dimerer Form zu adressieren und das NES zu blockieren, da dieses
zum Teil mit der Dimerisierungsschnittstelle iiberlappt (Abbildung 20).?*’ In diesem Fall ist
wie in Abbildung 20 zu sehen, die Verbriickung von K90 zu K90, K103-K103“ oder K90-
K103/ K90°-K103 durch ein divalentes Tweezermakromolekiil als angestrebtes Ziel zu

verstehen.

A) B)

Survivin
monomer

Abbildung 20: A) Vereinfachte Darstellung des Survivin-Dimers und die daraus resultierenden Abstéinde der Ly-
sinreste K90/K90' und K103/K103'. B) Schematische Darstellung von multivalenten Tweezer-Konstrukten (dun-
kelgrau), die die Bindung der NES-Region von Survivin (PDB1E31) (blauer Kreis) an die offene NES-Spalte (rot
gefirbter Bereich/roter Kreis) des Exportrezeptors CRM1 (PDB3GJX) stéren.! Darstellungen nicht maBstabsge-
treu gezeichnet. Erstellt von Inesa Hadrovi¢ aus der Universitit Duisburg-Essen.

Durch das Andocken der divalenten Strukturen wird neben einer erhdhten Inhibierungseffizienz
auf Grund der durch multivalente Effekte ausgeloste verstirkte Bindung, auch die sterische
Abschirmung der NES-Region erwartet. Durch Molecular Dynamics (MD) Simulationen, die
von der Kooperationspartnerin Inesa Hadrovi¢ aus der Universitét Duisburg-Essen durchgefiirt
wurden, lisst sich der Abstand zwischen K90 und K103 auf einem Monomer mit etwa 20 A
bemessen. Die Abstinde der Lysine im Dimer sind wie zu erwarten gro3er und belaufen sich
auf 40 A (K90-K90"), 29 A (K103-K103") bzw. 27 A (K90-K103'/K90'-K103) (Abbildung 20).
Um sowohl die kiirzeste Distanz von 20 A als auch die lingste von 40 A und um den
Distanzbereich dazwischen abzudecken wurden drei Geriiste, die sich im Abstand der Pinzetten
und somit ebenfalls in der Konturldnge unterscheiden zur divalenten Prasentation der Pinzetten

gewidhlt. Ausgehend von der alkinfunktionalisierten Pinzette (Monobutinyldiphosphat
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Tweezer), deren Verknlipfung mittels Kupfer katalysierte Azid-Alkin Huisgens Cycloaddition
(CuAAC) in vorausgegangen Arbeiten mit weiteren Strukturelementen erfolgreich war,’* 23%
234 basieren die verwendeten Makromolekiile, die als Grundgeriiste fungieren auf flexiblen und
azidhaltigen Einheiten/Bausteinen. Die Grundgertiste werden mittels
Festphasenpolymersynthese synthetisiert, wodurch die genaue Positionierung der molekularen
Pinzette moglich ist. Die einfachste und kiirzeste Variante eines divalenten Konstruktes ist die,
der Verwendung von zwei azidhaltigen Einheiten, die in dieser Arbeit zum finalen
funktionalisierten =~ Produkt Short-TM  fiihrt. Um den Abstand zwischen den
Lysinerkennenenden-Pinzetten zu erhohen, wird EDS als flexible Einheit zwischen den Azid-
tragenden Bausteinen eingefiigt, wodurch das Pinzettenmakromolekiil Medium-TM entsteht.
Als dritte Variante wird der Abstand weiter vergrofert, sodass das Tweezermakromolekiil

Long-TM drei EDS-Einheiten enthélt. Die drei Strukturen und ihre schematische Darstellung
sind in folgender Abbildung dargestellt (Abbildung 21).

Abbildung 21: Darstellung einer Tweezermakromolekiil-Struktur sowie schematische Darstellung aller drei sich
in der Linge und im Interligandenabstand unterscheidenden Tweezermakromolekiile. !

Um die geometrischen Abmessungen dieser divalenten Pinzettenmakromolekiil-Designs zu
bestimmen und die Pinzettenabstinde innerhalb der Strukturen mit den moglichen zu
iberbriickenden Lysin-Abstinden in der NES-Region abzugleichen, wurden MD-Simulationen
von der Kooperationspartnerin Inesa Hadrovi¢ aus der Universitit Duisburg-Essen
durchgefiihrt ~ (Abbildung  22).  Hierflr =~ wurden drei  designte  divalenten
Pinzettenmakromolekiile in gestreckter als auch in einer energetischen Senke modelliert. Die

jeweiligen Werte sind Tabelle 2 zu entnehmen. Als Referenzpunkt wurde das aromatische
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Kohlenstoffatom am Phosphorester der Pinzetten verwendet. In gestreckter Variante liegt

bereits das kiirzeste Pinzettenmakromolekiil {iber der maximal benétigten Linge von 40 A.

Abbildung 22: Darstellung des kiirzesten Pinzettenmolekiils Short-TM in gestreckter Version (Erstellt mittels
Schrédinger Maestro Software).

Tabelle 2: Pinzettenabstdnde der divalenten Pinzettenmakromolekiile. Die Abstinde sind mittels MD-Simulation
ermittelt. * Jeweils erstes aromatisches C-Atom eines Tweezermolekiils.

Short-TM Medium-TM Long-TM
[A] [A] [A]
TW Abstand* (MD)

(gestreckte Konformation)

TW Abstand* (MD)

(energetisch minimierte

Konformation)

Der gestreckte Zustand jedoch bildet den realen Zustand nur bedingt ab, da diese Konformation
energetisch ungiinstig ist. Durch die Modellierung der Strukturen in einer energetisch
minimierten Konformation ist eine deutliche Verringerung der Pinzettenabstinde innerhalb der
Molekiile zu sehen. Ursdchlich sind hierfiir sind mitunter die flexiblen Ethylenglykoleinheiten
der EDS-Spacer-Bausteinen, die sich stirker ineinander verkniulen.'”> 2> Wodurch der
geringere Abstand der Pinzetten im Long-TM mit drei EDS-Einheiten gegeniiber des mittleren
Konstrukts Medium-TM mit einer EDS-Einheit zu erkldren ist. Letzterem ist gemaf der MD-
Simulation in energetisch giinstiger Konformation die Uberbriickung von zwei Lysinen im
Dimeren-Survivin ohne Streckung moglich. Die kiirzeste Verbindung Short-TM scheint

hingegen in ihrer energetisch giinstigsten Konformation nicht gidnzlich fidhig zu sein den
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kleinsten Lysin-Lysin-Abstand von 20 A iiberbriicken zu kdnnen. Abbildung 23 zeigt
beispielhaft die Uberbriickung der Lysine K907K90 im Homomer (A) sowie im Homodimer

von Survivin Anhand der mittleren Struktur Medium-TM.

A) K90, B) K 9_3.-

Abbildung 23: A) Survivin-Monomer und B) Dimer mit hervorgehobenen Lysinen in der NES-Region (blau
und rosa) sowie die Verbriickung der Lysinreste K90/90" durch den exemplarisch verwendeten Liganden Me-
dium-TM. Nach PDB 1XOX modifiziert.! Erstellt von der Kooperationspertnerin Inesa Hadrovié .

Héufig wird die Flexibilitdt des Linkers oder des gesamten Konstrukts bei multivalenten
Konstrukten als Nachteil angesehen, z. B. aufgrund eines héheren Entropieverlusts bei der
Bindung.”® 193:231.236. 237 Dennoch ist der Ansatz und die Annahme dieser Arbeit, dass flexible
Liganden einen Vorteil gegeniiber ebenso flexiblen Zielen, wie der NES-Schleife in diesem
Fall, besitzen. Somit konnen sie sich besser an Positionsdnderungen der Zielstellen, hier der
Lysinreste anpassen. Dies steht im Einklang mit den Erkenntnissen von Krishnamurthy et al.,
die an ihren Versuchen mit Ethylenglykollinkern zeigten, dass flexible Linker den
Konformationsraum ausloten kdnnen, um die Bindung an verschiedenen Bindungsstellen zu
optimieren. Die Ergebnisse zeigen, dass der erwartete Nachteil der Konformationsentropie

t.” Auch Kane’s Ergebnisse, welcher ebenfalls den Einfluss von verschiedenen

gering is
Linkerldngen untersucht hat, unterstiitzen den Ansatz. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass
auch bei ungiinstigem Verlust an Konformationsentropie des Linkers wiahrend der Bindung die
Abhingigkeit der freien Energie der multivalenten Bindung von der Linkerldnge schwach sein
kann, sodass flexible Linker eine wirksame Strategie zur Entwicklung potenter multivalenter
Liganden darstellt.”®

Es sollte auch beachtet werden, dass, selbst wenn keine zweiwertige Chelatbindung auftritt,

mehrwertige Konstrukte immer noch zu einer erhdhten Aviditit fithren konnen, z. B. durch eine

statistisch erhohte Bindung aufgrund des Vorhandenseins von zwei Tweezer-Einheiten. Wenn
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es um das Potenzial geht, auch mit anderen Bindemitteln zu konkurrieren, profitieren flexible
Liganden wie die funktionalisierten Makromolekiile dieser Studie zusdtzlich von sterischer
Abschirmung, sowohl im ein- als auch im zweiwertigen gebundenen Zustand.”® '*% 23 Diese
sterische Abschirmung hidngt weitestgehend von der hydrodynamischen Gesamtgrofle des
Liganden ab. Diese ldsst sich aber nicht ausreichend vorhersagen, sodass die Betrachtung und

Einfluss dieser in Kapitel 3.1.2 und 3.2 beleuchtet werden.

3.1.1 Synthese divalenter Azid-funktionalisierter Oligomere

Die in Abbildung 21 implementierten makromolekularen Grungeriiste wurden mit Hilfe der
Festphasenpolymersynthese nach Hartmann et al. synthetisiert, an welche die molekularen Pin-
zetten anschlieBend konjugiert wurden. Dieser Ansatz ermdglicht den Zugang zu sequenzdefi-
nierten Strukturen. Das prizise Bestimmen von Anzahl, Abstinden, Positionen oder auch der
Gesamtlidnge ist vor allem fiir die spitere Korrelation von Funktion und Struktur von Bedeu-
tung.'®!-237:238 Daneben liefert die Bausteinbibliothek, die Hartmann und Mitarbeiter aufgebaut
haben, Zugang zu diversen maf3geschneiderten Bausteinen, die durch ihre schrittweise Assemb-
lierung ermdglichen Eigenschaften und Funktionalitidten der Makromolekiile genau bestimmen
zu konnen und bei Bedarf systematisch zu verédndern. Die Bausteine besitzen eine fiir den Ein-
satz in der Festphasensynthese unerldssliche Bifunktionalitit, die zum einen aus einer Carbon-
saure-Funktionalitdt und zum anderen aus einem Fmoc-geschiitzten Amin besteht. Funktionale
Bausteine, besitzen dariiber hinaus eine weitere funktionelle Gruppe an ihren Seitenketten. Spa-
cer Bausteine bilden eine weitere Kategorie. Sie werden genutzt, um den Abstand zwischen den
funktionalen Bausteinen zu regulieren, die Konturldnge einzustellen oder Einfluss auf die Hyd-
rophilie der Struktur zu nehmen. In dieser Arbeit wurde als Funktioneller Baustein p-(azidome-

)154

thyl)benzoyl diethylenetriamin succinic acid (BADS) >* gewahlt. Er tragt die essenzielle Azid-

Funktionalitit zur spiteren Anbringung des Alkin-funktionalisierten molekularen Tweezers
mittels Kupfer-katalysierter-Azid-Alkin-Cycloaddition. Zum anderen trégt er ein Benzyl in sei-
ner Seitenkette, das die Interaktion mit den hydrophoben Proteinoberfldchen der PPI-Schnitt-
stellen begiinstigen konnte, wie es auch bei hydrophoben Bereichen in der Ndhe von Kohlen-
hydratbindungsstellen von Con A der Fall ist.!>* 2% 240 Trotz seiner etablierten Syntheseroute
gilt bei Aziden geringer molekularer Gesamtmasse Vorsicht auf Grund der Explosionsgefahr.
Als Spacer Baustein findet der Baustein EDS'®! (ethylene-glycol-diamine-succinic acid) An-
wendung. Er wurde verwendet, um die Abstinde zwischen den BADS-Bausteinen einzustellen.

Durch seine Ethylenglykoleinheit sorgt er zum einen fiir die Flexibilitdt, zum anderen erhoht er
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die Hydrophilie des finalen Makromolekiils. Beide Bausteine wurden mit kleinen Anderungen
nach bereits etablierten Syntheseprotokollen synthetisiert (Siehe Kapitel 5.2.1).1>* 1! Die Bau-
steine wurden in moderaten bis hohen Ausbeuten in Reinheiten >95% erhalten. Analysiert wur-
den die Bausteine mittels 'H-NMR, ESI-MS und RP-HPLC (siehe Experimentalteil). Anschlie-
Bend fanden sie ihre Anwendung in der nach Hartmann etablierten Festphasenpolymersyn-

these, deren Ablauf in Abbildung 24 abgebildet ist.

Q H
>—=—N—Fmoc
Ny HO
o) H N3
N—Fmoc H : T it
" o_é_N_Fmoc Finale Entschiitzung,

Funktionalisierung/ Capping

TOR 4
o7 O.

Wiederholung

wiupphE von 1. und 2

2. Entschiitzung

Abbildung 24: Schematischer Verlauf der Festphasenpolymersynthese der Makromolekiile unter der Verwen-
dung der Bausteine EDS und BADS.!

Als Feste Phase / Harz kam das weit verbreitete TentaGel® SRam auf Grund seiner guten
Quelleigenschaften in diversen Losungsmitteln wie DCM oder DMF zum Einsatz. An dieses
Harz wurde nach ausgiebigen Quellen in DCM im ersten Schritt BADS durch Verwendung
eines Uberschusses (5 Aq.) und der Kupplungsreagenz PyBOP (5 Aq.) sowie der Base DIPEA
(10 Aq.) in DMF angebracht. Nach der darauffolgenden Fmoc-Entschiitzung mit einer
25%igen-Piperidin Losung in DMF, bei welcher das terminale Amin des Bausteins freigesetzt
wird, folgte ein neuer Kupplungsschritt mit einem weiteren Baustein. Jeder Schritt wird durch
Waschzyklen mit DMF zur Eliminierung iiberschiissiger Reaktanden und Spaltprodukte
beendet. Durch die Wiederholung dieser Schritte wurden die jeweiligen Bausteine assembliert
und die gewiinschten makromolekularen Sequenzen gebildet. Vor der jeweiligen letzten
Entschiitzung der terminalen Amine wurden die Ansdtze jeweils halbiert. Besonders bei der
Entschiitzung der BADS-Bausteinen ist darauf zu achten, die Reaktionszeiten einzuhalten, um
eine mogliche Umlagerung der Seitenkette vom sekundidren Amin an das entstehende freie
primire Amin zu vermeiden.'>* Die erste Hilfte wurde nach anschlieBender Entschiitzung mit
Essigsdureanhydrid acyliert, um in nachfolgenden Reaktionen unerwiinschte Nebenreaktionen

eines freien Amins zu unterbinden. Nach Fertigstellung der jeweiligen Sequenz folgte zur
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Gewinnung der Strukturen die Abspaltung vom Harz, wodurch ein chemisch inertes Amid am
C-Terminus der Sequenzen erhalten wird. Die Abspaltung erfolgte mit einer Losung aus
95 vol% Trifluoressigsdure (TFA) in DCM und darauffolgender Féllung in eisgekiihlten
Diethylether. Nach Zentrifugation und Lyophilisierung konnten die drei makromolekularen
Grungertiste isoliert werden.

Durch die Abspaltung der Strukturen mit hohen Mengen an TFA verbleibt diese selbst nach
Ausfillen des Produkts und Waschzyklen in den isolierten Produkten zuriick. Da TFA
Riickstinde sich gegeniiber Peptiden als problematisch hinsichtlich des Verhaltens durch
Einfluss auf die Konformation und somit auf die Genauigkeit der biologischen Assays
erwiesen, wurden die Makromolekiile mittels praparativer HPLC in einem 0.1 % Ameisensiure
Wasser/Acetonitril-Gemisch erneut aufgereinigt.’*!> 2*> Dieser Schritt hat den weiteren
wichtigen Vorteil, dass in der im Folgenden anstehenden Konjugation der Pinzettenmolekiile,
reine Gerliste, frei von Abbruchzequenzen oder Nebenprodukten, eingesetzt werden. Zuletzt
folgt die Lyophilisierung wonach insgesamt die drei Makromolekiile als farblose Feststoffe in
moderaten Ausbeuten erhalten wurden. Alle Strukturen tragen jeweils zwei Azide, die jeweils
an erster und letzter Position der Sequenz sind. Insgesamt unterscheiden sich die Molekiile in
ithrem Abstand zwischen diesen Azid-funktionalititen und damit in ihrer Gesamtlange. Durch
Integration des erhaltenen UV-Signals der RP-HPLC-Messung wurde die relative Reinheit und
Monodispersitit der Strukturen bestimmt. Die Reinheiten konnte fiir alle Makromolekiile auf
>95 % bestimmt werden (Tabelle 3). Die Elutionszeiten betreffend lésst sich sagen, dass die
kiirzeste Struktur (Short-MM), fiir die geringste Interaktion mit dem C18 Sdulenmaterial zeigt,
wodurch sie am schnellste eluiert. Short-MM enthilt im Gegensatz zu Medium-MM und Long-
MM kein EDS, wodurch der Unterschied zu dieser Struktur groBer ausfillt als der zwischen
den beiden EDS-enthaltenden Strukturen, die in ihrem Laufverhalten sehr dhnlich sind. Die
Verifizierung der Geriiste erfolgte mittels HR-ESI-MS und '"H-NMR (siche Tabelle 3 und

Experimentalteil).
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Tabelle 3: Analytische Daten der Verbindungen Short-MM, Medium-MM und Long-MM. Reinheit in %, be-
stimmt durch Integration des detektierten UV-Signal bei 214 nm des HPLC-Elugramm. Elutionszeit erhalten aus
RP-HPLC-Messungen bei einem Lauf von 30 min, 25°C und einem Eluenten 0-50 Vol.% MeCN in H,O. HR-ESI-
MS Daten berechnet sowie gefunden.

Reinheit Elutionszeit 5028 INI BL\Y )

[o] [min]

Short-MM C34H46N 1307 748,3638 748,3633
Medium-MM >95 16,9 C44He3N15011 489,7489 489,7487
Long-MM >95 16,6 Cs4H99N 19019 719,8755 719,8754

HR-ESI-MS bestitigt die erfolgreiche Synthese der Makromolekiile. Die theoretisch berechne-

ten Masse-Ladungs-Verhiltnisse entsprechen den in der Massenspektrometrie gefundenen

Werten, wie aus Tabelle 3 entnommen werden kann.

Des Weiteren konnte durch 'H-NMR die erfolgreiche Synthese bestitigt werden. Die Abbil-
dung 25 zeigt exemplarisch die iibereinander platzierten 'H-NMR-Spektren der beiden Verbin-
dungen Short-MM (oben, tiirkis) und Medium-MM (unten, rot) in D>O. Beide Spektren weillen

charakteristische Signale der jeweilig enthaltenen Bausteine auf.
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Abbildung 25: Vergleichende Darstellung der 'H-NMR (600 MHz, D,0, RT) Spektren der Verbindungen Short-
MM (oben, tiirkis) und Medium-MM (unten, rot). Farbliche Zuordnung der Signale der H-Protonen in den jewei-
ligen Strukturen.

Am stéirksten ins Tieffeld verschoben liegen die aromatischen Signale der Seitenkette der
BADS- Bausteinen vor. Hier fillt auf, dass die Aufspaltung der Signale fiir die Verbindung
Medium-MM deutlich klarer ist als die der gegeniibergestellten Short-MM. Es ist zu vermuten,
dass hierfiir ursdchlich die raumliche Ndhe der BADS-Seitenketten zueinander ist, die beson-
ders in wissrigem Medium zu pi-stacking neigen. Wéhrend bei Short-MM diese relativ nah
beieinander liegen, werden diese in der Medium-MM Verbindung durch einen EDS-Baustein
weiter voneinander getrennt und haben somit eine dhnlichere Umgebung. Weiter im Hochfeld
verschoben, bei 4,52 — 4,41 ppm liegt das charakterisitische Signal der Methylenprotonen des
BADS-Linkers. Durch ihre Ndhe zum Aryl und Azid erfahren sie eine stiarkere Entschirmung
als die Ethylenprotonen der jeweiligen Bausteine. Hier zeigt sich ebenfalls eine Aufspaltung
der Signale fiir die Verbindung Short-MM. Dieses charakteristisches Signal liegt in DMSO bei
4,50 ppm und als Singulett vor, wodurch darauf zu schliefen ist, dass die beiden Strukturen
durch das Losungsmittel unterschiedlich beeinflusst werden. Zwischen 3,74 — 3,63 ppm liegen
Signale der die Ethylenprotonen von EDS und BADS, die als Multiplets zu erkennen sind.
Sofern eine Struktur neben BADS auch EDS enthélt iiberlappen die jeweiligen Signale
miteinander. Die Signale der Bersteinsdureanhydrideinheiten zeigen Multiplets zwischen 2,61
— 2,29 ppm. Die beiden am stirksten ins Hochfheld verschobenen Signale kénnen den

gecappten N-terminalen Enden, zugeordnet werden. Die Aufspaltung der Signale, der chemisch
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dquivalenten Protonen ldsst auf Rotationsisomere schlieBen. Dies konnte Baier bereits fiir den
BADS-Baustein beobachten.!* Boden setzte sich mit verschiedenen Geriisten fiir
Glykomakromolekiilen auseinander und konnte diese Aufspaltung bei Verwendung eines Aryl-
Bausteins im Oligomerbackbone ebenso beobachten.?** Zur genauern Betrachtung wurden die
beiden Strukturen, geldst in DMSO-ds, von 30°C bis 100 °C in 10 °C Schritten vermessen
(Abbildung 26). Hier ist deutlich zu sehen, dass die beiden Signale bei steigenden Temperaturen
Koaleszenz zeigen und zu einem Signal zusammen laufen. Durch diese Messungen ist ebenfalls
zu sehen, dass neben diesen Protonen ebenfalls die Ethylen- und Arylprotonen dieses
Phanomen aufzeigen. Es ist zu vermuten, dass je nach Temperatur eine weniger starke bis starke
Rotation des Aryllinkers in der Seitenkette auftritt, wodurch der Austausch der Protonen die

Umgebung der anderen Protonen beeinflusst wird.
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Abbildung 26: Vergleichende Darstellung der 'H-NMR Spektren (600 MHz) der Verbindungen Short-MM
(oben) und Medium-MM (unten). Die Spektren wurden in 10 Grad Schritten bis 100 °C in DMSO-ds vermessen.
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3.1.1.1.1 Einbau von FITC als Fluoreszenzmarker

Um die finalen Pinzettenmakromolekiile hinsichtlich ihrer inhibitorischen Wirkung auf die Sur-
vivin-CRM1 Interaktion zu testen ist fiir einige biologische Assays eine bildgebende Kompo-
nente als sogenannter Read-out notwendig. Beispiele hierfiir sind die Fluoreszenztitration und
die Beobachtung der Verbindungen in Zellen. Folglich ist es wichtig an die aus 3.1.1 bekannten
makromolekularen Grundgeriiste einen (Fluoreszenz-)farbstoff in die Strukturen zu integrieren
um deren Eigenschaften um die Fluoreszenz zu erweitern. Wichtig ist gerade fiir die Beobach-
tung in Zellen, dass sich hier die gewéhlten Farbstoffe nicht in ihren Emissionsbanden iiber-
schneiden und alle eingefarbten Komponenten, Zellmembran, Zellkern, Lysozom, und die zu
verfolgenden Verbindungen, klar voneinander sichtbar sind. Ein bekannter und héufig verwen-
deter Fluorophor bildet das Fluorescein ab. Unter basischen Bedingungen absorbiert es blaues
Licht bei einem Absorptionsmaximum von 490 nm und emittiert griines Licht bei einem Emis-
sionsmaximaum von 515 nm.?** In Abhéingigkeit des umliegenden pHs verindert sich die ioni-
sche Ladung und damit die chemische Struktur. Die phenolischen Fragmente bilden ein Gleich-
gewicht zwischen einer offenen Carboxylfunktion und einem geschlossenen Lacton (Abbildung

27).245
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Abbildung 27: Ionische Formen von Fluorescein entsprechend den pH-Bereichen und ihren relativen Fluores-
zenzintensitidten. Bei neutralem pH-Wert und unter Anregung bei 490 nm tiberwiegt die am starksten fluoreszie-
rende di-anionische Form von Fluorescein gegeniiber anderen Formen. Unterhalb von pH = pKa~6,4 zeigt das
monoanionische Fluorescein eine blauverschobene Absorption, gefolgt von einer drastischen Abnahme der Fluo-
reszenz. Bei einem noch niedrigeren pH-Wert werden neutrale und weitere kationische Formen von Fluorescein
bei einer Bestrahlung von 490 nm nicht fluoreszierend.?*¢

Dies fiihrt zu einer Fluktuation der photophysikalischen Eigenschaften.?*> Der Nachteil dieses
Fluorophors liegt in seinem Photobleaching bei Lichteinwirkung, wodurch auf dunkle Lage-
rung und Verarbeitung zu achten ist.>*%247 Derzeit sind mehrere Derivate fiir verschiedene An-

wendungen bekannt. Die bekanntesten basieren auf der Modifizierung der benzohaltigen
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Lactoneinheit. Ein Vertreter ist das Fluoresceinisotiocyanat (FITC), das auf Grund seiner guten
Reaktivitit eines der am haufigsten verwendeten Derivate ist. Es besitzt ebenso eine intensive
Fluoreszenz, kann als pH-empfindliche Sonde im Bereich der Neutralen Form eingesetzt wer-
den und ldsst sich besonders leicht mit chemischen Strukturen verbinden, welche eine Amin-
funktionalitit tragen.?*¢ Die Konjugationsbindung basiert auf einer Thioharnstoff-Bildung, de-
ren Stabilitdt aufgrund ihrer starken H-Bindungs-Wechselwirkungen von der physiochemi-
schen Umgebung abhingt.

Durch diese Eigenschaften bestens geeignet wurde FITC als Fluoreszenzfarbstoff zur Anbrin-
gung an die makromolekularen Geriiste gewéhlt. Durch den Vorteil der Polymerfestphasensyn-
these unter der Verwendung der bifunktionalen Bausteine, liegt nach Kupplung der Bausteine
bis zur gewiinschten Sequenz, wie in vorangegangenem Kapitel erldutert, ein geschiitztes Amin
vor. Die zweite Halfte der in Kapitel 3.1.1 halbierten Ansédtze wurden zur Synthese, der drei

Strukturen Short-F-MM, Medium-F-MM und Long-F-MM verwendet (Abbildung 28).

1. Entschiitzung /25 vol% Piperidin 2. Endgruppen 1.1 Ag. FITC, 10Aq. DIPEA
in DMF, 2x 15 min Funktionalisierung \2x 18 h

3. Abspaltung /2 5 val% TFA,
DCM, 1 h

Abbildung 28: Schematische Darstellung der Synthese zur FITC-Anbringung mittels SPPoS.

Die nach der Vorschrift aus Kapitel 3.1.1 synthetisierten, sich noch an der Festphase befinden-
den, Sequenzen wurden anschlieend zur Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe mit zwei aufei-
nanderfolgenden Zyklen aus 25 vol% Piperidin in DMF und Waschen mit DMF unterzogen.

Auch hier wurde die Reaktionszeit so kurz wie mdglich gehalten, um die Bildung von

53



Ergebnisse und Diskussion

Nebenprodukten durch Umlagerung des BADS-Bausteins zu vermeiden. Hiernach folgte die
Endgruppenfunktionalisierung mit Fluoresceinisothiocyanat im leichten Uberschuss (1.1 Aq.).
Dieses wurden in DMF gelost und zu der jeweiligen Sequenz zugegeben. Um eine vollstindige
Kupplung dieser anspruchsvollen Komponente zu gewihrleisten, wurde die Reaktion auf 18h
erhoht. Zusétzlich wurde eine Doppelkupplung, erneute Kupplung unter gleichen Bedingungen
nach Beendigung der ersten, durchgefiihrt. Dies soll ebenfalls einen vollstindigen Umsatz be-
giinstigen, da bei steigenden Sequenzen und sterisch anspruchsvolleren Resten die Kupplungs-
effizienz durch herabgesetzte Diffusion abnimmt. Durch die hohe Anfilligkeit von FITC ge-
geniiber Photobleaching wurde ebenso unter Lichtausschluss gearbeitet. Eine vollstdndige
Kupplung wurde durch Mircrocleavage und anschlieBender Messung in RP-HPLC-MS {iber-
priift. Nach der Abspaltung mit 2,5%vol TFA in DCM und anschlieBender Fallung, Trocknung
und Lyophilisierung wurden die Makromolekiile als gelb/orangene Feststoffe erhalten. Um fiir
die Reaktion der Konjugation der Pinzettenmolekiile moglichst reine Edukte einzusetzen, wur-
den diese fluoreszenzmarkierten Makromolekiile ebenfalls durch préparative HPLC aufgerei-
nigt. Durch die herabgesetzte Loslichkeit in Wasser durch den Fluorophor wurden die Struktu-
ren bereits im Losungsmittelgemisch aus Acetonitril und Wasser angelost. Die darauf erhalte-
nen aufgereinigten Verbindungen wurden mittels RP-HPLC, HR-ESI-MS und 'H-NMR verifi-
ziert (Tabelle 4 und Experimentalteil).

Tabelle 4: Analytische Daten zu den Verbindungen Short-F-MM, Medium-F-MM und Long-F-MM. Reinheit in
%, bestimmt durch Integration des detektierten UV-Signals bei 214 nm des HPLC-Elugramms. Elutionszeit er-
halten aus RP-HPLC-Messungen bei einem Lauf von 30 min, 25°C und einem Eluenten von 0-50 Vol.% MeCN
in H,O. HR-ESI-MS Daten berechnet sowie gefunden.

Reinheit  Elutionszeit HR-ESI-MS

(o] [min]

Short-F-MM 24,5 Cs3HseN14011S 548,1981 548,978

Medium-F-MM >95 22,6 Ce3HuN16015S 663,2615 663,2613

>95 21,7 Cs3H110N2902S [M + 893,3881 893,3877
2H+]2+

Durch die Analyse mittels RP-HPLC ldsst sich neben der relativen Reinheit ebenfalls die

Monodispersitdt der Makromolekiile verdeutlichen. Die Retentionszeiten betrachtend zeigt
sich, dass im Vergleich zu den unfunktionalisierten Makromolekiilen Short-MM, Medium-MM

und Long-MM die Elution zu spéteren Zeiten eintritt. Urséchlich ist die, durch den Fluorophor
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erhohte Hydrophobizitdt, und die damit einhergehende verstirkte Wechselwirkung mit dem
C18-Sdulenmaterial. Innerhalb der drei fluoreszenzmarkierten Makromolekiile steigt die
Retenzionszeit mit der Abnahme der hydrophilen Spacer-Einheit EDS, was ebenfalls mit der

Gesamthydrophobizitét der jeweiligen Strukturen zu erkliren ist.

HR-ESI-MS bestitigte die erfolgreiche Synthese der Makromolekiile. Die theoretisch berech-
neten Masse-Ladungs-Verhéltnisse entsprechen den in der Massenspektrometrie gefundenen

Werten Massenspektrometrie gefundenen Werten, wie aus Tabelle 4 entnommen werden kann.

Fiir einen weiteren Strukturbeweis wurden 'H-NMR-Spektren in DMSO-d der Verbindungen
aufgenommen. In Abbildung 29 ist beispielhaft der Vergleich der Makromolekiile Medium-
MM und Medium-F-MM gezeigt.
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Abbildung 29: 'H-NMR Stack der Verbindungen Medium-MM (oben, tiirkis) und Medium-F-MM (unten, rot)
(600 MHz, DMSO-d6, RT). Farbliche Zuordnung der Signale der H-Protonen in den jeweiligen Strukturen.

Deutlich zu erkennen ist der Wegfall der Acetylprotonensignale im Hochfeld bei der
fluoreszenzmarkierten Verbindung Medium-F-MM (rot). Diese zeigt hingegen die
charakteristischen Signale der FITC-Komponente im Tieffeld auf (gelb). Das Multiplett bei
10.28-9.83 ppm kann den Saure- und Alkoholprotonen des FITC zugeordnet werden, welches

folglich in offener Form vorliegt. Die weiteren Signale der FITC-Protonen liegen etwas
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verschoben in Hochfeldrichtung als Multipletts vor. Diese Signale {iberlagern sich zum Teil mit
den im DO durch protonenaustausch sichtbaren Signalen der Amid Protonen. Des Weiteren
konnen auch hier charakteristische Signale der Bausteine BADS und EDS gefunden werden.
Das Multiplett bei 7.45 — 7.24 ppm ist in beiden Spektren characteristisch und unveréndert, und
kann den Arylprotonen des BADS-Bausteins zugeordnet werden (violett). Das Signal bei 4.57
- 441 ppm kann fiir beide Spektren der Methylbriicke der BADS-Seitenkette zugeordnet
werden. Die Anbringung des Fluorophors hat nur wenig auswirkung auf die Aufspaltung des
Signals fiir den angrenzenden BADS-Bausteins. Methylgruppen von BADS und EDS die eng
zu Sauerstoff- oder Stickstoffatomen sind iiberlagern sich in mehreren Multipletts im Bereich
von 3.87 — 3.03 ppm. Klar abgegrenzt sind bei 2.40-2.16 ppm zwei Multipletts zu sehen, die

den Bernsteinsdureprotonen der Bausteingeriiste EDS und BADS zugeordnet werden konnen.

3.1.1.1.2 Einbau von Cystein zur Anbringung an Goldnanopartikeln

In den vorausgegangenen Kapiteln lag der Fokus auf der Synthese der makromolekularen
Grundgeriiste fiir eine divalente Prdsentation des lysinbindenden-Ligandenmotivs des moleku-
laren Tweezers. Die finalen Liganden wurden auf ihre Affinitdt sowie ihr inhibitorisches Po-
tenzial gegeniiber der Survivin-Crm1-Interaktion untersucht (Kapitel 3.2). Fiir die spétere er-
folgreiche Anwendung dieser rational entwickelten Inhibitoren besteht eine weitere Herausfor-
derung in der Aufnahme und der effizienten Bereitstellung in Zellen. Problematisch ist jedoch
die schlechte intrazelluldre Bioverfligbarkeit, die viele supramolekulare und sowie die in dieser
Arbeit entworfenen makromolekulare Liganden besitzen. Um dieses Problem zu umgehen,
wurde das Konzept der Pinzetten Makromolekiile als Inhibitoren um ein etabliertes Tragerma-
terial zur Zellaufnahme erweitert. Als Tragermaterial wurden ultrakleine Goldnanopartikel ge-
wihlt, an welche die Pinzetten Molekiile konjugiert wurden (siehe Kapitel 3.3). Goldnanopar-
tikel und insbesondere ultrakleinen Goldnanopartikeln (usAuNP) haben in den letzten Jahren
vermehrt das Interesse dieses Forschungsgebiets auf Grund ihrer vorteilhaften Eigenschaften
auf sich gezogen. Diese Vorteile und weitere Details werden in Kapitel 3.3 genauer ausgefiihrt.
Die Konjugation kann {iber Thiol- oder Disulfidkomponenten erfolgen, da das Edelmetall auf
Grund seines weichen Charakters stabile, pseudo-kovalente Bindungen mit ebenso weichen
schwefelhaltigen Verbindungen eingehen kann.?*® 24

Da die entstandenen Makromolekiile auf Oberflaichen von usAuNP installiert werden sollten,
musste das jeweilige makromolekulare Gertist entsprechend angepasst werden. Um die Bildung
von Au-S-Bindungen zu ermdglichen, muss in das makromolekularen Grundgeriists eine Thi-

olgruppe eingebracht werden. Das Prinzip der Polymerfestphasensynthese ermoglicht durch
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ihren Ursprung in der Peptidfestphasensynthese nach Merrifield neben der Verwendung von
malgeschneiderten Bausteinen weiterhin die gezielte Einbindung von Aminosduren. Dieser
Vorteil ermoglicht es, miihelos auf die Bausteinbibliothek der Natur zuriickgreifen zu konnen.
So wurde die Thiol-Funktionalitit durch Kopplung von L-Cystein, als erster Baustein der Se-
quenz, eingefiihrt. L-Cystein, als thiolhaltige-Aminosédure, muss fiir den Einsatz in der SPPoS
ebenfalls einen Fmoc geschiitzten N-Terminus sowie eine fiir die Syntheseroute geeignete
Schutzgruppe am Thiol aufweisen. Die Schwefelschutzgruppe verhindert ungewollte nebenre-
aktionen durch ein freies Thiol. Dariiber hinaus hat sie einen Einfluss auf die Racemisierung,
fiir diese Cystein wihrend der Kupplungsreaktion sehr anfillig ist.'?® Die Racemisierung kann
durch geeignete Kupplungsreagenzien minimiert werden. Dennoch ist die Konfiguration der
Aminoséure nicht entscheidend fiir die Anbringung an das Tragermaterial, wodurch die Wahl
auf ein weit verbreitetes und niitzliches Derivat fiel.

Vorteile des Trityl-geschiitzten Cysteins, sind der kostenglinstige Erwerb, sowie die simultane
Entschiitzung mit der globalen, TFA-sauren, Abspaltung des Makromolekiils vom Harz.'?®
Als Gesamtsequenz wurde das mittlere makromolekulare Geriist Medium-MM herangezogen.
Es enthilt zur Anbringung der Alkin-Pinzette zwei Azid-tragende Bausteine, die durch einen
spacerbaustein getrennt sind. Dies soll einen ausreichenden Abstand auf der usAuNP Oberfla-
che fiir die Bindung schaffen und gleichzeitig die UrsprungsgroB3e der Goldnanopartikel durch
die Makromolekiilhiille moglichst wenig beeinflussen.

Die Azidfunktionalitit wird durch Verwendung des funktionellen Bausteins BADS sicherge-
stellt. An diesem kann mittels CuAAC die Konjugation der molekularen Pinzetten nachfolgend
erfolgen. EDS, wird als flexibler, hydrophiler Spacing-Baustein eingesetzt. Beide Bausteine,
aus der Bausteinbibliothek von Hartmann, wurden nach bereits etablierten Protokollen synthe-
tisiert und konnten in moderaten bis hohen Ausbeuten und Reinheiten gewonnen werden, '3% 161
Ihre erfolgreiche Synthese wurde mittels 'H-NMR, ESI-MS und RP-HPLC Analyse bestitigt
(siehe Kapitel 5.2.1). Um eine Nachverfolgung der funktionalisierten usAuNPs in biologischen
Zellassays zu gewdhrleisten, wurde dariiber hinaus ein Fluoreszenzfarbstoffe in die Struktur
des Makromolekiils integriert. Die Wahl dessen wird neben der Kompatibilitit fiir die Festpha-
sensynthese von den Emissionen der anderen, fiir die Einfarbung der Zellteile, wie Zellkern,
Lysozome oder Zellmemebran bendtigten Farbstoffe, beeinflusst. Unter Beriicksichtigung die-
ser Parameter wurde Fluoresceinisothiocyanat als geeigneter Farbstoff bestimmt. Er konnte be-
reits erfolgreich in der Festphasenpolymersynthese durch Kupplung an freie Amine unter Aus-

bildung einer Thioureafunktion eingesetzt werden.
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Mit den ausgewéhlten Bausteinen wurde mittels Festphasenpolymersynthese ein makromole-
kulares Grundgeriist synthetisieren, welches fiir die anschlieBende Funktionalisierung von ult-
rakleinen Goldnanopartikeln geeignet ist (Abbildung 30). Die SPPoS wurde am Tenta-
Gel® S RAM Harz durchgefiihrt.

O, H
O—NH2 * N-Fmoc
HO o= ——
/" Bausteine

HS
BADS o Q
AN~y
By

1. Kupplung Cystein

H
O—?—N—Fmoc

HS

2. Entschiitzung =~ | -===-=mmmmmmomoomoom oo om oo
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Abbildung 30: Schematische Darstellung der Festhasensynthese zur Implementierung von L- Cystein und dem
anschlieBenden Erhalt der Verbindung Cys-Medium-F-MM.

Nachdem das Harz fiir 20 min in DMC gequollen wurde, wurden 5 Aq. der Aminosiure L-
Cystein fiir 1h unter Verwendung von 5 Aq. PyBOP als Kupplungsreagenz und 10 Aq. DIPEA
gekuppelt. Um die Anbringung der Aminoséure sicher zu stellen, wurde ein sogenanntes
Doublecoupling durchgefiihrt. Hierfiir wird das L-Cystein unter den gleichen Bedingungen, wie
der ersten Kupplung, erneut gekuppelt. Wichtig ist, dass keine Entschiitzung nach der ersten
Kupplung erfolgt. AnschlieBend wird mit 25vol% Piperidin in DMF die Fmoc-Schutzgruppe
entfernt. Durch Wiederholung der Kupplungs- und Entschiitzungsschritte werden alle weiteren
Bausteine auf dem Harz aufgebaut. Als letzter Baustein wurde FITC angebracht, um den fiir
die biologischen Assays wichtigen Farbstoff einzufiihren. Hierzu wurden 1.1 Aq. dieses in
DMF geldst und mit 10 Aq. DIPEA fiir 18 h gekuppelt. Auch hier wurde eine Doppelkupplung
zur ginzlichen Funktionalisierung durchgefiihrt. Um Photobleaching zu minimieren, wurde
ebenso unter Lichtausschluss gearbeitet. Nach Fertigstellung der Sequenz wurde mit einer Lo-
sung aus 2,5%vol TFA, 2,5% TIPS (Triisopropylsilan) in DCM abgespalten und in Ether ge-
fallt. TIPS dient als zusdtzliche Abfangreagenz fiir das bei der Abspaltung freiwerdende Trityl,
das wihrend der Kupplung als Schutzgruppe fiir das Thiol der Aminosdure fungiert. Auf diese
Weise wurde nach schliefender Trocknung und Lyophilisierung das Makromolekiile als

gelb/orangener Feststoff erhalten.
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Das erhaltene Makromolekiil weist am C-Terminus eine Thiol-funktionalitidt auf, die fir die
Funktionalisierung der ultrakleinen Goldnanopartikel genutzt werden kann. Am N-Terminus
befindet sich der Fluoreszenzfarbstoff, der die Visualisierung der Partikel in biologischen
Assays sicherstellt. Das Geriist zwischen diesen beiden essenziellen Bestandteilen, weist zwei
Azid-Funktionalititen zur Anbringung der Lysin-erkennenden molekularen Tweezer auf. Diese
sind wiederum durch einen Platzhalter-Baustein getrennt. Er erhoht zum einen die Hydrophilie
und die Flexibilitdt, zum anderen schafft er Distanz zwischen grof3en aromatischen Einheiten.
Der Ansatz eines ldngeren Makromolekiils mit drei EDS-Bausteinen wurde nicht
weiterverfolgt, um in der GroBenordnung von 2 nm der ultrakleinen Goldnanopartikel zu

bleiben und diese nicht durch Geriiste mit groBer Konturldnge zu beeinflussen.

Fiir die nachfolgende Konjugation an die usAuNPs sollte das makromolekulare Grundgeriist
eine maximale Reinheit aufweisen. Hierzu sollte das Makromolekiil ebenfalls durch eine
priaparative HPLC aufgereinigt werden. Durch die herabgesetzte Loslichkeit in Wasser,
ausgelost durch den Fluorophor, wurden die Strukturen in einem Losungsmittelgemisch aus
Acetonitril und Wasser gelost. Sowohl der Losungsvorgang als auch die Aufreinigung selbst
birgt die Gefahr der Disulfid Bildung durch oxidierenden Sauerstoff. Dies ist besonders
problematisch da durch die Oxidation reaktive Endgruppen verloren gehen, die in Hinblick auf
die spitere Anbringung an das Triagermaterial, die usAuNPs von groBer Wichtigkeit sind, da
nur freie Thiole die Verbindung mit Gold eingehen kénnen und somit fiir die Funktionalisierung
der Partikel sorgen. Dariiber hinaus kdnnen Disulfide zusitzlich auf Grund ihrer GroB3e bei der
Aufreinigung der funktionalisierten usAuNP zusdtzliche Probleme bzgl. der Abtrennung
verursachen. Es gibt verschiedene Methoden, um den Verlust reaktiver Thiolgruppen durch
Oxidation zu verhindern, z. B. die Verwendung von Thiolacton in situ, das nach der Aminolyse
ein Thiol erzeugt. Fiir die Reduktion von Disulfiden wurde hier die Zugabe von TCEP (Tris(2-
chlorethl)phosphat) als Reduktionsmittel gewéhlt. Hierdurch wird die Trennung vom
thiolhaltigen-Makromolekiil von unerwiinschten Nebenprodukten gewihrleistet. Das
Reduktionsmittel selbst kann durch frithe Elutionszeiten ebenfalls {iber die praparative Methode

entfernt werden.

Um die Stabilitdt/Kompatibilitit des Makromolekiils gegeniiber dem Reduktionsmittel vorab
zu betrachten wurde das Makromolekiil im Rohzustand und mit TCEP (zu einer 2 mg/mL
konzentrierten Losung des aufzureinigenden Makromolekiils wurden 2 mg TCEP

hinzugegeben) versetzt, mittels RP-HPLC-MS untersucht (Abbildung 31 links). Wie im
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Elugram ersichtlich, kann durch die Zugabe von TCEP die Disulfidmenge reduziert werden
(Abnahme des Signals bei tr=27,5 min und Zunahme des Produktpeaks bei 23,5 blaue
Elutionskurve), allerdings werden gleichzeitig zwei neue Produkte gebildet. Sie weisen
Retentionszeiten von tr = 18,1 min und tr = 19,3 min auf. Durch Kopplung der RP-HPLC mit
einem ESI-Massenspektrometer konnten die HPLC-Peaks modifizierten Makromolekiilen
zugeordnet werden. So konnte zum einen eine Struktur mit einem reduzierten Azid, sowie eine
Struktur, bei welcher beide Azide zu primdren Aminen reduziert wurden, den gefundenen
Massen zugeordnet werden. Die Reduktion von Aryl-Aziden zu Aminen ist ebenfalls durch
freie Thiole moglich ist.>° Sichtbar wird dies bei Betrachtung der HPLC-Spektren derselben
Probe (ohne TCEP) nach drei Tagen (Abbildung 31, rechts). Die Bildung der Aminprodukte ist
ebenfalls zu erkennen, allerdings mit weniger starken Auspragung. Folglich scheint durch die
Reduktionsstirke von TCEP die Reduktion der Aryl-Azide zu Aminen beschleunigt (siche
Abbildung 31). Problematisch ist der dadurch resultierende Verlust von reaktiven Azid-
Funktionalitéiten, die essenziell fiir die Anbringung der molekularen Pinzetten sind. Zusétzlich
konnen die neu entstandenen freien Amine an unerwiinschten Nebenreaktionen nachfolgend,
sowohl in der Funktionalisierung der Partikel als auch bei der CuUAAC teilnehmen, was sich
nachteilhaft auf die Gesamtsynthese auswirkt.

Im Gesamten stellte sich diese Methode als ungeeignete Aufreinigung fiir das makromolekulare

Grundgeriist heraus, sodass dieser Ansatz verworfen wurde.

— Nach Aufieinigung mit TCEP — Nach drei Tagen Lagerung
— ZuBeginn — Zu Beginn
Produkt Produkt iutfia
Nebenprodukte: Nebenprodukte:
+ Azid+ NH, * Azid+ NH, ‘
* 2x NHZF Disulfid * 2x NH, L

.

Intensitat
Intensitat

T T T
0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 20

Zeit [min] Zeit [min]

Abbildung 31: RP-HPLC-Spektren der Verbindung Cys-Medium-F-MM im Rohzustand (schwarzes Elugramm)
sowie nach der Aufreinigung mit TCEP (blau, links) und dem Elugramm nach versetzten der Struktur mit TCEP
nach drei Tagen (rotes Elugramm, rechts). Die jeweiligen Peaks der Produkte, der Disulfide und des reduzierten
Nebenproduktes wurden zugeordnet. Elutionszeiten wurden aus den RP-HPLC-Messungen bei einem Lauf von
30 min, 25 °C und einem Eluenten 0-50 Vol.% MeCN in H,O erhalten.
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Stattdessen wurde, um die Bildung der Nebenprodukte mit reduzierten Aziden als auch Disul-
fide moglichst gering zu halten, anschlieBend auf eine Aufreinigungsprozedur zuriickgegriffen,
bei welcher der Fokus auf einer ziigigen Arbeitsweise liegt. Durch moglichst wenig Aufarbei-

tungszeit in Losung soll die Bildung von Aminen und Disulfiden minimiert werden.

Das nach beschriebener Methode gewonnene Makromolekiil wurde anschlieBend mittels RP-
HPLC, HR-ESI-MS und 'H-NMR verifiziert (siche Abbildung 32 und Kapitel 5). Die relative
Reinheit, bestimmt durch Integration des UV-Signals der HPLC, betrdgt 77 %. Das Disulfid
besitzt einen Anteil von 16 %. Massen kleinerer Nebenprodukte konnten nicht weiter zugeord-
net werden. Ohne zusitzliche Aufreinigung wurde in Absprache mit den Kooperationspartnern
der Arbeitsgruppe Epple aus der Universitdt Duisburg Essen das makromolekulare Geriist zur
Anbringung auf den ultrakleinen Goldnanopartikeln verwendet. Die Anbringung selbst bietet
den Vorteil, dass nur Sequenzen mit einem freien Thiol angebracht werden konnen. Zusitzlich
herrschen bei der Synthese der Funktionalisierung der Goldnanopartikel ebenfalls reduktive
Bedingungen, die moglicherweise einen Teil der Disulfide reduzieren und somit die Anzahl an
freien Liganden erhohen. Weitere Abbruchsequenzen, insbesondere das Fehlen von EDS-Bau-
steinen, fallen moglichweise nicht stark ins Gewicht, da zum einen auf Grund der kleinen Ober-
fliche die Makromolekiile dicht aneinander sitzen werden und durch Hydrierung und der damit
einhergehenden Wasserstoffbriickenbindungen es ebenfalls zum Kndueln kommen kann. Des
Weiteren bilden die Azide den essenziellen Teil der Sequenz, da diese fiir die Anbringung der
molekularen Pinzetten unabdingbar sind. Die Anzahl der zur Verfiigung stehenden Azide

wurde vor Anbringung analytisch quantifiziert (Siehe Kapitel 3.3)
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Abbildung 32: RP-HPLC-Chromatogramm (B) und HR-ESI-MS-Spektrum (A) der Verbindung Cys-Medium-F-
MM. Peaks mit beschrifteten Produkt- und Disulfidpeak. RP-HPLC-Messung wurde bei 25 °C und einem Eluenten
von 0-50 vol.% MeCN in H,O in 30 min durchgefiihrt.

3.1.2 Konjugation der molekularen Tweezer an makromolekularen Geriisten

Ziel der Arbeiten in diesem Kapitel war die Synthese eines ersten Satzes an so genannten diva-
lenten Tweezer-Makromolekiilen (TMs). Diese wurden ausgehend vom Liganden des moleku-
laren Tweezers und sequenzdefinierten Oligoamidoamin-Geriisten entwickelt. Diese wurden
anschliefend in biologischen Assays hinsichtlich ihrer inhibitorischen Wirkung beziiglich der
Survivin-CRMI Interaktion untersucht. Die dafiir mittels Polymerfestphasensynthese syntheti-
sierten sequenzdefinierten makromolekularen Gertliste (Kapitel 3.1.1) wurden neben der Vo-
raussetzung zur Anbringung von zwei Pinzetten-Molekiilen, hinsichtlich der zu iiberbriicken-
den Distanzen auf der Oberfldche des Proteins Survivin designed. Sie unterscheiden sich vor
allem im Abstand zwischen den funktionellen Bausteinen, und somit in der Entfernung der
Tweezer-Einheiten innerhalb eines Tweezer-Makromolekiils. Eingestellt wurden diese Ab-
stande durch die Verwendung des Platzhalterbausteins EDS, der dariiber hinaus die Flexibilitét

und Hydrophilie der Tweezer-Makromolekiile steigert. Die Anzahl der integrierten EDS-
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Bausteine variiert von Null bis drei Einheiten. Um die Tweezer-Makromolekiile vor allem in
Zellaufnahmen zu verfolgen und sichtbar zu machen, wurden die jeweiligen makromolekularen
Grundgeriiste ebenfalls mit FITC als Fluoreszenzfarbstoff versehen. Die makromolekularen
Grundgeriiste wurden, wie in den Kapiteln 3.1.1 und 3.1.1.1.1 genauer erldutert, mittels Fest-
phasenpolymersynthese erfolgreich synthetisiert. Anschlieend folgte die Anbringung der mo-
lekularen Pinzette an die, sich hauptsidchlich in ihrem intramolekularen Abstand unterscheiden-
den, makromolekularen Geriiste. Der molekulare Tweezer wurde im Arbeitskreis von Prof. Dr.
Schader von Antonio Bietti und Inesa Hadrovi¢ synthetisiert und zur Verfligung gestellt. Der
molekulare Tweezer ist eine torusférmige Anordnung von sich abwechselnden Benzol- und
Norbornanringen, wodurch eine elektronenreiche und unpolare Kavitit geformt wird. Diese ist
ideal geeignet kationische Seitenketten der Aminoséure Lysin im Inneren zu binden (Abbildung
33). Durch zwei zuséitzliche Phosphatgruppen kommt es zur Ionenpaarbildung, wodurch die

Seitenkette zusétzlich im Inneren gehalten wird.”!

Abbildung 33: Bindung eines Lysinrestes in der Kavitit des molekularen Tweezers (CLRO1). Die Abbildung
wurde mit Hilfe von Maestro 11.5 Schroedinger erstellt.

Durch die Funktionsweise dieses Bindungsmechanismus unter physiologischen Bedingungen
ist der molekulare Tweezer bestens fiir die Modulation von Protein-Protein-Interaktionen
geeignet.”’! 52 Um diesen Liganden erfolgreich mit den molekularen Geriisten zu verbinden
und potente Ligandensysteme zur Inhibierung von Survivin und CRM1 zu erhalten wurde die
molekulare Pinzette um eine funktionelle Alkin-Gruppe durch Schrader et al. asymmetrisch

erweitert.”?

Durch die Azid-Funktionalitit der makromolekularen Geriiste und der Alkin-Funktionalitdten
des molekularen Tweezers erfolgte die Anbringung mittels einer Cu(I) katalyisierten Azid-Al-
kin-Cyclodaddition. Der Definition nach miissen die unter diesen Begriff fallenden Reaktionen

modular, mit einer breitgefacherten Anwendbarkeit sein. Dariiber hinaus liefern sie einfach
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aufzuarbeitende, stereospezifische, chemische Verbindungen in sehr hohen Ausbeuten.?>* Auf
Grund dessen und der vielfdltigen Anwendungsgebieten blieb die Klickchemie bis heute ein
beliebtes Forschungsgebiet. Besondere Aufmerksamkeit bekam die Klickchemie mit der

Vergabe des Nobelpreis 2022 an Carolyn Bertozzi, Morten Meldal und Barry Sharpless.*>*

In dieser Arbeit wurde zur erfolgreichen Synthese der CuAAC das von Sharpless beschriebene
System aus Cu(II) und Natriumascorbat verwendet. Im ersten Anlauf wurde analog zu Inesa
Hadrovié s Synthesen verfahren.?**> Hierzu wurden 1 Aq. des Short-MM Makromolekiils und
2.2 Aq. der molekularen Pinzette in einem 1:1 Gemisch aus HoO/THF gelést. Obwohl die Re-
aktion Sauerstoff toleriert, wurde das Gemisch vor Zugabe von 22 pL frisch destilliertem
DIPEA fiir 10 min mit Argon gespiilt. AnschlieBend wurde das Katalysatorgemisch aus 8,3 mg
CuSO4und 13 mg Natriumascorbat in 1 mL Wasser vorgeldst und zur Reaktionslosung gege-
ben. Nach einer Reaktionszeit von 18 h konnte der Verbrauch von Cu(Il) an der blau-Féarbung
der Losung erkannt werden. Leider zeigte sich eine Kontrolle mittels Diinnschichtchromato-
graphie als nicht erfolgreich, weshalb erneut Base und Katalystorgemisch zugegeben wurde
und fiir 8 h weiter bei Raumtemperatur geriihrt wurde, um einen moglichst vollstdndigen Um-
satz zu gewihrleisten. AnschlieBend wurde durch Zugabe von 2,5 %iger Salzsdureldosung die
Reaktion gequenscht. Hierbei formte sich das gewlinschte Produkt als weier ausfallender Nie-
derschlag. Nach Entfernung des organischen Losungsmittels unter vermindertem Druck wurde
der Niederschlag durch Zentrifugation, gefolgt von aufeinanderfolgenden Waschschritten mit
2,5%iger Salzsdure und Wasser gereinigt. Das Waschen mit Salzsdure hat zudem den Vorteil
Kupfersalze effektiv aus dem System zu waschen. Auf Grund der geringen Mengen, ist diese
Aufreinigung gegeniiber der Filtration tiber eine Fritte hinsichtlich Handhabung und Produkt-
verlust von groBem Vorteil. Um Uberschiissige Pinzette loszuwerden, wurde zwischen den
Waschschritten mit Acetonitril/Wasser 1:1 gewaschen. Als letzter Schritt wurde das Produkt
lyophilisiert wonach es als sandfarbener Feststoff gewonnen wurde. Durch die saure Behand-
lung der Reaktionsmischung wurde das Produkt mit freien Phosphorsduren erhalten. Die
Vermessung des Produktes mittels RP-HPLC blieb leider erfolglos. Dennoch konnte mittels
'H-NMR, *P-NMR und MALDI-TOF-MS die erfolgreiche Synthese bestitigt werden (siche
Kapitel 5.2 und Exprimentalteil). Um die Verbindungen in den nachfolgenden biologischen
Assays einsetzten zu kdnnen wurden die Phoshorsiuren mit Natriumhydroxid (6 Aq.) deproto-

niert um somit die Loslichkeit in wéssrigen Medien zu gewihrleisten.
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Durch diese Reaktionsvorschrift konnten drei divalenten Tweezermakromolekiile synthetisiert
werden, die sich maBgeblich in ihrem Ligandenabstand und folglich in ihrer Konturldnge un-
terscheiden. Durch die unterschiedliche Anzahl an EDS-Einheiten, die fiir die Einstellung der
Ligandenabstinde genutzt wurden, weisen die drei Tweezermakromolekiile ebenfalls unter-
schiedliche Grade an Flexibilitdt auf. Die in Abbildung 34 gezeigten finalen Strukturen konnten
in moderaten Ausbeuten erhalten werden. Klick Reaktionen sind zwar mit hohen Ausbeuten
postuliert, dennoch ist der molekulare Tweezer ein anspruchsvoller Ligand, der im Gegensatz
zu den verwendeten Grundgeriisten eine geringe Loslichkeit in wassrigen Phasen aufweist. Dies
konnte durchaus zu einer verringerten Ausbeute fithren. Der Fakt, dass der molekulare Tweezer
eine sehr wertvolle Resnot darstellt, machte eine Optimierung hinsichtlich der Reaktionsbedin-
gen unmoglich. Aufarbeitungsschritte konnen des Weiteren ebenfalls zu einer Minimierung der
Ausbeute fiihren. Ebenso wie das Beliiften nach Lyophilisierung, das erhalte Produkt sowohl

in kleinen Mengen als auch als feines Pulver erhalten wurde.

Abbildung 34: Strukturen und schematische Darstellung der final synthetisierten Tweezer-Makromolekiile Short-
TM, Medium-TM, Long-TM.

In Abbildung 35 sind beispielhaft die '"H-NMR Spektren der Verbindungen Medium-MM
(oben, blau) und Medium-TM (Mitte, griin) vergleichend iibereinandergelegt gezeigt.
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Besonders auffallend ist die Verschiebung des Signals der verbriickenden Methylprotonen des
BADS-Linkers (blau hinterlegt). Sie sind fiir Verbindung Medium-TM deutlich weniger abge-
schirmt im Tieffeld zu finden. Dies liegt an der Verknilipfung der molekularen Pinzette mit dem
makromolekularen Grundgeriist, wodurch das benachbarte Azid zum Triazol verdndert wird.
Das neu gebildete Triazol kann durch das Protonsignal bei 8.11-8.06 ppm nachgewiesen wer-
den (pink hinterlegt). Im Vergleich zum makromolekularen Grundgeriist sind zusdtzlich die
durch die molekulare Pinzette entstandenen Signale zu sehen. Diese sind im Spektrum des
Tweezer-Makromolekiils in hellgriin (Succinimid)/griin hinterlegt. Die Backbone Signale blei-
ben, abgesehen von der Aufspaltung, durch die Verkniipfung weitestgehend unbeeinflusst.
Stark im Hochfeld liegend fallen Signale der verbriickenden Methylgruppen der molekularen

Pinzette mit Signalen der Bernsteinsdure aus dem Backbone zusammen.

Fiir die fluoreszenz-markierten Makromolekiile wurde die erste Verbindung aus Short-F-MM
und molekularer Pinzette ebenfalls nach eben beschriebener Syntheseroute synthetisiert. Hier-
bei war es wichtig auf Grund des Fluorophors und dessen Photobleaching darauf zu achten,
dass die Reaktionen im Ausschluss von Licht durchgefiihrt wurden. Da auch in diesem Fall die
Kontrolle mittels Diinnschichtchromatographie nicht moglich war wurde auch hier bei Auftre-
ten der Blaufiarbung erneut Katalysatorsystem und Base zugegeben und die Reaktionszeit um
weitere 8 h verlangert. Nach der Aufarbeitung, bei der Betrachtung der Analytik zeigte sich,
dass das Produkt kaum gebildet wurde. Folglich fiihrt die Ubertragung der Reaktionsbedingun-
gen hier nicht zum Erfolg. Hauptverantwortlich ist hierbei der Fluorophor. Durch ihn kommt
es neben der Erhohung der gesamten molekularen Masse zur sterischen Abschirmung des am
N-Terminus befindlichen Azids des BADS-Bausteins. Ebenso fiihrt die Einfiihrung eines kon-
jugierten n-Systems zur Erh6hung der Hydrophobizitdt, wodurch die Loslichkeit im wéssrigen
Gemisch weiter reduziert wird. Die Wasserloslichkeit wird ebenso weiter negativ durch mog-

liche n-n-Interaktionen zwischen Fluorophor und der molekularen Pinzette beeinflusst.

Die Gewinnung der molekularen Pinzette basiert auf einer anspruchsvollen 19-Stufen Synthese,
die vor allem Zeit beansprucht und die molekulare Pinzette somit zu einem wertvollen Gut
macht. Durch die dadurch limitierte Menge an zur Verfiigung stehender molekularer Pinzette
war es nicht moglich ein Screening beziiglich der besten Kupplungsbedingungen durchzufiih-
ren. Folglich wurde basierend auf den Uberlegungen, die die Synthese negativ beeinflusst ha-
ben, die Syntheseroute bestmdglich angepasst. Hierfiir wurde der THF-Gehalt in der Reakti-

onsldsung fiir eine bessere Loslichkeit angepasst. Ebenso wurde von einem konzessiven Ansatz
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auf einen konsekutiven Ansatz umgestellt, in welchem die Aquivalente der molekularen Pin-
zette an die zu klickenden Positionen aufgeteilt und nacheinander zugegeben wurden. In diesem
Fall wurde 1 Aq. des Short-MM Makromolekiils und vorerst nur 1.1 Aq. der molekularen Pin-
zette in einem 1:1,5 Gemisch aus HoO/THF gelost. AnschlieBend wurde frisch destilliertes
DIPEA zugegeben und erneut fiir 10 min mit Argon gespiilt. AnschlieBend wurde das Kataly-
satorgemisch in 1 mL Wasser vorgeldst und zur Reaktionslosung gegeben. Nach einer Reakti-
onszeit von 18 h konnte auch hier der Verbrauch von Cu(Il) an der blau-Farbung (Cu(I)) der
Losung erkannt werden. AnschlieBend wurde die zweite Hélfte der molekularen Pinzette (1.1
Aq.) in 1 mL THF geldst und zur Reaktionsldsung gegeben. Auch wurde erneut 22 pL Base
und gleiche Mengen an Katalystorgemisch zugegeben. Nach 8 h Riihren bei Raumtemperatur
wurde dann erneut eine kleine Menge an Katalysatorgemisch (4,1 mg CuSO4und 6,5 mg Nat-
riumascorbat) in 0,5 mL Wasser vorbereitet, zugegeben und flir weitere 18 h zur Reaktion ge-
bracht. Darauf folgte das Quenschen der Reaktion durch Zugabe von 2,5 %iger Salzsdurelosung
zur Reaktion. Hierbei formte sich ein orange/gelber Niederschlag. Die weiter Aufarbeitung
wurde nicht weiter gedndert. Hierbei wurde ebenfalls dauerhaft auf den Ausschluss von Licht
geachtet. So wurde nach Entfernung des organischen Losungsmittels unter vermindertem
Druck der Niederschlag durch Waschen und Zentrifugation aufgereinigt. Nach Lyophilisierung
konnte das Produkt als orangefarbener Feststoff erhalten werden. Alle drei Ligandensysteme
konnten in moderaten bis geringen Ausbeuten erhalten werden. Ihre erfolgreiche Synthese
wurde mittels '"H-NMR, "*P-NMR und MALDI-MS (siehe Kapitel 5.2 und Experimenttalteil)
nachgewiesen. Um die Verbindungen in den nachfolgenden biologischen Assays einsetzten zu
kénnen wurden die Phoshorsiuren mit Natriumhydroxid (6 Aq.) deprotoniert um somit die Los-

lichkeit in wéssrigen Medien zu gewihrleisten.

Durch die Umstellung auf das iterative Verfahren konnte die Generation der divalenten Twee-
zer-Makromolekiile um drei weitere Tweezer-Makromolekiile, die am N-Terminus einen Flu-
oropor tragen erfolgreich erweitert werden. Diese drei Ligandensysteme unterscheiden sich
ebenso innerhalb ihres Tweezerabstandes, der durch die EDS-Einheiten variiert wurde. Mit
steigender Anzahl an EDS-Einheiten ist von einer Erhdhung der Flexibilitit des Systems aus-
zugehen. Der Fluorophor bietet die Moglichkeit eines optischen Read-outs, welcher hauptséch-

lich fiir biologische Assays notwendig ist.
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Abbildung 35 zeigt die 'H-NMR Spektren des makromolekularen Grundgeriist Medium-MM,
des Tweezer-Makromolekiils Medium-TM und des Fluorophore-tragenden Tweezer-Makro-
molekiil Medium-F-TM vergleichend. Das am weitesten ins Hochfeld verschobene Signal der
Acetylprotonen ist sowohl beim reinen makromolekularen Grundgeriist als auch bei der Ver-
bindung Medium-TM zu finden (hellrot markiert). Bei der fluoreszenz-markierten Struktur Me-
dium-F-MM geht dieses Signal verloren, stattdessen sind die Signale des Fluorophors im aro-
matischen Bereich als mit aromatischen Signalen der Verbindung iiberlappendes Multiplett zu
finden (hellgriin). Bei beiden Tweezer-Makomolekiilen ist die in blau markierte Verschiebung
der verbriickenden Methylprotonen zu héheren ppm deutlich zu sehen. Das als Multiplett er-
scheinende Signal bei der Verbindung Medium-F-TM lisst sich auf die enge rdumliche Nach-
barschaft des BADS und der daran befindlich molekularen Pinzette zum Fluorophore erklaren.
Auch die weniger klaren Multipletts konnen dadurch erklart werden. Weitere Multipletts die
Tweezer — Protonen enthalten sind in den Spektren der Tweezer-Makromolekiile griin markiert

und weiter im Tieffeld zu finden.
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Abbildung 35:'H-NMR der Verbindungen Medium-MM (blau, Oben) und Medium-TM (griin, Mitte) und Me-
dium-F-TM (rot, Unten) iibereinandergelegt. Die Spektren wurden jeweils auf das Losungsmittelrestsignal von
DMSO-ds gelockt.

Nachdem die Reihen an Tweezer-Makromolekiilen erfolgreich synthetisiert wurden, wurden
sie hinsichtlich ihrer Affinitit und des Potenzials zur Uberbriickung zweier Lysine auf der
Oberflache von Survivin betrachtet. Hierfiir wurden zuerst DOSY-NMR Experimenten von Dr.
Christine Beuck aus der Universitit Duisburg-Essen mit den drei Konstrukten Short-TM, Me-
dium-TM und Long-TM zur Ermittlung des Zustandes in Losung und der Hydrodynamischen
Radien durchgefiihrt. AnschlieBend wurden die iiber MD-Simulationen (durchgefiihrt von
Inesa Hadrovi¢ der Universitdt Duisburg-Essen) ermittelten Abstdnde innerhalb der jeweiligen
Tweezer-Makromolekiile hinzugezogen und mit dem realen Zustand, den erhalten Werten aus

den DOSY-NMR Experimenten verglichen (Tabelle 5).
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Abbildung 36: Darstellung des Survivin Homodimers und die gemessenen Abstédnde zwischen den Lysinresten
K90/K90 und K103/K103". (PDB ID: 1XOX).

Tabelle 5: Tweezerabstinde und hydrodynamische Durchmesser di von zweiwertigen TMs, bestimmt durch MD-
Simulation und DOSY-NMR. *Als Referenzpunkt wurde das erste aromatische Proton (an welchem der Linker
covalent gebunden ist) des Tweezers verwendet.

Short-TM Medium-TM Long-TM

Pinzetten Entfernung* (MD) [A]

(gestreckte Konformation)

Pinzetten Entfernung* (MD) [A]

19,1

42,8 38,6

(energetisch giinstige Konformation)

du (DOSY) [A] 20,2 22,4 22,2

So ist gemiB der MD-Simulation fiir giinstige energetische Konformationen die Uberbriickung
der zwei entferntesten Lysine im Survivin-Dimer fiir den Medium-TM ohne zusétzliche Stre-
ckung moglich. Der stirkste in der Konturldnge, Long-TM, kann hingegen ohne zusitzliche
Streckung nur die kleineren Distanzen im Dimer iiberbriicken. Werden jedoch die hydrodyna-
mischen Durchmesser, die aus den DOSY-NMR-Messungen erhalten wurden, betrachtet, ist
nur die kiirzere Uberbriickung von zwei Lysinen im Surivin-Monomer ohne zusétzliche Stre-
ckung fiir alle drei Tweezer-Makromolekiile moglich. Bereits bei den MD-Simulationen zeigt
sich, dass es fiir die Tweezer-Makromolekiile energetisch giinstig ist, eine in sich gewundene
Konformation anzunehmen, die mafBgeblich durch die flexiblen Ethylenglykoleinheiten der
EDS-Bausteine und die intramolekulare Wasserstoftbriickenbildung der Amidbindungen méog-
lich ist. Diese Konformation fiihrt wiederum zu kiirzeren Pinzettenabstdnden im Vergleich zu

einer vollstindig gestreckten Konformation.!”> 235 Der Blick auf die durch DOSY-NMR
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ermittelten hydrodynamischen Durchmesser, die ebenfalls eine zusdtzliche Abnahme der Grof3e
zeigt, bestitigt durch die starke Grofenabnahme das bereits angenommene Knédulverhalten der
Strukturen. Interessanterweise zeigt der makromolekulare Ligand mit der langsten Konturldnge
(Long-TM, n=3) sowohl in energetisch giinstiger Konformation als auch im hydrodynamischen
Durchmesser einen geringeren Wert, als Medium-TM (n=1), was hochstwahrscheinlich auf
eine stirkere Kndulung durch die vermehrte Anzahl an méglichen intramolekularen Wasser-
stoffbriickenbindungen zuriickzufiihren ist. Obwohl eine Flexibilitdt des Linkers héufig bei
multivalenten Konstrukten als Nachteil angesehen wird, z. B. aufgrund eines héheren Entro-
pieverlusts bei der Bindung gesehen wird,*" 27 ist in dieser Arbeit die Annahme, dass eine
gewisse Flexibilitdt der Strukturen vorteilhaft, wenn nicht sogar notwendig ist, um sich der
ebenso flexiblen Zieloberflache, wie in diesem Fall der NES-Schleife des Survivins, anzupas-

sen.

Hinzu kommt, dass makromolekulare Liganden, wie in dieser Arbeit von einer sterischen Ab-
schirmung profitieren. Hierfiir ist der Bindungsmodus nicht ausschlaggebend, sodass dies so-
wohl im ein- als auch im zweiwertigen gebundenen Zustand einen positiven Effekt hat.”s 15%
235 Zusitzlich weisen mehrwertige Liganden eine erhdhte statistische Bindung auf, welche in
einer erhohten Aviditét resultiert, selbst wenn keine simultane Bindung der beiden Tweezer-

Motive eintritt.

Zur genauen Betrachtung der Affinitét sowie des Inhibitionsvermdgens der einzelnen Verbin-
dungen sowie zur Untersuchung des Einflusses ihrer Architektur, wurden biologischen Assays

durchgefiihrt. Diese werden im nachfolgenden Kapitel genauer betrachtet.

3.2 Bindungsstudien zu den divalenten Tweezer-Makromolekiilen an Survivin

Die Erkennung des Survivin-Proteins durch seinen kognitiven Rezeptor CRMI1 ist ein relevan-
tes Beispiel fiir eine pathobiologisch bedeutende PPI. Dadurch, dass Survivin in der Regel in
gesundem Gewebe nicht vorhanden, aber in fast allen Arten von Krebszellen iiberexprimiert
ist, wird es mit einer Resistenz gegen Chemo- und Strahlentherapie in Verbindung gebracht.?%
201 Daher gilt Survivin als ein wichtiges Ziel fiir die potenzielle Entwicklung neuer und besserer
Anti-Tumor-Therapien.?**: 2> Eine Strategie besteht in der Hemmung der Interaktion mit sei-
nem Kernexportrezeptor CRM1. Sowohl fiir die Rolle als Apoptose hemmendes Protein, als

auch fiir die mitotische Regulation ist die Interaktion mit seinem Kernexportrezeptor CRM1

von zentraler Bedeutung. Vermittelt wird diese Interaktion durch das Kernexportsignal (NES).
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Da CRMI1 nicht nur als Nuklearexportrezeptor fiir Survivin fungiert, beeintrachtigt folglich ein
CRM-Inhibitor auch den intrazelluldren Transport anderer Proteine, wodurch wichtige biolo-
gische Prozesse gestort werden.??% 2°% 257 Folglich sollten geeignete Inhibitoren auf Survivin

zugeschnitten werden, um diese Interaktion selektiv zu storen.

Nun sollen die erhaltenen Molekiile hinsichtlich ihrer Inhibitorischen Wirkung auf die Survi-
vin-Crm1-Interaktion untersucht werden. Zusétzlich wurde der Einfluss des Ligandenabstands
und die Erh6hung der Valenz, sprich der Vergleich zwischen einem monovalenten Tweezer zu
den synthetisierten divalenten Strukturen untersucht. Hierfiir wurden eine Reihe an biologi-
schen Assays durchgefiihrt, die in nachfolgenden Kapiteln niher ausgefiihrt sind. Als Referenz
wird in einigen Assays der monovalente Tweezer CLRO1 verwendet, der bereits in vorausge-

gangen Untersuchungen vielversprechende Ergebnisse geliefert hat (Abbildung 37).

Abbildung 37: Struktur des monovalenten Tweezers CLRO1.

3.2.1 ITC

Um nun tiefere Einblicke in die direkte Bindung der Tweezer-Makromolekiile an Survivin zu
erlangen, wurde als erstes isothermale Titrationskalorimetrie (ITC) durchgefiihrt. Diese Mes-
sungen wurden von den Koopertationspartnerinnen /nesa Hadrovi¢ aus dem Arbeitskreis von
Prof. Dr. Schrader und Annika Meiners aus dem Arbeitskreis von Prof. Dr. Shirley Knauer
durchgefiihrt.

Bei einer ITC-Messung wird die Warmeenergie gemessen, die bei einer molekularen Wechsel-
wirkung zwischen zwei Substanzen freigesetzt oder aufgenommen wird. Dies ermoglicht die
Bestimmung thermodynamischer Parameter, wie die freie Gibb'sche Energie (AG), die Bin-
dungsenthalpie (AH), die Bindungsentropie (AS) und die Gleichgewichtsassoziationskonstante
(Ka) in einem einzigen Experiment. Mit Hilfe dieser Daten konnen Einblicke in die Starke und
Art der Wechselwirkung, von Proteinen und Liganden gewonnen werden.?*2%° Allerdings lie-

fert ITC keine Informationen iiber Warmeénderungen auf molekularer Ebene, sodass diese
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Methode immer Unterstiitzung einer anderen Technik erfordert um die Ergebnisse verbindlich
zu erkliren.?®!

Um die Bindungskonstanten mit dieser Methode zu ermitteln, wurde sowohl die direkte Titra-
tion als auch die umgekehrte Titration angewandt. Liegt das Protein in der Messzelle vor und
der Ligand wird hinzutitriert, so wird von einer direkten Titration gesprochen. Wird das Protein
zum Liganden titriert, so ist die Rede einer umgekehrten Titration.

Fiir beide Messungsarten konnten steile exotherme Bindungskurven erzielt werden. Allerdings
sind vor allem bei der umgekehrten Titration scharfe Knicke am Séttigungsplateau zu erkennen.
Diese sind bereits bei der Verbindung Medium-TM gut sichtbar und fiir die Verbindung Long-
TM stark ausgeprigt. Aus dem Kurvenprofil lisst sich ein sequenzielles Bindungsevent, das
aus zwei konsekutive Bindungsschritten besteht, ableiten. In Abbildung 38 sind die signifikan-
ten Stellen in rot markiert. Vorzustellen ist ein solch mogliches Bindungsevent beispielsweise

dann als Bindung von K90 durch einen molekularen Tweezer und anschlieender Bindung von

K103 durch den zweiten, am selben Makromolekiil befindenden molekularen Tweezer.
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Abbildung 38: ITC Thermogram und Bindungsisotherme aus der Bindung der Verbindungen Short-TM, Medium-
TM und Long-TM an Survivin. Erhalten wurden die Thermogramme und Bindungsisothermen durch umgekehrte
Titration.

Aus diesem Grund konnten die Bindungskurven nicht mit Standard-Bindungsmodellen ange-
passt und folglich quantitativ ausgewertet werden. Werden die Bindungskurven dennoch ver-
gleichend mit der des monovalenten molekular Tweezer CLRO1 betrachtet, zeigt sich ebenfalls
ein Unterschied, der auf einen verinderten Bindungsmodus hindeutet.” Urséchlich ist neben

der divalenten Préisentation des molekularen Tweezers ebenfalls das Grundgeriist zwischen den
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beiden bindenden molekularen Tweezer-Einheiten. Die zuséitzlich, vor allem bei hoheren Kon-
zentrationen auftretenden endothermen Peaks, sind fiir die einzelnen Verbindungen unter-
schiedlich ausgeprédgt und steigen in ihrer Intensitdt mit der Konturldnge der jeweiligen Ver-
bindung. Eine mogliche Ursache fiir diesen Effekt konnte eine Aggregation oder Ausfallen der

Probe bzw. des Komplexes sein.

Zusitzlich wurde eine direkte Titration, bei welcher das Protein bereits in der Zelle vorliegt,
und die Liganden hinzutitriert werden, durchgefiihrt. Die erhaltenen Kurven wurden mit einem
Modell, bei welchem zwei unabhingige Bindungsstellen vorliegen, ausgewertet. Die daraus
erhaltenen thermodynamischen Daten wurden mit Hilfe der Affinimeter-Software ,,cloud-Ver-
sion* ausgewertet (Abbildung 39). Aus diesen Daten geht hervor, dass die hoher affine Bin-
dungsstelle eine niedrigere Enthalpie aufweist. Allerdings spiegelt dieser Fit nur bedingt die
Komplexitit des Systems wider. Folglich wurde ein eigenes Modell entwickelt, das neben ei-
nem zweiwertigen Liganden einen ebenso zweiwertigen Rezeptor enthilt, um die zentralen

Bindungsereignisse zu beriicksichtigen.
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Abbildung 39: Speziesverteilungsdiagramme (links) aus direkter Titration der jeweiligen divalenten Tweezer-
Makromolekiile basierend auf einem Modell, dass neben einem zweiwertigen Liganden einen ebenso zweiwerti-
gen Rezeptor enthilt. Aufgetragen ist hierbei die Konzentration gegen das molare Verhéltnis von Titrant zu Titrat
(AvMy). Mogliche Bindungsereignisse der divalenten Liganden und eines zweiwertigen Rezeptors sind rechts in
der Abbildung dargestellt.

Fiir das kiirzeste Tweezer-Makromolekiil ergibt sich ein Spezieserteilungsdiagramm, dass be-
vorzugt die Spezien MA und MB gebildet. Liegt jedoch ein Uberschuss an Protein vor so wer-
den bevorzugt M2A und M2B gebildet. Die Bildung der Spezies MAB geht hier nicht hervor.
Ganz anders ist es jedoch fiir die beiden anderen Liganden Medium-TM und Long-TM. Aus
thren Speziesverteilungsdiagrammen geht die Bildung des MABs hervor. Ebenso scheint fiir
diese Liganden die Bildung von MA stérker zu sein als die von MB, wodurch davon auszugehen
ist, dass zuerst die Bindung an der Bindungsstelle mit hoherer Affinitét erfolgt und anschlie-
Bend die Bindung mit hoherer Enthalpie auftritt. Die thermodynamischen Daten lassen ebenso
darauf schlielen, dass das System dazu neigt die Gesamtentropie zu minimieren. So ist die
Bindung zweier Liganden an ein Protein entropisch giinstiger als die gewlinschte 1:1 Bindung.
Folglich ist eine Verbriickung mehrerer Proteine durch die divalenten Liganden nicht unwahr-

scheinlich (Abbildung 39).

3.2.2 NMR-Titration

Zur genaueren Betrachtung der durch ITC gewonnen Ergebnisse wurde anschlieBend von Dr.

Christine Beuck aus dem Arbeitskreis von Prof. Dr. Bayer der Universitit Duisburg-Essen eine
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NMR-Titration mit '’N-makriertem Survivin durchgefiihrt. Diese Methode dient zur Spezifi-
zierung durch Kartierung der Bindung der Tweezer an bestimmte Aminosdurereste von Survi-
vin. Hierzu wird der jeweilige makromolekulare Tweezer-Ligand bis zu einer dquimolaren
Menge an '"N-makriertem Survivin hinzutitriert. Durch Bindung des Liganden an Survivin
wird eine Signalverschiebung als auch héufig reduzierte Signalintensitéten fiir die jeweiligen
an der Bindung beteiligten Aminosdurereste induziert. Mit dieser Methode konnte bereits in
einem vorausgegangenen Experimenten mit einem Tweezer-Peptid an Survivin die Regiose-
lektivitit des Liganden erfolgreich gezeigt werden.”

Die NMR-Titration wurde vorerst mit dem kiirzesten Liganden Short-TM bei einer Konzentra-

tion von 500 pM und anschlieBend bei 750 uM durchgefiihrt.
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Abbildung 40: Stérung der chemischen Verschiebung und relative Signalintensititen der NMR-Titration von Sur-
vivin mit 500 M (oben) und 750 M (unten) Short-TM.

Dabei zeigt sich fiir beide Messungen keine Signalverschiebung (Abbildung 40). Auch eine
Intensitatsverringerung ist fiir die Aminisdurereste um K90 und K103 kaum vorhanden und
somit wenig spezifisch. Auffillig ist eine zu verzeichnende Intensititsverringerung fiir alle
Aminoséurereste. Sowohl die chemische Verschiebung als auch die relativen Signalintensitdten
offenbaren bereits verschiedene Bindungsmodi, die unter anderem auf eine Aggregation und
Ausfallen des Proteins bzw. Protein-Ligand-Komplex hindeuten, wodurch keine Spezifizierung
moglich war. Moglicherweise findet, vor allem bei hoheren Konzentrationen, nicht nur das er-
hoffte Bindungsereignis zwischen einem divalenten Tweezer-Makromolekiil und Survivin
statt, sondern auch eine Art der intermolekularen Verbriickung (cross-linking) und somit eine

Komplexbildung. Dieser Komplex kann dann ebenfalls durch weitere Tweezer-Makromolekiile
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mit weiteren Survivin-Einheiten verbriickt werden, so wie es in Abbildung 41 vereinfacht sche-
matisch dargestellt ist. Diese These kann durch die Abnahme der gesamten Signalintensitét,

statt der Abnahme einer bestimmten Region, gestiitzt werden.

Abbildung 41: Schematische Darstellung der Verbriickung mehrerer Survivin-Proteine durch divalente Tweezer-
Makromolekiile.

Auf Grund des beobachteten Verhaltens ist die Methode als Misserfolg zu verzeichnen,
wodurch auf die Vermessung der iibrigen anderen divalenten Tweezer-Makromolekiile verzich-
tet wurde. Dennoch ist anzumerken, dass die Ergebnisse der NMR-Titrationen und die gesam-
melten ITC-Daten eine Korrelation aufweisen. Selbst wenn die mehrfache Verbriickung, die
vermeintlich zur Aggregation fiihrt nicht direkt das stufenweise Bindungsereignis, auf das die
ITC-Titrationskurven hinweisen zeigt, so stiitzt es dennoch die bereits durch ITC postulierte

Aggregation und das darauffolgende Ausfallen des Komplexes.

3.2.3 Fluoreszenzpolarisation

Um weitere Einblicke in die Bindung der Tweezer-Makromolekiile zu erlangen, wurde als wei-
teres Experiment ein Fluoreszenz-Anisotropie Assay zusammen mit Dr. Annika Lennartz der
Universitdt Duisburg Essen durchgefiihrt. Dieser gibt nicht nur Aufschluss dariiber, ob eine
Bindung an die Oberfldche des Proteins stattfindet, sondern auch, ob der jeweilige Ligand die
Féhigkeit besitzt, die Survivin-CRM1 Interaktion zu inhibieren. Hierfiir wurden die FITC-mar-
kierten divalenten Tweezer-Makromolekiile hinsichtlich ihrer Bindung an Survivin120 mittels
Fluoreszenzanisotropie untersucht. Die Daten wurden auf die gemessene Anisotropie Ao in Ab-
wesenheit des Proteins normiert. Ausgewertet wurden die Daten auf Grund der Komplexitit
dieses multivalenten Bindungsereignis mittels eines Single-Site-Bindungsmodel, wodurch die
Bindungsaffinititen 131 = 21 puM fiir den unmodifizierten Tweezer TW-F, 9,3 + 0,4 uM fiir
den kurzen divalenten Short-TM-F, 7 + 2 uM fiir den mittleren Medium-TM-F sowie 59,3 +
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0,9 uM fiir den langen Long-TM-F betrugen. Zwar bildet ein Single-Site-Bindungsmodell den
realen Zustand nur geringfiigig ab, wie bereits die ITC-Titration und das NMR-Titrationsexpe-
riment vermuten lassen. Dennoch ldsst sich ein erster Vergleich der unterschiedlichen Liganden
untereinander aufstellen. So zeigt dieses Experiment ebenfalls die erfolgreiche Bindung an die
Oberfldache von Survivin. Wird der monovalente Ligand TW-F im Vergleich zu den divalenten
Systemen betrachtet, so zeigt sich hier ein deutlicher Anstieg der Bindungsaffinitit. Diese Af-
finitdtssteigerung kann mit dem Multivalenten Effekt erklart werden, wie er in Kapitel 1.3.1
ausfiihrlich erklirt ist.*! Einzig allein das lingste System Long-TM-F passt nicht zum erwar-
teten Trend der anderen vermessenen Synsteme. Eine Erklarung fiir das Verhalten des Kon-

struktes Long-TM-F konnte bisher jedoch nicht gefunden werden.

0.20+

0.154
5 -o- medium-TM-F
So 0.10 —+— short-TM-F
E -2 TW-F

0.05 -4 long-TM-F

0 50 100 150

Konzentration Survivin,,, [uM]

Abbildung 42: Fluoreszenzanisotropie-Experimente zeigen eine verstirkte Bindung an Survivin120 fiir bivalente
Tweezer-Makromolekiile. Fluoreszenzmarkierte monovalente oder bivalente Tweezer-Makromolekiile (0,2 pM)
wurden mit Survivinl20 auf bis zu 150 uM titriert. Die Daten wurden an ein Eins-zu-Eins-Bindungsmodell ange-
passt und sind als Mittelwerte +/- SD mit n=3 unabhédngigen Experimenten dargestellt.

3.24 SPR

Um umfassendere Erkenntnisse iiber die Auswirkung der Bindung der divalenten Liganden an
Survivin zu gewinnen, wurde zur weiteren Untersuchung ein Oberflichenplasmonresonanz-
Assay entwickelt (SPR). Diese Messmethode wurde bisher fiir Survivin noch nicht verwendet,
wodruch fiir diese Arbeit ein Assay etabliert werden musste. Hierflir konnte auf die Erfahrun-
gen aus der Etablierung des Taspase-Assays, durchgefiihrt von Serap Uclii, aufgebaut wer-
den.' Das verwendete Protein Survivin wurde freundlicherweise von der Arbeitsgruppe von

Prof. Dr. Shirley Knauer zur Verfiigung gestellt.
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Im Gegensatz zu den bisherigen Methoden wie ITC, NMR-Titration und Fluoreszenzanisotro-
pie liegt das Protein hierbei nicht in Losung vor, sondern ist auf einer Sensorchipoberfliche fest
immobilisiert. Der Sensorchip besteht aus einer funktionalisierten Goldoberflache, auf welcher
das Protein kovalent gebunden oder ,,gefangen werden kann. Die Immobilisierung eines
Wechselwirkungspartners ist der erste Schritt eines SPR-Assays. Die Immobilisierungstechnik
ist essenziell und wird in Abhédngigkeit der Interaktionspartner und des Forschungszwecks ge-
wiahlt. Des Weiteren muss das Protein nach der Immobilisierung seine Aktivitéit beibehalten.
Fiir den Prozess selbst stehen mehrere Kopplungsverfahren zur Auswahl, die in Abhidngigkeit
der zur Verfiigung stehenden reaktiven Gruppen gewihlt werden. Hautig werden Aldehyde,
Thiole oder Amine verwendet. Letztere sind fiir die Untersuchung der Inhibierung der Survivin-
CRM1 Interaktion mittels divalenter Tweezer-Makromolekiilen ungeeignet, da die priméren
Amine der Lysin-Seitenketten selektiv von den Tweezer-Liganden erkannt werden. Fiir diesen
Fall wurde die Thiol-Kupplung ausgewahlt, die als robuster gilt als die der Amin-Chemie und
deren Erfolg im Wesentlichen von der Verfiigbarkeit von Thiol-Gruppen anhédngt. Verfiigbare
Thiole auf der Oberflache von Survivin wurden zuvor mittels Simulation, aus der in PDB ver-
fligbaren Datenbank, evaluiert. Fiir die Immobilisation wurde ein Carboxyl-derivatisierter C1-
Chip mittels EDC/NHS durch Modifizierung der Carboxylgruppen zu N-Hydroxysuccinimid-
Estern aktiviert. Anschlieend wird durch Kupplung von Cysteamin eine Disulfidgruppe ein-
gefiihrt, iiber welche durch Austausch im darauffolgenden Schritt Survivin angebracht wurde.
Nicht reagierte Disulfide wurden durch Reaktion mit L-Cystein deaktiviert.

Der Messzelle steht eine Referenzzelle gegeniiber, deren Goldoberfliche mittels Ethanolamin
deaktiviert wurde. Das Messprinzip beruht auf der Anderung des Brechungsindex der Gold-
oberflache. Das Detektionssystem besteht aus einer Lichtquelle, welche durch ein Prisma auf
der Goldoberflache fokussiert wird, wodurch die Plasmonresonanz in der Goldoberflache an-
geregt wird. Das emittierte Licht, wird in einem Detektor aufgefangen. Ein verdnderter Bre-
chungsindex, resultiert in einer Verschiebung des Detektionswinkel, was wiederum in soge-
nannte Response Units (RU) tibersetzt wird. Die Grundlinie fiir jede Messung wird auf null RU
gesetzt. Bindet nun ein Ligand auf der Oberfléche fiihrt dies zu einer Verdnderung der Massen-
konzentration, wodurch der Brechungsindex proportional steigt und der indirekt detektierte
RU-Wert ebenfalls ansteigt. Ein Messzyklus besteht aus der Assoziation des Liganden an die
Oberfliache, der Gleichgewichtseinstellung zwischen gebundenen und in Losung befindenden
Liganden, der Dissoziation und Regeneration. Um sicher zu stellen, dass die Oberflache voll-

stindig von Liganden befreit ist, wird ein Regenerationsschritt durchgefiihrt. Als erfolgreiche
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Regenerationsmethode wurde in dieser Arbeit 100 uM L-Lysin gefolgt von Puffer eingesetzt,

um die Tweezer-Makromolekiile abzulGsen.
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Abbildung 43: Vereinfachter Versuchsaufbau des SPR (A) und exemplarisches SPR-Sensogram. Abbildungen
sind angelehnt an [2?] und [2%3].

SPR als Methode bietet eine vielfdltige Einsatzmoglichkeit zur Bestimmung der Konzentration
an aktiven Analyten, der Kinetik beziiglich der Komplexbildung zur Affinitét, die die Bin-
dungsstirke widerspiegelt. Die Affinitdt, kann auf verschiedene Arten bestimmt werden. Zum
einen aus der Berechnung der kinetischen Konstanten, zum anderen aus der Messung von Bin-
dungsgleichgewichten. In dieser Arbeit wurde letzteres zur Ermittlung von Affinitdten verwen-
det. Zur Untersuchung wurde Survivin auf dem Goldchip immobilisiert und sowohl der mono-
valente Ligand CLRO1 als auch die divalenten Tweezer-Makromolekiile in steigenden Kon-

zentrationen in der sogenannten Multizyklus-Methode injiziert. Die resultierenden SPR-
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Sensogramme zeigen eine direkte Bindung aller Tweezer-Liganden an Survivin mit starken

Response Units wie in Abbildung 44 zu sehen.

Q
-
A
=2

Short-TM

&

chponsc [RU]

Response [IU{U]
J{efpouie [I{:_‘]
Rcsponzc [RU]

A7 Ky=190 UM

g
B

"1~ ‘ Kg= 150 uM
i

A
Somy

00 2.0x10% ox107

o y y
Konzentration [pM] Konzentration [uM]

EE

’ =
w0 —

/i

’l’
any 4 J Ko= 109 uM
oL

o0

Response [RU]

Response [RU]
l{eipunie [RU]
R;sponzc [RE

Konzentration [pM] Konzentration [[tM]

Medium-F-TM
= WL Kg= 157 uM ——02uM —— 125 M
z o 2 0.4 M ——25uM
o el Caema A 5w - 0.78 uM — 50 UM
g . = 1.6 uM 100 uM
g =} H
g a0 2 i —— 3.13 uM ——— 200 pM
E 8 v 6.25 uM 200 UM
o f

20a10* 4010

Zeit [s] Konzentration [uM]

Abbildung 44: SPR-Bindungsaffinitit. Sensorgramme fiir das Bindungsereignis zwischen dem monovalenten
Tweezer CLRO1, den Tweezer-Makromolekiilen Short-TM, Medium-TM, Long-TM und Medium-F-TM und im-
mobilisiertem Survivin120, gemessen mittels SPR (links). Die Messungen wurden in dreifacher Ausfithrung
durchgefiihrt, und fiir jede Verbindung ist ein reprisentatives Beispiel abgebildet. In allen Fillen waren die Kon-
zentrationen der Verbindungen von oben nach unten 400, 200, 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,125, 1,5625, 0,78125,
0,390625 und 0,1953125 uM. Kurvenregressionen der Gleichgewichtsreaktionen als Funktion der Konzentration
werden mit Hilfe eines Steady-State-Modells angepasst, aus dem Kp-Werte abgeleitet werden konnen. Die Fehler
stellen die Standardabweichung aus drei Messungen dar. Die Analyse der Gleichgewichts-Affinitét in Form eines
Kp-Wertes kann durch Auftragen der RUs im Gleichgewichtszustand gegen die Konzentration als entsprechende
Kurve fiir die Verdiinnungsreihe erhalten werden. Dies fiihrt zu einer Sattigungskurve. Nach Durchfiihrung eines
Fits wird der jeweilige Kp-Wert, der der Konzentration bei halbem Maximum entspricht, erhalten.’

Die Analyse der Gleichgewichts-Affinitdt in Form eines Kp-Wertes kann durch Auftragen der
RUs im Gleichgewichtszustand gegen die Konzentration als entsprechende Kurve fiir die Ver-
diinnungsreihe erhalten werden. Dies fiihrt zu einer Sattigungskurve. Nach Durchfiihrung eines
Fits wird der jeweilige Kp-Wert, der der Konzentration bei halbem Maximum entspricht, erhal-
ten. Alle Messungen wurden in Triplikaten ausgefiihrt. Alle Liganden zeigen eine Bindungsaf-
finitdt, die sich als Durchschnitt der Dreichfachmessungen zusammensetzt, im uM Bereich. Die
Fehler bewegen sich im Bereich von 10 — 45 uM und sind in Abbildung 44 in den Kp-Fits als
Fehlerbalken angegeben. Auffillig ist eine bessere Bindung vom monovalenten Liganden
CLRO1 mit einer Konstante von 150 uM im Gegensatz zur Bindung des kleinsten divalenten
Tweezer-Makromolekiil Short-TM mit einer Konstante von 190 pM. Eine mdgliche Erklarung

hierfiir konnte in der engen, rdumlich wenig flexiblen Architektur des kiirzesten Liganden
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liegen. Bindet dieser Ligand mit einem Tweezer-Molekiil an ein freies zur Verfiigung stehendes
Lysin, so schirmt der restliche Teil des Liganden moglichweise andere Tweezer-Makromole-
kiile sterisch ab und ist zeitgleich in seiner Konfirmation zu geknéault/verkiirzt, um simultan mit
beiden Tweezer-Molekiilen zu binden. Ahnliche Beobachtungen konnte A. Héing in seinen
Studien zur Untersuchung von multivalenten Tweezer-Molekiilen an Taspase 1 machen.??
Zwar ist eine simultane Bindung mit beidern Tweezer-Molekiile fiir Short-TM theoretisch mog-
lich, wie MD-Berechnungen und Simulation zeigen. Dennoch ist die kiirzeste Verbindung
selbst in ihrer gestreckten Konformation nicht lang genug, um alle Kombinationen an Lysinen,
wie die Verbriickung des Survivin -Dimers, zu binden. Auch bei der Betrachtung der erhaltenen
Kp-Werte erzielt das divalente Tweezer-Konjugat Short-TM im Vergleich die schlechtesten
Affinititswerte. Es wére zwar zu vermuten, dass auf Grund der starken Kndulung in Wasser
das langste Konstrukt long-TM Schwierigkeiten aufweist diese Kréfte fiir eine starke Bindung
am Protein zu umgehen, dennoch tendieren alle Molekiile in wissrigen Losungen durch Was-
serstoffbriickenbindungen, hydrophoben Effekten und Van-der-Waals-Kriften zur Knaulung
um die Interaktion der Molekiile, die mit dem umgebenden Wasser in Kontakt kommen zu
reduzieren und die energetisch giinstigste Konfiguration zu erreichen.

Liangere und flexiblere Molekiilstrukturen profetieren dennoch davon verschiedene konforma-
tionelle Zustinde annehmen zu konnen. Die Flexibilitdt erlaubt es ihnen sich moglichst effektiv
an die spezische Form und chemischen Eigenschaften anzupassen, wodurch eine stirkere Bin-
dung resultiert.’**2%° Somit weist Long-TM die stirkste Bindungskonstante mit einem Kp-Wert
von 75 uM auf, die entgegen der MD-Simulation und der Theorie, dass lange flexible Liganden
hinsichtlich der Bindung entropisch ungiinstig sind, steht. Dieses Ergebnis stiitzt somit die
These, dass flexible Liganden fiir ebenso flexible Zieloberflichen, wie hier der NES-Schleife

eine vielversprechende Herangehensweise liefern.

Die Bestimmung der Affinitdtskonstante (Kp) iiber Einstellung eines Gleichgewichtszustandes
wird nach dem Langmuir-Modell fiir die Séttigung von Oberflaichenbindungsstellen mit dem
Bindungsreaktanten bei einer stationdren Konzentration abgeleitet. Da dieses Modell jedoch
nur eine 1:1-Bindung beriicksichtigt bildet dieses Model den realen Zustand nur bedingt ab und
ist daher fiir multivalente Wechselwirkungen und die Bestimmung ihrer Bindungskinetik nicht
ausreichend geeignet.®® Um die Kinetik der Bindung der divalenten Tweezer-Makromolekiile
an Survivin aus den SPR-Bindungskurven abzuleiten, wurde ein Verfahren angewandt, welches
bereits fiir multivalente Analyten/Liganden etabliert wurde.?’*%° Durch Kristian Juul-Madsen

und Thomas Vorup-Jensen aus der Universitit Aarhus wurde das multivalente
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Bindungsereignis mathematisch als eine Reihe von parallelen Reaktionen nach dem Modell von
Kitov und Bundle*”® modelliert. Durch die Bedingungen im SPR-Experiment konnen diese Re-
aktionen als eine Reihe von multiplen Pseudo-Reaktionen erster Ordnung angendhert werden.
Die minimale Verteilung dieser 1:1-Bindungsreaktionen kann mit dem Algorithmus EVILFIT
eindeutig bestimmt werden.?’!* 2’> Die Ubereinstimmung von experimentellen Messdaten (far-
biges Sensogramm abgebildet in A) und Modell (tiirkise Linie abgebildet in Abbildung 45 A)
zeigen eine sehr gute Ubereinstimmung, sodass die Abweichung weniger als 5 % des Signals

betrugen (Abbildung 45A).
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Abbildung 45: Beispielhafte SPR-Bindungskurve von Long-TM. Die in Tiirkistonen geféarbten Anpassungskur-
ven sind den experimentellen Daten iiberlagert, wobei zwischen den Assoziations- und Dissoziationsphasen 5 s
Abstand liegen, um eine optimale Anpassung zu gewihrleisten. Das untere Feld zeigt, wie gut die Anpassung war.
(B) SPR-Bindungskurven bei 400 uM fiir den monovalenten Tweezer CLRO1 und die divalenten Tweezer-Konju-
gate (Short-TM, Medium-TM und Long-TM). (C) EVILFIT 2D-Diagramme fiir den monovalenten Tweezer
CLRO1 und die divalenten Tweezer-Konjugate (Short-TM, Medium-TM und Long-TM) zeigen verschiedene En-
sembles unterschiedlicher kon i/Kofri- und somit Kp,i-Werte, die auf unterschiedliche mono- und multivalente Bin-
dungsmodi hinweisen. !

Beim Vergleich zeigt sich fiir den monovalenten Liganden CLRO1 ein deutlich niedrigeres Sig-
nal als fiir die divalenten Liganden. Die divalenten Liganden untereinander vergleichend be-
trachtend zeigt sich ein etwas hoher gebildetes Signal fiir den kurzen Liganden Short-TM ge-
geniiber dem mittleren und langen Konstrukt (Abbildung 45 B). Nach der Modellierung mit
dem EVILFIT-Algorithmus zeigt sich der Unterschied ebenfalls in den Bindungskapazititen
der TM-Liganden, die mit 1020 RU fiir Short-TM, {iiber den der beiden anderen divalenten
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Liganden lag (Medium-TM: 827 RU, Long-TM. 929 RU). Folglich spiegelt das hohere SPR-
Signal in Abbildung 45 B die Fahigkeit der SPR-Oberfldche wider, die Bindung mit Short-TM
besser anpassen zu konnen, was durch die kleinere Geometrie gegeniiber Medium-TM und
Long-TM zu erkléren ist. Die in Abbildung 45 C dargestellten 2D-Plots mit Kp (in M, berechnet
aus Kofri/kon) auf der Abszisse und koff (in s) auf der Ordinatenachse zeigt die Hiufigkeit der
Paare in farbigen Konturen (héhere Haufigkeit in roten Farbtonen). Der monovalente CLRO1
Ligand erzeugte ein relativ schlecht aufgelostes Ensemble schwacher Wechselwirkungen mit
einer durchschnittlichen Kp von 3,36 + 6,0 x 10 M und einem schnellen koi-Wert von 0,5-
0,01 s!, wie fiir monovalente Liganden zu erwarten ist. Die zweiwertigen TM-Konstrukte hin-
gegen zeigen definiertere Wechselwirkungen mit langsameren Off-Raten. Fiir das kurze diva-
lente Tweezer-Makromolekiil zeigt sich zusétzliche eine Bindungspopulation bei einem Kp von
~ 5 x 10 M, die sich in einen langsameren kogrvon 0,05-0,01 s, als fiir den monovalenten
Tweezer CLRO1, unterscheidet. Hieran ist maBgeblich die Verldngerung des Linkers ursédch-
lich, der die Interaktion verstérkt.

Zur genaueren Betrachtung und Bewertung dieses Trends wurden die erstellten 2D-Plotts in
sieben gleiche Bereiche unterteilt, die jeweils durch Kp-Intervalle definiert sind. Anschlie3end
wurde die kumulative Hiufigkeit von Interaktionen als Funktion des Kps im Intervall von 10~
bis 107 M in Abbildung 46 dargestellt. Die Kurven der jeweiligen Liganden zeigen auf, dass
sowohl CLRO1 als auch das kiirzeste divalente TM-Konstrukt Short-TM ihren groften Bin-
dungsanteil im niedrigen Affinitétsspektrum aufweisen, wihrend die Verldngerung des Linkers
von kurz zu mittel und zu lang eine Verteilung mit einem grofleren Anteil der Bindung mit
erhohter Affinitét ergab.

Zwar kann aus diesen Daten nicht der zugrundeliegende Bindungsmechanismus abgeleitet wer-
den, dennoch unterstiitzen sie das postulierte multivalente Bindungsereignis, das ebenso durch
ITC und NMR-Titration bereits vermutet wurde. Ebenfalls spiegeln diese Ergebnisse, die be-
reits durch das vereinfachte 1:1 Bindungsmodell gewonnenen Daten und ihren Trend wider.
Dadurch zeigt sich erneut der Vorteil von Konstrukten, die in ihrer Konturldnge weiter und
flexibler konstruiert sind, dass eine Anpassung an den ebenfalls flexiblen Teil der Proteinober-

fliche moglich scheint.
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Abbildung 46: Die kumulative Verteilung der Dissoziationskonstanten (Kp) wurde aus den 2D-Diagrammen ab-
geleitet, was einen direkten Vergleich der ein- und zweiwertigen Liganden ermoglichte.

3.2.5 Pull-Down

Um den Einsatz dieser vielversprechenden divalenten Liganden weiter genauer und vor allem
auf ihre hemmende Wirkung hinsichtlich der Survivin-CRM1-Interaktion zu untersuchen,
wurde ein in vitro Pull-down Assay von Dr. Annika Meiners aus dem Arbeitskreis Knauer der
Universitdt Duisburg-Essen durchgefiihrt. Hierflir wurde rekombinantes GST-CRM1 an soge-
nannte GSH-getaggte-Beads gebunden. Ebenfalls wurde iiberexprimiertes HA-markiertes Sur-
vivin 142 in voller Lénge mit steigender Konzentration (0,5-50 uM) an mono und divalenten
Liganden vor inkubiert. AnschlieBend wurden die CRM1-versehenen Perlen und pri-inkubier-
tes Survivin zusammengegeben. Nach einer Interaktionszeit, in der nicht inhibiertes Survivin
an das Beads-gebundene CRM1 binden kann, wurden die Beads von ungebundenem Protein
durch Waschen gereinigt, und die Interaktion von Survivin-HA mit CRM1 mittels SDS-Page

und darauffolgendem Western Blotting untersucht.
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Abbildung 47: Divalente TMs unterbrechen die Survivin/CRM1-Interaktion. HEK 293T-Zelllysate mit {iberex-
primiertem Survivin142-HA wurden mit CLRO1 oder kurzen, mittleren sowie langen TM in Konzentrationen von
0,5 bis 50 uM vorinkubiert. GST-CRM1 wurde zusammen mit rekombinantem RanQ69L und dGTP entweder mit
nicht oder mit vorinkubierten Zelllysaten gemischt, um den Aufbau des Proteinkomplexes zu ermoglichen. Sowohl
GST-CRMI1 als auch das interagierende Survivinl42-HA wurden von GSH-beschichteten Beads gezogen. Die
Proteine in der Inputfraktion und in den Beads-Proben wurden mittels Immunoblotting mit spezifischen Antikor-
pern fiir GST oder HA analysiert. Beispielhafte Blots aus Pull-down-Assays (links). Densitometrische Quantifi-
zierung von Pull-down-Assays, bestehend aus dem Mittelwert von zwei oder drei Wiederholungen (rechts).!

Durch alle Liganden wurde die Interaktion zwischen Survivin und CRMI1 gestort. Dies ldsst
sich an den verringerten Mengen an Survivin zeigen, die aus der Losung gezogen wurden (Ab-
bildung 47). Insbesondere das langste Konstrukt, Long-TM, hemmte die Interaktion zwischen
Survivin und CRM1 bereits bei Konzentrationen von weniger als 10 uM erheblich. Dies wird
insbesondere in der densiometrischen Quantifizierung der entsprechenden Western-Blot-Bilder
deutlich, in welchen keine wirksame Hemmung durch die kiirzeren Liganden zu erkennen ist
(Abbildung 47, rechte Seite). Besonders das kiirzeste Konstrukt zeigt eine dhnlich geringe, teil-
weise schlechtere Hemmung als der monovalente Ligand CLRO1. Dies spiegelt ebenfalls die
erhaltenen Werte aus der 1:1 Bindung als auch die des multivalenten Bindungsereignis des
SPR-Assays wider. Besonders ist hervorzuheben, dass der monovalente Tweezer (CLRO1) mit
einem Kp von etwa 50 uM nur bei der hochsten verwendeten Konzentration hemmend wirkt,
was mit fritheren Studien iibereinstimmt.”

Es ist jedoch anzumerken, dass die Quantifizierung der urspriinglich qualitativen Western-Blot-
Methode durchaus herausfordernd ist.”’* Obwohl die beobachteten Trends des Pull-Down-As-
say in hohem Malle reproduzierbar sind, gilt dies nicht fiir die aus den Analysen gewonnenen
absoluten Werte. In einigen Féllen ergeben sich aus der Variabilitdt der Proteinbeladung und
der Blot-Effizienz in verschiedenen experimentellen Wiederholungen grof3e Fehlerbalken (Ab-

bildung 47 rechts). Nichtsdestotrotz zeigt das ldngste Konstrukt, Long-TM, eine fast
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vollstindige Hemmung der Interaktion zwischen Survivin und CRM1, nicht nur in der Quanti-
fizierung, sondern ebenfalls stark ausgeprégt in den urspriinglichen Western-Blots (Abbildung
47, links, unterste Tafel). Zuriickzufiihren ist diese Zunahme des inhibitorischen Potenzials zum
Teil auf die gréere Molekiilstruktur, die im Gegensatz zu den restlichen divalenten Tweezer
Makromolekiilen potenziell eine bessere rdumliche Abschirmung der NES-Region nach Bin-
dung an die Oberfliche gewihrleistet. Ahnliche Beobachtungen beziiglich des Zusammenhangs
der MolekiilgroBe und der Hemmfahigkeit konnten Meiners et al. bei ihren Untersuchungen mit
Tweezer-Peptid-Hybriden zur Inhibition der Survivin/CRM1 Interaktion machen.”* Das lin-
gere Tweezer-Peptid-Konjugat konnte eine groflere Effizienz vorweisen, obwohl das kiirzere
Konjugat dhnlich gute Affinititen aufwies. Besonders anzumerken ist, dass die Pull-Down-Ex-
perimente mit Tweezer-Peptid-Hybriden an freiem Survivin durchgefiihrt wurde. Die Pull-
Down-Experimente in dieser Arbeit jedoch mit Zelllysat, wodurch bewiesen werden konnte,
dass die divalenten Tweezer-Makromolekiile auch in komplexen Proteingemischen funktionie-

ren und als Inhibitoren der Survivin-CRM1 Interaktion fungieren.

3.3 Tweezermakromolekiile auf ultrakleinen Goldnanopartikeln

In den vorausgegangenen Kapiteln wurde das Konzept der Multivalenz anhand divalenter
Tweezer-Makromolekiile als Inhibitoren der Survivin-CRM1 Interaktion vorgestellt und deren
inhibitorischen Féahigkeiten durch geeignete biologische Assays untersucht. Es konnte sowohl
gezeigt werden, dass Ligandenkonstrukte bei gleicher Bindungsmotivanzahl mit einer gréferen
Struktur die mogliche Bindungsstelle am besten abschirmen und die besten Affinititswerte lie-
fern. Ebenso zeigte sich, dass eine Erhohung der Valenz an Bindungsmotiven von einem auf
zwei Tweezer-Liganden in einem Anstieg der gesamten Aviditit resultiert. Diese Beobachtung
kann auf das Konzept der Multivalenz zuriickgefiihrt werden. In diesem Kapitel soll das Kon-
zept der Multivalenz durch die Priasentation des monovalenen Tweezers und eines divalenten
Tweezer-Makromolekiil auf ultrakleinen Goldnanopartikeln (ultra small goldnanoparticles,

usAuNPs) auf eine hohere Ebene erweitert werden.

In den letzten Jahren haben (Metall)Nanopartikel, insbesondere Goldnanopartikel (AuNPs)
grofes Interesse der biomedizinischen Wissenschaft, auf Grund ihrer vielfaltigen vorteilhaften
physikalischen und chemischen Eigenschaften, erfahren.?’* 2* Die im biomedizinischen Be-
reich eingesetzten Nanopartikel bestehen aus Gold, Silber, Siliziumdioxid, verschiedenen Po-

lymeren oder vergleichbaren Materialien.?’52” Goldnanopartikel stellen dabei den wichtigsten
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Vertreter dar, iiber welchen seit 1996 iiber 87.000 Artikel zu verzeichnen sind.?®® Auf Grund
ihrer Biokompatibilitdt durch ihren inerten sowie geringen zytotoxischen Charakter und ihren
ausgepragten optischen Eigenschaften werden sie seit langem fiir therapeutische Zwecke ein-
gesetzt.®! Thr optisches Verhalten hingt von ihrer Oberflichenplasmonresonanz (SPR) ab, die
sich in einem breiten Absorptionsspektum, mit einem Absorptionsmaximum um 520 nm, was
zu einer typischen intensiv roten Farbe fiihrt, duBert.?®? Dieses Phiinomen beruht auf der durch
auftreffendes Licht ausgeldste kollektive Oszillation freier Metallelektronen.?®* 2% In diesem
Fall absorbieren die AuNPs die Wellenlidnge, der entsprechenden Oszillationsfrequenz. Die ge-
naue Wellenldnge hdngt jedoch von verschiedenen Parametern, wie das Medium, GroB3e oder
Form ab.?® Interessanterweise dndert sich diese optische Eigenschaft bei kleinen AuNPs. Lie-
gen diese in einem GroBenbereich mit Durchmessern von 0,5-2 nm so zeigen sie Photolumi-
neszente Eigenschaften, da sie im Bereich der Fermi-Wellenliige von Gold liegen.?*?

Verschiedene Formen und Grofen in welchen AuNPs zuverlédssig synthetisiert werden knnen
sind beispielsweise Nanosphiren, Nanostibchen, Nanowiirfeln oder Nanokifige.?*® Durch die
relativ einfache chemische Modifizierung mit funktionellen Gruppen weisen AuNPs ein hohes
Potenzial auf, als Tragermaterial fiir biologische Molekiile, Proteine, Medikamente oder kleine

Molekiile zu fungieren (Abbildung 48).2%!
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Abbildung 48: Modifikation von AuNPs in einer Vielzahl von Varianten. Aufgefiihrt sind die Parameter Oberfla-

che, GroéBe und Form, die variiert werden konnen.?8°

Ultrakleine Goldnanopartikel als spezielle Vertreter der Goldnanopartikel weisen eine Grofie
von ca. 2 nm auf. Chemisch gesehen befinden sie sich an der Grenze zwischen metallischen
Nanopartikeln und prizisen atomaren Metallclustern.”®”?%® Auf Grund dessen eignen sie sich
besonders als supramolekulares Transportsystem, das Zellmembranen und in besonderen Féllen

die Kernmembran als auch die Blut-Hirn-Schranke durchdringen kénnen.?%->%
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Die Synthese von Goldnanopartikeln kann auf verschiedene Weisen in der Gasphase oder Lo-
sung stattfinden.?®!: ?** Die verschiedenen Techniken zur Synthese werden dabei in chemische,
physikalische und biologische Techniken unterteilt.?8! Hiufig wird die Synthesestrategie von
wasserloslichen, stabilen Goldclustern, stabilisiert durch Liganden oder Polymeren in Medien
verfolgt.”>> Beim l1dsungsbasierten Ansatz kann die Synthese sowohl in polaren als auch in un-
polaren Losungsmitteln durchgefiihrt werden. Hierbei wird typischerweise ein Au(Ill)-Salz
oder ein Au(I)-Komplex durch ein Reduktionsmittel in Gegenwart von Liganden zu Au(0) re-
duziert. Die Liganden, die als Elektronendonatoren fungieren und koordinativ an die Oberfli-
che binden sind hdufig Carbonsiduren, Amine, Phosphine oder Thiole, wobei die Bindungs-
stirke dem HSAB-Konzept und somit der Reihenfolge O < N < P < S folgt.?>> Die Citrat-Re-
duktions-Synthesetechnik von Turkevitch stellt die wohl am héaufigsten verwendete Technik fiir
sphérische AuNPs dar, da sie stabile, in ihrer Grée (10-20 nm) kontrollierte NPs durch eine
einfache Synthese liefert.?”® Hierbei fungiert das Citrat sowohl als Stabilisierungs- als auch als
Reduktionsmittel. AnschlieBend kann das Zitrat durch einen Ligandenaustausch ersetzt werden,

t.2%> Durch Variation

sofern der neue Ligand eine stirkere Metall-Liganden-Bindung aufweis
der Parameter Temperatur, Salzkonzentration und Zugabegeschwindigkeit kann die Grof3e der
Liganden gesteuert werden.?’ Eine weitere Methode, die zu ultrakleinen Goldnanopartikeln (1-
6 nm) fiihrt, ist die von Brust-Schiffiin.?*® Bei dieser vorerst auf einem Zweiphasensystem ba-
sierenden Methode wird AuCls in Gegenwart von Alkylthiolen mit Natrium Borhydrid redu-
ziert und ermdglicht somit die Herstellung direkter Thiol-stabilisierter ultrakleiner AuNPs.?*

Negishi et al. erreichten mit ihrer Synthese, basierend auf dem Ansatz von Whetten et al., Par-
tikel mit einer Grof3e von etwa 1 nm. Thr Verfahren beruht auf der Reduktion von HAuCl4 durch
NaBH; in Gegenwart des biogenen Tripeptids Glutathion (GSH) wodurch sie Thiol-stabili-

sierte, wasserldsliche ultrakleine AuNPs erhielten.?

Diese Ansétze zum Erhalt ultrakleiner Goldnanopartikel verfolgt auch der Arbeitskreis von
Prof. Dr. Epple in der Universitit Duisburg-Essen. Sie zeigten bereits die erfolgreich Funktio-
nalisierung von usAuNPs mit Liganden wie Thiol-haltigen Peptiden oder mittels katalysierter
Kupfer-Klick Reaktion verbundenen aminosdurebindenden molekularen Tweezern an Azid-
haltigen usAuNPs.?** 3! Dariiber hinaus konnten sie bei Untersuchungen Fluoreszenz-mar-
kierte usAuNPs hinsichtlich ihrer Zellaufnahme und das Durchdringen von Barrieren, das fiir

den Einsatz als Trigersystem fiir Arzneimitteln unerlisslich ist, besondere Erfolge erzielen.?”!
302
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Um nun fiir die in dieser Arbeit untersuchten divalenten Tweezer-Makromolekiile die Affinitét
zu Survivin weiter zu erhdhen und somit die Interaktion zu CRM1 effektiver zu inhibieren, wird
das Prinzip der Multivalenz durch Anbringung sowohl von Tweezermolekiilen, als auch eines
divalenten Tweezer-Makromolekiils auf der Oberflache von ultrakleinen Goldnanopartikeln er-
weitert (Abbildung 49). Gleichzeitig wird durch das Tragermaterial der usAuNPs die Zellauf-
nahme ermdglicht, die fiir eine effektive Hemmung von Survivin im biologischen System es-

senziell ist.
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Abbildung 49: Konzeptiibersicht: Erh6hung der Multivlalentz durch Anbringung des aminoséurespezifischen mo-
lekularen Tweezers (n=1) an ultrakleine Goldnanopartikel (A) als auch der Anbringung von des divalenten
Tweezrmakromolekiil an ultrakleine Goldnanopartikel (B).

So liegt der Fokus in diesem Teil der Arbeit auf der Synthese und Untersuchung der Effekte
der Ausweitung der Multivalenz auf die Bindungseigenschaften des Tweezer-Makromolekiil-
funktionalisierten usAuNP und die Zellaufnahmefdhigkeiten. Hierfiir wurde die Festphasen-

synthese um die Immobilisierung auf usAuNPs ausgeweitet.

3.3.1 Synthese und Charakterisierung

Um den Einfluss der Tweezer-Makromolekiil-funktionalisierten usAuNPs zu untersuchen,
wurde zuerst die Festphasensynthese des Makromolekiils hinsichtlich der Immobilisation an-

gepasst. Als Modelmakromolekiil, wurde Medium-MM gewéhlt, da es sowohl einen
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Ligandenabstand gewéhrleistet als auch eine Konturldnge aufweist, die den endfunktionalisier-
ten usAuNP in seinem vorhergesehenen Durchmesser nicht negativ beeinflusst.

Wie bereits in Kapitel 3.1.1.1.2 beschrieben, wurde zur Ausbildung der (pseudo-)kovalenten
Bindung an den Goldkern als erster Baustein der Sequenz die Thiol-haltige Aminosdure L-
Cystein implementiert. Des Weiteren wurde fiir die Nachverfolgung und Sichtbarkeit im
Zellassay der Fluoreszenzfarbstoff Fluorescein am Ende der Sequenz angebracht. Die
erfolgreiche Synthese wurde mittels '"H-NMR, ESI-MS und HPLC besttigt (Kapitel 3.1.1.1.2,
Kapitel 5.2.2).

Nach der erfolgreichen Synthese des Makromolekiils galt es zwischen zwei Mdglichen Synthe-
serouten zu entscheiden. Zum einen war es moglich, wie bisher die Funktionalisierung des
Makromolekiils mit dem makromolekularen Tweezer mittels Kupfer-Katalysierter Alkin-Azid-
Cycloaddition durchzufiihren und darauffolgend die Funktionalisierung der Goldnanopartikel
mit dem Ligandenkonstrukt Cys-Medium-TM-F. Zum anderen, die Umkehrung der Synthese-
schritte, sodass zuerst die Funktionalisierung der Goldnanopartikel durchgefiihrt wird und die
Anbringung des Tweezers den letzten Schritt darstellt. Im Gegensatz zur Syntheseroute der
divalenten Tweezer-Makromolekiile wurde fiir die Synthese der funktionalisierten Goldnano-
partikel letztere Variante gewéhlt, sodass zuerst das Azid-tragende Makromolekiil an die Ober-
fliche der usAuNPs angebracht wurde und darauffolgend die CuAAC zur Anbringung der
Tweezer-Motive durchgefiihrt wurde (Abbildung 50). Durch diese Syntheseroute wird der Ver-
lust des kostbaren Tweezers geringgehalten. Zusétzlich ist bekannt, dass frei zugédngliche Thi-
ole mit der CuAAC interferieren konnen, wodurch Azide zu Aminen reduziert werden. Sie
selbst fungieren hierbei als Reduktionsmittel und werden oxidiert wodurch eine Anlagerung an

t.250

den AuNP nicht mehr moglich is Des Weiteren wurde bereits gezeigt, dass die CuAAC

234,303

erfolgreich an usAuNPs mit guten Ausbeuten durchgefiihrt werden kann.

Abbildung 50: Schematische Darstellung der Syntheseroute von Cystein-tragenden Makromolekiil iiber Makro-
molekiil-funktionalisierten Goldnanopartikel (Au-F-MM) bis zum finalen Tweezer-Makromolekiil-funktionali-
sierten Goldnanopartikel (Au-F-TM).
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Um den Einfluss der Présentation des molekularen Tweezers genauer betrachten zu konnen
wurde neben dem divalenten Tweezer-Makromolekiil ebenfalls der molekulare Tweezer als
monovalentes Bindungsmotiv auf der Oberfliche der usAuNPs prisentiert. Die Synthese der
usAuNPs wurde durch eine modifizierte einphasige Brust-Synthese®® nach bereits etablierten
Protokollen vom Kooperationspartner Dr. Kai Klein aus dem Arbeitskreis Epple der Universitét
Duisburg-Essen durchgefiihrt.3%% 304

Die beiden Intermediate (Au-GSH und AuGSH-N3) wurden von Dr. K. Klein ausfiihrlich mit-
tels DCS und HRTEM auf ihre GroB3e, sowie mittels NMR auf ihre chemische Umgebung hin
iiberpriift. Diese Ergebnisse werden in dieser Arbeit nicht weiter ausgefiihrt.>%

Die nachfolgende CuAAC mit dem Monobutinyltweezer wurde zum Teil zusammen, als auch
allein von Dr. Klein durchgefiihrt. Hierfiir wurden die usAuNP-N3 in Wasser vorgelegt. An-
schlieBend wurde 0,4 Aq. in MeOH vorgeldster Tweezer zugegeben, wonach die Zugabe der
Katalysatormischung aus 0,08 Aq. Cu, 0,77 Aq. THPTA und 0,77 Aq. Natriumascorbat er-
folgte. Nach einer Reaktionszeit von 14 h wurden die funktionalisierten usAuNPs durch Spin-
filtration aufgereinigt, sodass das finale Produkt (Au-TW) erhalten wurde.

Zur Anbringung des Azid-tragenden Makromolekiils konnte auf die Anbringung des Gluta-
thions und die Umfunktionalisierung auf Grund der stabilen Metall-Ligand Bindung durch das
freie Thiol des L-Cysteins verzichtet werden. So wurde Tetrachlorgoldsdure in Wasser ver-
diinnt vorgelegt und mit 5 mL 0,1 M NaOH basisch gestellt. Anschlieend wurde das in MeOH
vorgeldste Makromolekiil (1.2 Aq.) zugegeben. Nach Riihren fiir 30 min wurde die eisgekiihlte
NaBHu-Lésung (4 Aq.) zugegeben, wodurch die Bildung der usAuNPs direkt begann. Nach
einer Reaktionszeit von 30 min wurden die gebildeten usAuNPs durch Waschen mit 0,1 M
NaOH und Wasser durch Zentrifugation von ungebundenem Makromolekiil so lange aufgerei-
nigt, bis keine Fluoreszenz im Filtrat mehr sichtbar war um die finalen Makromolekiil-funkti-
onalisierten usAuNPs (Au-F-MM) zu erhalten. Die CuAAC wurde analog zur Anbringung des
Alkin-Tweezers durchgefiihrt, sodass nach Aufreinigung die finalen Tweezer-Makromolekiil-

funktionalisierten usAuNPs (Au-TM-F) erhalten wurden.>*

92



Ergebnisse und Diskussion
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Abbildung 51: Synthese von TW-funktionalisierten us-AuNPs: (A) Direkte Bindung von TW-Alkinyl an Azid-
funktionalisierte us-AuNPs zu Au-TW. (B) Zweistufige Synthese von Au-TM-F-Nanopartikeln. Anbringung der
Azid-funktionalisierten Makromolekiilen, gefolgt von CuAAC-Konjugation von TW-Alkinyl. Reaktionsbedin-
gungen: (A) (a) NaBH4 in Wasser; (b) Imidazolsulfonylazid-Dihydrogensulfat, K,CO3;, MeOH/Wasser; (c) Cu-
AAC mit TW-Alkin; (B) (a) NaBH4 in MeOH/Wasser; (b) CuAAC mit TW-Alkin.!

Zur Charakterisierung der erhaltenen usAUPs wurden von Dr. Kai Klein UV-Vis, HRTEM,
DCS und von Dr. Christine Beuck DOSY durchgefiihrt. Wobei HRTEM, DCS und DOSY als
direkter Nachweis fiir die ultrakleinen Nanopartikel herangezogen werden, woneben die UV-
VIS Betrachtung als indirekter Nachweis fiir die Grofe, durch ausbleiben der Plasmonenreso-
nanz groferer Partikel, dient. HRTEM Aufnahmen sind auf Grund der Betrachtung eines klei-
nen Teiles der Probe als nicht repriasentativ zu betrachten. Allerdings geben sie durch die atom-
scharfe Auflosung Hinweise auf die Struktur. So zeigt die HRTEM-Analyse tiberwiegend sphé-
rische, monodisperse Nanopartikel fiir die Proben AuGSH, AuGSH-N3 und Au-TM-F mit
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Durchmessern von 1,7 nm+0,9 nm, 2,0 nm+0,4 nm und 1,67 nm=+0,74 nm wie aus Tabelle 6 ent-

nommen werden kann.

Tabelle 6: Durchmesser der verschiedenen Nanopartikel aufgelistet nach Methoden. HRTEM, DCS und DOSY -
NMR.

HRTEM DCS DOSY

AuGSH 1,7 nm £ 0,9 nm 1,5 nm £ 0,2 nm 3,32 nm
AuGSH-N3 2,0 nm £+ 0,4 nm 1,5 nm £ 0,4 nm 3,36 nm
- s 075 -

Au-F-MM-N3 - 1,88 nm + 0,44 nm 3,29 nm
Au-TM-F 1,67 nm + 0,74 nm 1,88 nm + 0,68 nm 3,09 nm

Die HRTEM Aufnahmen sind deshalb wichtig, da fiir die Berechnung der hydrodynamischen
Durchmesser die Umrechnung iiber die Stokes-Einstein-Gleichung nur fiir sphérische Partikel
gilt. Die DCS liefern etwas kleinere Werte fiir die hydrodynamischen Durchmesser. Dies liegt
daran, dass der errechnete hydrodynamische Durchmesser unterschitzt wird, dadurch, dass bei
der relativen Betrachtung immer kleiner werdenden Partikel die Diffusion durch das Losemittel
einen steigenden Einfluss auf die Sedimentationsgeschwindigkeit nimmt.?% 3% Des Weiteren
wird fiir die Dichte der Wert von elementarem Gold verwendet, welcher iiber der wirklichen
Dichte der Partikel liegt. Die DOSY-Messungen hingegen liefern groBere Erwartungswerte (Ta-
belle 6). Hier wird die Diffusion im Losungsmittel der Nanopartikel mit ihrer Ligandenhiille
betrachtet. Auch hier flieit in die Berechnung ein Diffusionskoeffizient ein, fiir welchen die
Annahme der sphérischen Partikel gilt. Der kleine Durchmesser des Au-F-TM kann durch eine
mogliche intramolekulare Wechselwirkung zwischen den Liganden erklédrt werden, die dem-
nach eine dichter gepackte Ligandenschicht zur Folge hat.

Den wohl jedoch wichtigsten Faktor der Charakterisierung stellt die Quantifizierung der funk-
tionalisierten Partikel dar. Wéhrend fiir die AuGSH-N; Partikel mittels zweidimensionaler
NMR-Spektroskopie ein Umsatz von 95 % bestimmt werden konnte, so stellt sich diese Me-
thode als ungeeignet fiir die Tweezer-tragenden Partikel Au-TM und Au-F-TM heraus. Die
UV-Vis Spektren weillen durch die Tweezer-Liganden zwar ein deutliches Absorptionsspekt-
rum bei 222 nm auf, dennoch ist eine ausreichende Integration durch eine unzureichende
Grundlinie und die Untergrundabsportion der Goldnanopartikel zum UV-Bereich mit Fehlern
behaftet, wodurch nur ein grober Wert von 12 Tweezermolekiilen, nach Abzug der Untergrund-
absorption und gefitteter Grundlinie, ermittelt werden konnte. Zur genauen Bestimmung wurde

die Probe anschlieBend mittels ICP-MS/ICP-OES auf die Elemente Au und P (engl.:

(Vo)
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Inductively Coupled Plasma — Mass Spectrometry) von der Firma Spectro Model Spectro Acros
nach Mikrowellenaufschluss untersucht. Durch die Umrechnung der Massenverhéltnisse in die
molare Elementkonzentration und der Konzentration der Nanopartikel pro Probe wurde die
Phosphormenge pro Nanopartikel bestimmt. Dadurch, dass jedes Tweezer-Molekiil zwei Phso-
phordureanteile besitzt, ist die Phosphorkonzentration doppelt so hoch, wie die der gebundenen
Tweezer-Molekiile. Durch Heranziehen dieser Gegebenheit konnte die Menge an gebundenen

Tweezer-Molekiilen auf 16 Stiick pro Nanopartikel bestimmt werden (Tabelle 7).3%

Tabelle 7: Grad der Funktionalisierung (Anzahl der funktionellen Gruppen pro Partikel), abgeleitet durch UV-
Signal (Anzahl der Azide fiir Au-F-MM) und ICP-MS (Anzahl der Pinzetten fiir Au-TW und Au-TM-F).

Verbindung Funktionalisierung N3 / Tweezer-Molekiil

Au-TM-F

Au-F-MM

Fiir die Quantifizierung der Makromolekiil-funktionalisierten Nanopartikel wurde zuerst erneut
der Ansatz liber UV-Vis gewihlt. Das UV-Vis Spektrum der Partikel zeigt neben der Absorp-
tionsbande der Nanopartikel und einer schwachen Absportionsbande bei 280 nm der Phenyl-
ringe eine ausgeprigte Bande bei ca. 490 nm des angebrachten Flouresceins. Diese Bande er-
moglicht eine quantitative Analyse der immobilisierten Liganden. Durch Integration des Sig-
nals und einer Umrechnung mit Hilfe einer Kalibrierkurve in eine Konzentration in der Nano-
partikeldispersion konnte die gebundene Menge an Makromolekiil auf ca. 75 pro Nanopartikel
bestimmt werden. Fiir die anschlieBende Bestimmung der Tweezer-Molekiile nach erfolgreich
durchgefiihrter CuAAC zeigte sich jedoch, dass die Bestimmung mittels Integration des UV-
Vis Signals nicht mdglich ist. Die Tweezer-Absorptionsbande liegt mit ca. 222 nm im Uberlapp
mit der, der Nanopartikel selbst und der Phenylgruppen des Makromolekiils. Folglich wurde
fiir diese Bestimmung ebenfalls die Analyse mittels ICP-MS gewihlt. Hier konnte nach gleicher
Berechnung, wie fiir die Au-TM Partikel eine Anzahl von zehn gebundenen Tweezer-Molekii-
len bestimmt werden. Die genaue Verteilung der Tweezer-Molekiile 1dsst sich nicht bestimmen.
Statistisch gesehen ist jedoch eine zweifache Funktionalisierung eines Makromolekiils auf der
Oberfldche der Nanopartikel unwahrscheinlich. Insgesamt ist in beiden Fallen, Au-TW und Au-
TM-F, deutlich zu erkennen, dass die Anzahl der konjugierten Pinzetten um einiges geringer
als die Zahl der verfiigbaren Azidgruppen ist (Tabelle 7). Eine mdgliche Ursache dieses Effekts
ist die raumliche Verdriangung der sperrigen TW-Molekiile auf der Oberflidche der usAu-Nano-
partikel. Dennoch konnte im Vergleich zu den zweiwertigen TM-Konstrukten die Anzahl der
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konjugierten makromolekularen Pinzetten auf 16 fiir Au-TW bzw. 10 fiir Au-TM-F erhoht wer-

den 304

3.3.2 Bindungsstudien an Survivin

Die bereits oben beschriebenen Assays haben gezeigt, dass bereits die zweiwertige Prasentation
der Tweezer-Motive eine erhohte Affinitdt zu Survivin zeigen. Zusétzlich zeigten sie die Fi-
higkeit auf die Interaktion zwischen Survivin und CRM1 zu hemmen. Um den Einfluss einer
erhohten Valenz weiter auf die Hemmung der Interaktion der beiden Partner-Proteine zu unter-
suchen, wurden die Tweezernanopartikel in einer Hemmungsstudie (Pull-Down Assay) und
Bindungsstudie (SPR-Assay) untersucht. Um die postulierte erleichterte Zellautnhahme zu be-

statigen, wurde ebenfalls eine Zellaufnahmestudie durchgefiihrt.

Der SPR-Assay wurde analog zur bereits beschriebenen Methode durchgefiihrt (Kapitel 3.2.4).
Hierfiir wurde Survivin auf der Oberfliche des Gold-chips immobilisiert und die Liganden in
Flow in einer aufsteigenden Konzentrationsreihe iiber den Chip gegeben. Um unspezifische
Bindungen durch freie Azide oder den Fluorophor auszuschlieBen wurden ebenfalls negativ-
Kontrollen neben den beiden zu vermessenden Proben Au-TW und Au-F-TM synthetisiert und
vermessen. Die erste negativ-Kontrolle ist der Vorldufer AuGSH-N; der Au-TW-Partikel und
tragt freie Azide auf der Oberflache. Zur Untersuchung des Fluorophors wurden die Verbin-
dungen Medium-F-MM und Au-F-MM herangezogen, die neben freien Aziden ebenfalls einen
Fluorophor tragen. Obwohl die beiden letzteren Proben kein bindendes Tweezer-Motiv tragen,
zeigt die Verbindung Au-F-MM eine schwache Bindung an Survivin. Dies ist wahrscheinlich
auf eine Wechselwirkung zwischen Survivin und den mit Fluorophoren markierten Makromo-
lekiilen zuriickzufiihren, die sich aus der hohen Dichte des Medium-F-MM auf den Au-Parti-
keln ergibt. Durch die Priasentation des Medium-F-MM auf dem Goldnanopartikeln entsteht
eine viel hohere lokale Konzentration im Vergleich zum nicht konjugierten System Medium-
F-MM. Diese lokal hohe Konzentration fiihrt durch ausgepriagte hydrophobe Effekte und n-nt-
Wechselwirkung zu einer unspezifischen Bindung (siehe Kapitel 5).

Die Bindungskurven der Nanopartikel zeigen im Gegensatz zu den divalenten Systemen einen
steilen Anstieg und eine deutlich langsamer abfallendere Dissoziationskurve, die bereits auf
eine stirkere Bindung an Survivin hindeutet. Zur ersten Einschitzung wurden auch die multi-
valenten usAu-Tweezer Partikel mittels Gleichgewichtsanalyse ausgewertet. So zeigten die nur

mit Tweezer-funktionalisierte Nanopartikel mit einem Kp-Wert von 89 nM eine geringere
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Affinitét als das Konstrukt Au-F-TM mit 60 nM, obwohl diese Partikel mit 16 Tweezer-Mole-
kiilen eine groBere Anzahl an bindenden Motiven aufweist als Au-F-TM mit 10 (Abbildung
52). Interessanterweise scheint auch hier das System mit einer grofBeren Flexibilitét, verursacht
durch die makromolekularen Geriiste, vorteilhaft zur Inhibierung der Survivin-CRM1 Interak-
tion zu sein. Bemerkenswerterweise weisen beide Nanopartikel Bindungskonstanten im Gegen-
satz zu den divalenten Konstrukten im nanomolaren Bereich auf, was eine Verbesserung der
Affinitdt um den Faktor 100 bedeutet. Dies zeigt ebenfalls den Erfolg der erhohten Multivalenz.
Anschliefend wurden die Nanopartikel ebenfalls als multivalentes System, analog zu den
Tweezer-Makromolekiilen von Thomas Vorup-Jensen und Kristian Juul-Madsen nach dem

Modell von Kitov und Bundle?’® ausgewertet.
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Abbildung 52: SPR-Bindungsaffinitit. Sensorgramme fiir das Bindungsereignis zwischen Tweezer-Nanopartikel
Au-TW bzw. Au-F-TM und immobilisiertem Survivin120, gemessen mittels SPR (links). Die Messungen wurden
in dreifacher Ausfiihrung durchgefiihrt, und fiir jede Verbindung ist ein reprisentatives Beispiel abgebildet. In
allen Fallen waren die Konzentrationen der Verbindungen von oben nach unten 0,5, 0,25, 0,125, 0,0625, 0,03125,
0,015625, 0,007812, 0,003906, 0,001953, 0,000976, 0,000488 und 0,000244 uM. Kurvenregressionen der Gleich-
gewichtsreaktionen als Funktion der Konzentration werden mit Hilfe eines Steady-State-Modells angepasst, aus
dem Kp-Werte abgeleitet werden konnen. Die Fehler stellen die Standardabweichung aus drei Messungen dar. Die
Analyse der Gleichgewichts-Affinitét in Form eines Kp-Wertes kann durch Auftragen der RUs im Gleichgewichts-
zustand gegen die Konzentration als entsprechende Kurve fiir die Verdiinnungsreihe erhalten werden. Dies fiihrt
zu einer Sattigungskurve. Nach Durchfithrung eines Fits wird der jeweilige Kp-Wert, der der Konzentration bei
halbem Maximum entspricht, erhalten.’

Da beide TW-Nanopartikelkonjugate eine dhnliche Anzahl von TW-Motiven besitzen, weisen
beide ebenfalls ein recht dhnliches Bindungsverhalten in ihren SPR-Bindungskurven auf. So

besitzen ebenfalls beide TW-Nanopartikelkonjugate deutlich verringerte kos-Werte, welche fiir
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multivalente Wechselwirkungen zu erwarten sind. Wie bereits in der langsamer abflachenden
Dissoziationskurve zu erkennen, spiegelt sich dies ebenfalls in der Dissoziationskinetik wider,
die ebenfalls stark verlangsamt ist. Dies ldsst auf ein nahezu irreversibles Bindungsereignis
schlieBen, welches zum einen auf eine Adsorption der Partikeloberflache an das Protein oder
auf unspezifische Wechselwirkungen zuriickzufiihren ist. Letzteres ist durch die Testung der
Negativprobe AuGSH-N3, welche keine Bindung an Survivin zeigt, auszuschlieen. Vielmehr
ist davon auszugehen, dass die dichte Anordnung des Bindungsmotiv der molekularen Pinzette
auf der Oberfldche der Nanopartikel fiir multiple Wechselwirkung mit dem auf der Chip Ober-
flaiche immobilisierten Protein sorgt. Moglicherweise tritt hier das Bindungsereignis, welches
zur Aggregation bei den ITC- und NMR-Titrationen fiihrt, auf. Hierbei werden beispielsweise
zwei Proteine auf der Chipoberfldche, durch Bindung zweier Tweezermolekiile desselben Na-
nopartikel, verbriickt. Zur theoretischen Priifung wurde hierzu der Abstand von immobilisier-
tem Survivin auf der Oberfliche aus dem Immobilisierungslevel berechnet. Bei der Annahme
von 1000 RU entsprechen 1 ng an gebundenem Protein pro mm?, ergibt sich bei einem Immo-
bilisationslevel von 2118,6 RU 2,11 ng Protein pro mm?. Bei einem Molekulargewicht von
survivin120 von 13814 Da errechnen sich 91,80+10° Survivin Molekiile pro mm?. Bei einer
einfachen Anordnung von quadratischen Kéastchen auf einer 1 mm2 Fldche, ist der intermole-
kulare Abstand entlang der Seiten der Kistchen die Quadratwurzel aus (91,80E9) = 302,983
Molekiile/mm, oder 1 mm/302,983 Molekiile/mm = 3,3E-6 mm = 3,6 nm.?%” Eine solche Uber-
briickung von zwei Proteinen konnte also basierend auf der hydrodynamischen Groéfle der
Tweezer-Nanopartikel-Konjugate auftreten. Dies wiirde auch mit der beobachteten Zunahme
der Bindung und verlangsamten Dissoziation {ibereinstimmen, dhnlich wie bei einer Chelatbin-

dung der Liganden an mehrere Lysine eines Proteins.

Die Betrachtung der gemittelten Kp-Werte fiir die TW-Nanopartikelkonjugate liefert um min-
destens zwei GroBenordnungen niedrigere Ergebnisse als fiir den monovalenten Liganden
CLROI (Kp 5,71 x 10 £ 1,72 x 10 M) oder eines der TW-Makromolekiile (z. B., Medium-
TM Kp 2,82 x 104+ 0,82 x 10 M) mit 0,69 x 10° + 0,03 x 10° M fiir Au-TW bzw. 1,24 x 10°
6+0,22 x 10°° M fiir Au-TM-F (Abbildung 53B).
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Abbildung 53: EVILFIT 2D-Diagramme, die aus direkten SPR-Messungen fiir die Bindung von Au-TW, Au-
TM-F und Au-F-MM an immobilisiertes Survivin abgeleitet wurden (A) sowie Durchschnitts Kp-Werte im Ver-
gleich der Verbindungen CLRO1, Medium-Tm, Au-TW und Au.TM-F (B).??¢

Ahnliche Werte im oberen nanomolaren Bereich wurden bisher nur fiir ein Konjugat, das aus
molekularem Tweezer und kovalent gebundenem Peptidliganden am Protein 14-3-3 erreicht.?*’
Somit gehoren die TW-Nanopartikelkonjugate mit ihren Kp-Werten zu den stérksten Tweezer-
Konjugaten, die bisher an unterschiedlichsten Proteinen getestet wurden.??® Zusitzlich sind sie
nach dem derzeitigen Kenntnisstand die Liganden mit der hochsten Affinitit auf der Grundlage

einer multivalenten Présentation, ohne weiteres Bindungsmotiv.

Neben der Affinitét sollte ebenfalls die hemmende Wirkung der Pinzetten-Nanopartikelkon-
strukte auf die Interaktion der Partnerproteine Survivin und CRM1 untersucht werden. Hierfiir
wurden erneut von Katrin Hommel aus dem Arbeitskreis von Shirley Knauer aus der Universi-

tit Duisburg-Esse in vitro Pull-Down Experiment durchgefiihrt.
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Abbildung 54: Tweezer-Nanopartikel-Konjugate (Au-TW, Au-TM-F) inhibieren die Survivin-CMR1 Interaktion.
Darstellung der densiometrischen Quantifizierung von Pull-Down Assay, bestehend aus dem Mittelwert von zwei
oder drei Wiederholungen.??

Wie in Abbildung 54 ersichtlich hemmen die Konstrukte Au-TW und Au-TM-F die Interaktion
bereits effektiv bei niedrigen Konzentrationen von 0,125 pM und 0,25 pM.

Die Quantifizierungen der zugehorigen Western-Blot-Daten zeigten eine Reduzierung der Bin-
dung um bis zu 75 %. Dies zeigt eindeutig das Potenzial der Tweezer-Nanopartikelkonjugate.
Sie sind somit fahig auch in komplexen Proteingemischen, wie sie in den Zelllysaten vorhanden
sind, die Ziel Interaktion zu hemmen, was eine Voraussetzung fiir ihre gezielte zelluldre An-

wendung ist.

3.3.3 Zellaufnahmestudie

Zuletzt wurde tiberpriift, ob die potenten Survivin-Crml-Inhibitoren Au-TW und Au-F-TM,
wie postuliert, die Zellmembran durchringen konnen und wo genau sie in den Zellen lokalisiert
werden konnen.

Hierfiir wurden von Dr. Sebastian Kollenda aus dem Arbeitskreis Epple der Universitit Duis-
burg-Essen Hela Zellen in einer 2x4-Well-Platte prapariert und fixiert. Zur genauen Beobach-
tung und Auswertung wurden die fixierten Zellen mit verschiedenen etablierten Markern ange-
farbt. AnschlieBend wurde das Verhalten des Prikursors, das unfunktionalisierte Makromole-
kiil selbst (Cys-Medium-F-MM), neben dem Tweezer-Nanopartikelkonstrukten, Au-F-TM
durch konfokale Mikroskopie verfolgt. Durch das konfokale Mikroskop sichtbar gemacht, zeigt
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sich eine freie Verteilung der Nanopartikelkonstrukte im gesamten Zytoplasma, wobei sich eine

leichte Konzentrationserhdhung in den Lysosomen abbildet (Abbildung 55).

Fam Lysosome Kern Zellmembran Uber]ager‘[

Mock

cys-medium
-F-MM

Au-F-MM

Au-TM-F

Abbildung 55: CLSM-Aufnahmen der Makromolekiilverbindung cys-Medium-F-MM und der beiden Nanoparti-
kelkonstrukte Au-F-TM und Au-F-MM-Tweezer mit HeLa-Zellen (aufgenommen von Dr. S. Kollenda) nach einer
Inkubationszeit von 24 h. Der MaBstab betragt 20 um. Die Verbdindungen tragen Fluorescein als Fluoreszenz-
farbstff. Die Lysosome wurden mit LysoTracker Red, die Zellkerne mit Hoechst und die Zellmembranen mit Cel-
IMask Deep Red eingefirbt.!

Fiir das fluoreszenz-markierte Makromolekiil kann keine Zellaufnahme detektiert werden. Der
stark fluoreszierende lokale Spot in den Zellaufnahmen, kann auf eine schlechte Loslichkeit
und schlechte Diffusion zuriickgefiihrt werden, weshalb ebenfalls von einer Aggregation der
Molekiile ausgegangen werden muss. Im Gegensatz dazu fiihrt die Inkubation der HeLa Zellen
mit Tweezer-Nanopartikelkonstrukten zu eindeutigen Fluoreszenzsignalen innerhalb der Zelle,
wodurch die erfolgreiche Zellaufnahme der Nanopartikelkonstrukte bewiesen werden konnte.
Unter den Partikeln selbst zeichnen sich keine Unterschiede ab, womit alle Partikel, unabhéngig
von den jeweils tragenden Ligandenkonstrukten, fahig sind die Zellmembran zu durchdringen.
Bei genauerer Betrachtung zeigte sich interessanterweise, dass die funktionalisierten Nanopar-
tikelkonstrukte in diskreten Vesikeln im Zytosol gefunden werden konnen. Sie reicherten sich
somit nicht an der Membran oder im Zellkern an. Mit hoher Wahrscheinlich erfolgt die Auf-

nahme durch Endozytose, mit einer nachfolgenden Einkapselung in Lysosomen.
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Fiir zukiinftige Arbeiten bleibt noch die Kldrung des Transports der TMs und der NP-Konjugate
in den Zellkern. Eine mogliche Herangehensweise liefert der Einbau von Peptidsegmenten, von

welchen bekannt ist, dass sie die Kernlokalisierung fordern.
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4 ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

Ziel dieser Arbeit war das Design und die Synthese multivalenter Tweezer-Konjugate auf Basis
von sequenzdefinierten Makromolekiilen. Die erhaltenen Liganden wurden anschlieend auf
ihre Bindung an Survivin bzw. als Inhibitoren der Survivin-CRM1 Interaktion in biologischen
Assays untersucht werden. Untersiitzt wurde diese Arbeit durch den Beitrag der Kooperations-
partner*innen Antonio Bietti und Dr. Inesa Hadrovi¢ aus dem Arbeitskreis von Prof. Dr. Schra-
der, von Dr. Annika Meiners und Katrin Hommel aus dem Arbeitskreis von Prof. Dr. Shirley
Knauer, von Dr. Kai Klein und Dr. Sebsatian Kollenda aus dem Arbeitskreis von Prof. Dr.
Matthias Epple, von Dr. Kristian Juul-Madsen und Prof. Dr. Thomas Vorup-Jensen sowie von
Dr. Christine Beuck und Prof. Dr. Peter Bayer.

Im ersten Schritt wurde die Kristallstruktur des Zielproteins Survivin, insbesondere die der Pro-
tein-Protein-Grenzflache, das NES, und in der unmittelbaren Néhe, hinsichtlich gut zugéngli-
cher Lysinseitenketten untersucht. Durch Bestimmung der Abstéinde der im Homodimer vor-
liegenden verfiigbaren vier Lysinen ergaben sich die Mindestabsténde fiir die divalenten Twee-
zer-Makromolekiile. Synthetisiert wurden anschlieBBen mittels Polymerfestphasensynthese nach
Hartmann drei makromolekulare Grundgeriiste, die sich vor allem im Ligandenabstand, und
somit in der Konturldinge und Wasserldslichkeit unterscheiden. Der Platzhalterbaustein EDS
wurde in unterschiedlichen Anzahlen eingesetzt, welcher den Abstand zwischen den Tweezer-
Einheiten reguliert und zeitgleich fiir eine bessere Hydrophilie der Geriiste verantwortlich ist,
da eine gute Wasserldslichkeit fiir biologische Anwendungen in wissrigen Umgebungen unab-
dingbar ist. Als funktioneller Baustein wurde BADS verwendet, welcher in seiner Seitenkette
ein Azid tragt, sodass die Anbringung des Alkinyl-Tweezers mittels Kupfer-katalysierter Azid-
Alkin-Cycloaddition erfolgen konnte. Zusitzlich wurden die drei Grundgeriiste mit einem end-
standigen Fluorophor synthetisiert, um einen farblichen Read-out fiir biologische Assays ein-
zufiihren. Da der Alkinyl-Tweezer eine wertvolle Ressource, durch seine aufwendige Synthese
darstellt wurde die CuAAC nicht auf der Festphase, sondern in Losung durchgefiihrt. Hierbei
wurde eine sequenzielle Zugabe des von den Kooperationspartnern Antionio Bietti und Inesa
Hadrovi¢ zur verfiigung gestellten Tweezerliganden verwendet, um eine vollstdndige Funktio-
nalisierung zu erreichen. Besonders herausfordernd war hingegen die Aufarbeitung, welche fi-

nal mittels aufeinander folgende Wasch- und Zentrifugationsschitten durchgefiihrt wurde.
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Im weiteren Schritt wurden die so erfolgreich synthetisierten divalenten Tweezer-Makromole-
kiile auf ihre Bindungsfahigkeit an das Zielprotein Survivin untersucht. Hierfiir wurden zuerst
Messungen durchgefiihrt, bei welchen die beiden Interaktionspartner in Losung vorliegen. In
einem von Dr. Christine Beuck durchgefiihrten NMR-Titrations-Versuch sollte durch '’N-mar-
kiertes Survivin die genaue Interaktionsstelle herausgefunden werden. Durch Verbriickung
mehrerer Proteine durch mehrere Ligandensysteme kam es zur Aggregation und Ausfallen der
Interaktionspartner, wodurch eine Auswertung nicht weiter moglich war.

In einem darauffolgenden ITC-Titrationsexperiment (durchgefiihrt von Inesa Hadrovi¢ und An-
nika Lennartz) sollte anschlieend die Bindungsstirke ermittelt werden. Sowohl direkte als
auch indirekte Titration zeigen starke Bindungsereignisse, wie den Erhalt von exothermen
Peaks. Diese konnten ebenfalls ein Hinweis auf eine Aggregation sein, welche bereits bei der
NMR-Titration eingetreten ist. Aus dem Bindungskurvenprofil ldsst sich ein sequenzielles Bin-
dungsereignis ableiten, allerdings konnte kein geeigneter Fit fiir das Bindungsereignis gefunden
werden, um finale thermodynamische Daten zu erhalten. Als weiteres Experiment zur Untersu-
chung der Bindung in Losung wurde zusammen mit Dr. Annika Lennartz ein Fluoreszenzaniso-
tropie Assay durchgefiihrt. Alle Liganden zeigen hierbei eine Bindung an Survivin. Durch die
Komplexitit der Bindung der divalenten Systeme wurde hierbei auf ein Single-Site Bindungs-
modell zuriickgegriffen, dass die reale Bindung nur geringfiigig abbildet, dennoch einen Ver-
gleich der Liganden untereinander ermoglicht. So zeigt der mittlere Ligand Medium-TM-F die
starkste Bindung hinsichtlich des Zielproteins Survivin, wobei das ldngste Konstrukt mit einem
hohen Bindungswert dem Trend nicht folgt.

Zur weiteren Untersuchung der Interaktionspartner wurde anschlieBend ein SPR-Assay entwi-
ckelt. Hierbei besteht der groBte Unterschied zu den bisher durchgefiihrten Assays, dass das
Protein fest auf einem Trigermaterial immobilisiert ist. Die Liganden hingegen werden in einer
Pufferlosung anschlieBend iiber das immobilisierte Protein gegeben und die Bindungsaffinitét
wird gemessen. In einer ersten Auswertung wurden Gleichgewichtskonstanten Kp ermittelt. Da
auch hier die Grundlage eine 1:1 Bindung ist und die Kinetik damit nicht erfasst werden kann,
gibt diese Konstante nicht den realen Bindungszustand wieder, ldsst aber den Vergleich der
divalenten Systeme untereinander zu. Hier zeigt die lingste Verbindung Long-TM mit 75 uM
den besten Affinitdtswert. Fiir eine multivalente Auswertung der erhaltenen Bindungskurven
wurde mit den Kooperationspartnern Dr. Kristian Juul-Madsen und Prof Dr. Thomas Voruop-
Jensen der Universitit Aarhus eine individuell Auswertung nach dem Modell von Kitov und
Bundle*”® vorgenommen. Wihrend der monovalente Tweezer eine recht schwache Interaktion

mit einem Durchschnitts Kp von 3,36 + 6,0 x 102 M and einer schnellen Dissoziationsrate von
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0.5-0.01 s! zeigt, zeigen die divalenten Systeme im Gesamten eine definiertere Interaktion mit
langsameren Dissoziationskonstanten. Eine Auswertung der kumulativen Haufigkeiten gegen
den Kp zeigt eine Anordnung von monovalent {iber kurz, mittel und lang. Somit steigt die Af-
finitdt mit der Valenz und Gesamtliange der Konstrukte, wodurch sich hier ebenfalls das Kon-

strukt Long-TM als bester Binder ermitteln ldsst.

Um anschlieBend die Inhibitionsfédhigkeit der divalenten Tweezer-Makromolekiile auf die Sur-
vivin-CRM1 Interaktion zu untersuchen, wurden Pull-Down Assays von Dr. Annika Lennartz
durchgefiihrt. Fiir alle Konstrukte konnte eine Inhibierung der Interaktion nachgewiesen wer-
den. Auch die Messung des monovalenten Tweezers stimmt mit vorausgegangenen Ergebnis-
sen iiberein.’”* Besonders auffillig ist die erneute Inhibitionstirke des lingsten divalenten Twee-
zer-Makromolekiils, das die stiarkste Inhibitionsfahigkeit aufzeigt. Bereits bei einer Konzentra-
tion von weniger als 10 uM kann dieses Konstrukt effektiv in die CRM1-Survivin-Interaktion
eingreifen. Diese Dominanz ist trotz der Schwierigkeit der Quantifizierung und der Bestim-
mung der absoluten Werte in den Western Blots deutlich zu erkennen. Die Zunahme des inhi-
bitorischen Potenzials ist zum Teil auf die groBBere Struktur im Vergleich zu den anderen TMs
und die potenziell verbesserte raumliche Abschirmung der NES-Region nach der Bindung an
das Protein zuriickzufiihren. Diese Beobachtung wird durch die Ergebnisse der Untersuchung
von Tweezer-Peptiden auf die Inhibierung der Survivin-CMRI1 Interaktion vorausgegangener
Arbeit untersiitzt.”* AbschlieBend ist darauf hinzuweisen, dass bisherige Pull-Down Assays mit
freiem Survivin durchgefiihrt wurden. Somit zeigt dieses Pull-Down Experiment die Funkti-

onsfahigkeit der divalenten TM auch in komplexen Proteingemischen, wie Zelllysat.

Um das Konzept der Multivalenz auf eine weitere Ebene zu heben, wurde anschlieBend das
divalente Tweezer-Makromolekiil als auch der monovalente Tweezer auf die Oberflache von
ultrakleinen Goldnanopartikeln aufgebracht. Diese weisen eine GroBe von ca. 2 nm auf,
wodurch sie im Bereich anderer kleiner Biomolekiile liegen. Neben ihren besonderen physika-
lischen Eigenschaften weisen sie die Fahigkeit die Zellmembran zu durchdringen auf, wodurch
sie sich somit als hervorragendes Trigermaterial eignen.?®!: 39397 Durch die Ausbildung einer
(pseudo-)kovalenten Bindung zwischen Gold und Schwefel eignen sich thiol-haltige Liganden
zur Anbringung auf die Goldoberfldche. Hierfiir wurde in die Struktur des mittleren Makromo-
lekiilgeriist die Aminosdure Cystein integriert. Dariiber hinaus wurde fiir nachfolgende biolo-
gische Assays der Fluorophor Fluorescein endstéindig angebracht. Da freie Thiole zur Oxidation

zu Disulfiden neigen musste auf eine zligige, sauerstoffarme Aufarbeitung geachtet werden. Da
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die Konjugation des Tweezermolekiils auf Grund der moglichen Stérung durch freie Thiole und
der Disulfidbildung erst nach der Anbringung an die Goldoberfliche erfolgt, wurde bei der
Aufarbeitung des Makromolekiils ebenfalls auf ein Reduktionsmittel verzichtet, da die Gefahr
der Reduktion, der notwenigen Azide zu Aminen bestand. Die Synthese der ultrakleinen Twee-
zernanopartikel wurde von Dr. Kai Klein an der Universitit Duisburg-Essen nach der Brust
Synthese durchgefiihrt, bei welcher die funktionalisierten Nanopartikel in-situ generiert wer-
den. Fiir die Anbringung des monovalenten Tweezers wurden GSH-funktionalisierte Nanopar-
tikel hergestellt und nachfolgend das Amin zum Azid umgewandelt. Die Anbringung der Twee-
zer-Molekiile erfolgte durch CuAAC. Mittels DCS wurden die hydrodynamischen Durchmes-
ser bestimmt, die mit ca 1,5 nm fiir die Nanopartikel AuGSH, AuGSH-N3 und Au-TW sehr
dhnlich ausfallt. Lediglich der Au-F-TM zeigt einen groBeren du von 1,9 nm, was auf die Mak-
romolekiilhiille um den Goldkern hinweist. Mittels UV-Vis wurde als indirekter Beweis durch
Ausbleiben der Plasmonenbande groferer Partikel, durchgefiihrt. Ebenso wurde durch Integra-
tion der Fluorophorabsportionsbande und anschlieBender Kalibrierungskurve der Funktionali-
sierungsgrad auf ca. 75 Makromolekiile bestimmt werden. Da durch Uberlapp der Tweezerab-
soprtionsbande und der Untergrundbande der Nanopartikel keine ausreichende Grundline zur
Integration vorhanden ist, kann diese Methode zur Qantifizierung der Tweezermolekiile nicht
herangezogen werden. Hierflir wurde die Probe anschlieSend mittels ICP-MS/ICP-OES auf die
Elemente Au und P nach Mikrowellenaufschluss untersucht. Durch die Umrechnung der Mas-
senverhéltnisse in die molare Elementkonzentration und der Konzentration der Nanopartikel
pro Probe wurde die Phosphormenge pro Nanopartikel bestimmt. Dadurch, dass jedes Tweezer-
Molekiil zwei Phosphorsdureanteile besitzt, ist die Phosphorkonzentration doppelt so hoch, wie
die Anzahl der gebundenen Tweezer-Molekiile. Durch Heranziehen dieser Gegebenheit konnte
die Menge an gebundenen monovalenten Tweezer-Molekiilen auf 16 Stiick pro Au-TW und auf
10 pro Au-F-TM bestimmt werden. Zwar ist in beiden Féllen die Anzahl an konjugierten Twee-
zern viel geringer als die Anzahl der zur Verfligung stehenden Azidgruppen, dennoch konnte
die Anzahl gegeniiber der divalenten Systeme bis um den Faktor acht erh6ht werden. Zuriick-
zufiihren ist dies moglichweise auf die rdumliche Verdrangung von groflen Tweezermolekiilen

auf der Oberflidche der ultrakleinen Nanopartikel.

Anschlieend wurden mit den Tweezer-Nanopartikel-Konjugaten Au-TW und Au-TM-F eben-
falls Bindungs- und Inhibitionsassays mittels SPR und Pull-Down durchgefiihrt, wie fiir die
divalenten Tweezer-Makromolekiile bereits beschrieben. Da nicht alle verfligbaren Azide mit

Tweezer zur Reaktion gebracht wurden und fiir eine mogliche unspezifische Bindung sorgen

106



Zusammenfassung und Ausblick

konnten wurde zum einen das unfunktionalisierte Makromolekiil cys-Medium-F-MM als auch
die Verbindung Au-F-MM im SPR-Assay vermessen. Wihrend erstere keine Bindung zeigt,
konnte fiir letztere eine schwache Bindung gemessen werden, die von der lokalen Dichte des
Fluorophors auf dem Goldnanopartikel resultiert und von unspezifischer Natur ist. Fiir beide
Nanopartikelkonstruke kann eine steil ansteigende Assoziationskurve und eine nur langsam ab-
fallende Dissoziationskurve detektiert werden, wodurch bereits auf potente Binder zu schlielen
ist. Bereits die Bestimmung der Gleichgewichtskonstanten zeigt Bindungskonstanten im nM-
Bereich und damit deutlich hohere Affinititen fiir die Nanopartikelkonstrukte. Die multivalente
Auswertung bestétigt dies in deutlich geringeren kor-Werten und Kp-Werten um mindestens
zwei GroBenordnungen kleineren Werten als fiir die divalenten Konstrukte mit 0,69 x 107 +
0,03 x 10° M fiir Au-TW und 1,24 x 1076+ 0,22 x 10°° M fiir Au-TM-F. Nach dem derzeitigen
Kenntnisstand handelt es sich somit um die Liganden mit der hochsten Affinitit auf Tweezer-
Basis, die aus einer multivalenten Priasentation und ohne Hinzufligung anderer Bindungsmotive

abgeleitet wurden.

Vielmehr profitiert das Bindungsereignis von den kompakten Abmessungen der us-AuNPs, die
eine dichte Anordnung von molekularen Pinzetten fiir multiple Wechselwirkungen mit der Pro-
teinoberfliche darstellen. Auf der SPR-Chip-Oberfliche konnte dies auch zur Uberbriickung
von zwei Proteinen fiihren, wenn zwei Tweezer-Motive desselben Nanopartikel-Liganden
gleichzeitig an Lysinreste von zwei verschiedenen Proteinen binden, je nach Dichte der Pro-
teinimmobilisierung. Die Berechnung des Abstands von immobilisiertem Survivin auf der
Chipoberflache anhand der gemessenen RU-Werte ergibt einen mittleren Abstand von 3,6 nm.
Basierend auf der hydrodynamischen Grofle der Tweezer-Nanopartikel-Konjugate ist eine sol-
che Uberbriickung von zwei Proteinen durchaus mdglich. Dies wiirde auch mit der beobachte-
ten Zunahme der Bindung sowie der verlangsamten Dissoziation {ibereinstimmen, die in &hn-
lich Weise bei einer chelatartigen Bindung der Liganden an mehrere Lysine eines Proteins auf-

tritt.

Im nachfolgenden Pull-Down Assay wurden die potenten Binder Au-TW und Au-TM-F auf
ihre hemmende Wirkung hinsichtlich der Survivin/CMR1 Bindung untersucht. Tatsichlich be-
eintrachtigten beide Konjugate, Au-TW und Au-TM-F, die CRM1-Bindung bereits bei niedri-
gen Konzentrationen von 0,125 pM bzw. 0,25 uM effizient. Dies ist im Gegensatz zu den di-

valenten Konstrukten eine 100-fache starkere Inhibition. Die Verringerung der Bindung aus der
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desiometrischen Quantifizierungen der Western-Blot-Daten kann um bis zu 75 % bestimmt

werden.

Der Vorteil der Nanopartikel Konstrukte durch Zellmembranen dringen zu kénnen, wurde in
einem Zellaufnahme Experiment genauer untersucht. Hierfiir wurde die Lokalisierung des
Makromolekularen Geriists Cys-Medium-F-MM, des Nanopartikel mit angebrachten Makro-
molekiil Au-F-MM und des finalen Tweezer-Makromolekul-Nanopartikel Au-TM-F in mit
Markern angefirbten HeLa-Zellen durch konfokale Mikroskopie iiberwacht. Wie postuliert,
wurden nur Nanopartikel Konstrukte in die Zellen aufgenommen. Sie konnten in Vesikeln im
Zytosol gefunden werden. In zukiinftigen Untersuchungen gilt es den Transport der Konstrukte
in den Zellkern zu fokussieren, da dort die Interaktion der Partnerprotein Survivin/Cmr1 statt-
findet. Ebenfalls ist Implementierung von Segmenten, wie Peptiden, die die Kernlokalisierung

fordern, zu iiberlegen.

Insgesamt konnte durch verschiedene biochemische Experimente gezeigt werden, dass die Avi-
ditdt durch das Konzept der Multivalenz systematisch gesteigert werden konnte. Das lange,
flexible divalente Tweezer-Makromolekiil zeigt die besten Bindungs- als auch Inhibitions-
werte. Durch die Konjugation an us-AuNPs konnte das System weiter verbessert werden. Zum
einen konnte die Valenz der Tweezerliganden, von zwei auf 10 bzw. 16 Liganden erhoht wer-
den, was in einer weiteren Verstarkung der Bindung- als auch Inhibition resultiert. Zum andern
16sen sie das Problem der Zellaufnahme und ermdoglichen den Transport der Konstrukte in das
Innere von HeLa Zellen. Dies zeigt gut, wie die maf3geschneiderte Kombination verschiedener
multivalenter Geriiste (Makromolekiile und Nanopartikel) ein supramolekulares Erkennungs-

motiv in einen leistungsstarken Protein-Protein Modulator weiterentwickelt.

Eine weitere Idee fiir zukiinftige Untersuchungen hinsichtlich der weiteren Verbesserung der
Spezifitit und Bindungsaffinitit ist die Verkniipfung des multivalenten Ansatzes dieser Arbeit
und die Verkniipfung mit zusitzlichen Erkennungseinheiten, wie sie bereits in vorausgegange-
ner Arbeit von Meiner et al. angewandt wurde.” So wiirde die bereits auf die NES-Sequenz
abgestimmte Peptidkette herangezogen werden und neben dem C-Terminus ebenfalls der N-
Terminus mit einer Azidgruppe funktionalisiert werden. Nach anschlieBender, bereits etablier-
ter, CuAAC wird ein divalentes Tweezer-Peptid-Konstrukt erhalten, welches durch zusétzliche

Erkennungseinheiten eine Spezifitit als auch Aviditit aufweist (Abbildung 56).
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Komplementire

\Peplidlsequenz

Protein

Abbildung 56: Schematische Darstellung eines Konzepts zur weiteren Erhdhung der Aviditét. Hierfiir wird neben
dem divalenten Tweezer eine komplementire Peptidsequenz zur weiteren Erkennung in das Liganden System
integriert.

Eine weitere Moglichkeit stellt das Design eines Tetramers dar. Um die Spezifitit als auch die
Aviditat weiter zu erhohen, ist ein passgenaues Design weiterhin unabdingbar. Da die vier ver-
fiigbaren Lysine des Homodimers unterschiedlich auseinanderliegen, ist die genaue Priifung
der Abstinde zum Design der Strukturen wichtig. Hier kann ebenso auf die in dieser Arbeit
gewonnen Erkenntnisse zuriickgegriffen werden, dass eine gewisse Flexibilitdt der Konstrukte
einen positiven Effekt auf die gewiinschten Parameter auswirkt. Eine weitere mdgliche Umset-
zung besteht im Design eines dynamischen Konstrukts beispielsweise durch pH-Schaltung. Ein
divalentes Systems, das zum Tetramer beispielsweise liber Disulfidbildung oxidiert wird und
gezielt durch Verdnderung des pH-Wertes in die divalente Form gebracht werden kann und

somit dynamisch ist, wie Zielproteine in ihrer biologischen Umgebung.
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S5 EXPERIMENTELLER TEIL
5.1 Chemikalien und analytische Methoden

Sofern nicht anders angegeben, wurden alle verwendeten Chemikalien kommerziell erworben
und ohne weitere Aufreinigung verwendet. Trockene HPLC- und Peptid-Grad Losungsmittel
wurden von Sigma Aldrich oder Merck erworben und ebenso ohne weitere Aufreinigung ver-
wendet. Wasser als Losungsmittel wurde in Reinstform, gewonnen durch Wasseraufbereitung
einer Milli-Q Anlage, verwendet.

Alle in Losung stattfindenden Reaktionen der Bausteine wurden mittels Diinnschichtchroma-
tographie (DC) verfolgt, wobei Silikagel Platten 60 F2s4 (0.25 mm Schichtdicke) verwendet
wurden. Zur sdulenchromatographischen Aufreinigung wurde 60 A (0.040-0.063 mm) Kiesel-

gel von Alfa Aesar verwendet.

Alle manuell durchgefiihrten Festphasenreaktionen wurden in 10 mL Polypropylen Chrom-
abond Spritzen, welche am Boden durch eine Polypropylen Fritte und B7 Septum versiegelt
sind, durchgefiihrt. Das mit einem Trityllinker funktionalisierte TentaGel® S RAM Festphasen-

harz (Beladung 0.25 mmol/g) wurde von Rapp Polymere erworben.

'"H-NMR Spektroskopie

'"H-NMR wurden mit einem Bruker Avance III 300 (300 MHz) und 600 (600 MHz) bei Raum-
temperatur aufgenommen. Die chemische Verschiebung (8) wurde in parts per million (ppm),
die Kopplungskonstante J wurde in Hertz (Hz) angegeben. Alle 'H-Spektren sind auf ihre Lo-
sungsmittelpeaks (CDCls: 6 = 7.26 ppm, DMSO-ds: 6 = 2.50 ppm, D>O: 6 = 4.79 ppm) stan-
dardisiert. Multiplizitdten sind wie folgt angegeben s = Singulett, d = Dublett, t = Triplett und
m = Multiplett.

An allen Spektren der Oligomere wurden zur Auswertung eine automatische Phasenkorrektur

vorgenommen.

Umgekehrte Phase - Hochdruckfliissigkeitschromatographie - Massenspektrometrie (RP-
HPLC-MS)

RP-HPLC-MS Analyse wurde an einem Aglient 1260 Infinity Gerét, welches mit einem Wel-
lenlangendetektor (VWD, auf 214 nm gesetzt) und einem 6120 Quadrupole LC/MS
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Elektronenspray lonisierungsquelle (ESI) (positive mode, m/z = 200 bis 2000) gekoppelt
wurde, durchgefiihrt. Als Sdule wurde eine MZ-AquaPerfekt C18 (3.0 x 50 mm, 3 um) RP
(reverse phase) Sdule von Mz-Analysentechnik mit einer Flussrate von 0.4 mL/min bei 25 °C
verwendet. Als Eluent kam ein mit 0.1 % Ameisensédure versetztes Wasser/Acetonitril-Gemisch
zum Einsatz. Alle ermittelten Reinheiten wurden durch Integration des RP-HPLC-Spektrums
bestimmt.

ESI-MS wurde mit den bereits genannten Gerédten und Quadrupole Detektor durchgefiihrt.

Die Makromolekiil Aufreinigung wurde mittels praparativen HPLC an einem Aglient 1260 In-
finity Instrument, gekoppelt an einen Wellenldngen Detektor (gesetzt auf 240 nm) und automa-
tisiertem Fraktionssammler, durchgefiihrt. Fiir die Isolierung der Oligomere wurde als Sdule
eine CAPCELL PAK C18 (20 x 250 mm, 5 um) von Shiseido, mit einer Flussrate von 20 mL/

min bei 25 °C verwendet. Als Eluent wurde ein Wasser/Acetonitril Gemisch eingesetzt.

Hochauflosende Massenspektrometrie (HR-MS)

HR-ESI-MS Messungen wurden an einem Bruker UHR-QTOF maXis 4G mit einem direkten
Spritzenpumpeneinlass, ESI Quelle, Quadrupol mit darauffolgendem time off flight (QTOF)
Massenanalysator, durchgefiihrt.

Matrix-unterstiitzte Laser-Desorptions-lIonisierung - Flugzeit-Massenspektrometrie
(MALDI-TOF-MS)

Fiir die Matrix-unterstiitzte Laser-Desorptions-lonisierung - Flugzeit-Massenspektrometrie
(MALDI-TOF-MS) wurden die Verbindungen mit einem Bruker MALDI-TOF Ultraflex I
(Bruker Daltonics) System mit 2,5 Dihydroxybenzoesdure (DHB) und a-Cyano-4-hydro-
xyzimtsdure (CHCA) als Matrix analysiert. Das Verhéltnis von Matrix zur Verbindung war
10:1. Die Spektren wurden sowohl im linearen Modus fiir einen m/z-Bereich von 1000-4000
als auch im Reflektormodus fiir einen m/z-Bereich von 2000-20000. Der Reflektormodus

wurde mit einer Proteinmischung kalibriert, wiahrend der lineare Modus nicht kalibriert wurde.

Gefriertrocknung
Lyophilisiert wurden samtliche Proben mit einem Alpha 1-4 LD plus Instrument von Martin
Christ Freeze Dryers GmbH. Als Parameter wihrend des Vorgangs sind -52 °C und 0.1 mbar

gewdhlt worden.
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Ligandenvorbereitung und 3D-Docking

Fiir die Ligandenvorbereitung und 3D-Docking wurden die Liganden mit LigPrep in der
Schrédinger-Suite hergestellt. Die Tweezer-Makromolekiile wurden an die gut zugidnglichen
Lysine 90 und 103 in der Néhe der der Survivin-Bindungsfurche in einer 3D-Anordnung ange-
dockt. Nach der Minimierung der molekularen Pinzetten und der anschlieBenden Optimierung
mit dem LigPrep-Modul wurde die endgiiltige Ligandenstruktur mit Hilfe des Builder-Panels
in Maestro erstellt. Dieses Tool ermoglichte die Erstellung von Briicken-Linkern in Form von
Triazolringen zwischen der Alkin-Einheit auf der Pinzette und den beiden Azid-Einheiten auf

dem Oligomer.

Molekulardynamische Simulation

Fiir die Molekulardynamische Simulation wurde das OPLS 2005-Kraftfeld fiir die Optimie-
rung und die Erzeugung von energiearmen Konformeren der Liganden verwendet (Kraftfeld:
OPLS 2005; Monte Carlo: 1000 Schritte, GBA Solvatation). Die sich daraus ergebende Struk-
tur wurde dann ebenfalls fiir die Durchfiihrung von Molekulardynamiksimulationen mit Des-
mond-GPU ausgewihlt (MD: Desmond-GPU, 100 ns, NPT, 150 mM NaCl, explizites Wasser,
300 K).

Diffusionsgesteuerte NMR-Spektroskopie

'H-DOSY-NMR-Proben enthielten 100 uM kurzes, mittleres oder langes TM in PBS-Puffer
(pH 7,4) mit 10 % D>0O. Nanopartikel-Proben wurden in H20 mit 10 % D20 hergestellt. 1H-
DOSY-Spektren wurden als Pseudo-2D-DOSY -Datensatz bei 25°C aufgenommen. Die Gradi-
entenstirke wurde schrittweise linear von 5 bis 95 % der maximalen Gradientenstérke (50,4 G
cm 1 fiir einen geglitteten quadratischen Gradientenimpuls) erhoht. Die Wasserunterdriickung
wurde durch Hinzufiigen eines Vorsittigungspulses zur 1H-DOSY-Pulssequenz aus der Bru-
ker-Bibliothek erreicht. Die DOSY -Diffusionszeit A betrug fiir alle Proben 100 ms, mit einer
gepulsten Gradientendauer & von 2 ms fiir die TW-Molekiile und 4 ms fiir Nanopartikel.

Die linearisierten Diffusionsdaten wurden nach der Stejskal-Tanner-Gleichung aufgetragen und

angepasst.30% 3%

(Gleichung 2) in(ir)= 2% (a-%/5) D-G°

lo
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mit [ = Signalintensitét, 10 = Signalintensitdt ohne Gradient, y = gyromagnetisches Verhiltnis
von 'H, § = Impulslinge des Diffusionsgradienten, A = Diffusionsverzdgerung, G = Gradien-
tenstirke, D = translatorischer Diffusionskoeffizient.

Die Stejskal-Tanner-Plots von 7-9 gut erkennbaren Protonensignalen der TM-Liganden und 6
Signalen fiir die Nanopartikel wurden zunéchst getrennt analysiert. Wenn sich der gleiche Dif-
fusionskoeftizient innerhalb der Fehlermarge ergab, wurden die relativen Intensitédten I/Io aller
Signale gemittelt. Die Fehlerbalken der gemittelten Datenpunkte geben die Standardabwei-
chung an. Die angegebene Genauigkeit des Diffusionskoeffizienten ist die Standardabweichung
der Stejskal-Tanner-Anpassung.

Der hydrodynamische Durchmesser dy wurde nach der Stokes-Einstein-Gleichung berechnet:

(Gleichung 3) dy=—2T

3nn-D

mit dH = hydrodynamischer Durchmesser, kg = Boltzmann-Konstante, T = Temperatur in K,
n= dynamische Viskositit von H>O bei 25 °C (8,95-10* kg-m™!-s™"), D = translatorischer Dif-

fusionskoeffizient.

Oberflichenplasmonenresonanz (SPR)

Oberflichenplasmonenresonanz (SPR)-Messungen wurden mit einem Biacore X100 von Cy-
tiva (ehemals GE Healthcare Life Sciences, Uppsala, Schweden) wie zuvor beschrieben durch-
gefiihrt.!>?

Die Oberfldache des C1-Sensorchips (Cytiva) wurde vor der Immobilisierung durch eine zwei-
fache Injektion von 0,1 M Glycin-NaOH + 0,3 % Triton X100, pH 12, aktiviert und anschlie-
Bend mit HBS-P"-Puffer gewaschen.

Survivinl120 wurde auf der C1-Sensorchip-Oberfliche der Messzelle 2 iiber Thiol-Kopplung
durch die Wizard-Vorlage fiir die Immobilisierung immobilisiert.

Dazu wurde eine 126 uM Stammldsung von Survivinl20 in PBS-Puffer in 10 mM Acetatpuffer
(pH 5,5, Cytiva) verdiinnt, um eine endgiiltige Proteinkonzentration von 1,26 uM zu erhalten.
Eine 260 mM Cysteaminldsung in Wasser wurde als reaktives Disulfid verwendet. Die Deak-
tivierung nicht umgesetzter Disulfidgruppen erfolgte mit 50 mM L-Cystein, 1 M NaCl in 0,1
M Formiatpuffer bei pH 4,3. Bei FlieBzelle 2 wurde ein Immobilisierungsgrad von 2118,6 RU
erreicht. FlieBzelle 1 erreichte nach Blockierung mit einer Ethanolamin-HCI-Losung (1 M, pH
8,5, Cytiva) einen Immobilisierungsgrad von 34,7 RU. Als Laufpuffer wurde HBS-P" (pH 7.4,

Cytiva) mit einer Durchflussrate von 5 pul min-1 verwendet. Nach der Immobilisierung wurde
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das System mit dem Laufpuffer (HBS-P"-Puffer) geprimt, und es wurden zwei Startzyklen
durchgefiihrt.

Die (Pinzetten-)Molekiile wurden in Konzentrationen von 400-0,1953125 uM bzw. 0,5-
0,000244141 uM in einen Laufpuffer mit einem Verdiinnungsfaktor von 2 injiziert. Es wurden
eine Flussrate von 10 pL min-1 sowie Kontakt- und Dissoziationszeiten von 240 s bzw. 360 s
verwendet. Nach jeder Messung wurde der Sensorchip durch Injektion von 0,1 M 1-Lysin bzw.
0,5 M 1-Lysin fiir Au-Sonden in Laufpuffer mit einer Flussrate von 10 uL min! und einer Kon-
taktzeit von 90 s regeneriert, gefolgt von der Injektion von Laufpuffer mit einer Flussrate von
10 uL min-1 und einer Kontaktzeit von 30 s, um sicherzustellen, dass alle Proben ausgewaschen
wurden und um eine stabile Basislinie fiir die folgenden Messungen zu erhalten. Fiir jede Probe
wurden die Messungen dreimal wiederholt, auler zweimal fiir das zweiwertige TW-F-Makro-
molekiil. Um die Reproduzierbarkeit zu testen, wurde der Test auf einem zweiten Chip durch-
gefiihrt, der wie oben beschrieben vorbereitet wurde, was zu einem Immobilisierungsgrad von
8,0 RU fiir Messzelle 1 und 1855,8 RU fiir Messzelle 2 fiihrte. Aufgrund der unterschiedlichen
Immobilisierungsgrade wurden unterschiedliche absolute Werte ermittelt, die jedoch im glei-
chen Bereich liegen und fiir die verschiedenen Liganden den gleichen Trend zeigen, wie er fiir

den ersten Chip beobachtet wurde.

Analyse der Kinetik multivalenter Bindungen anhand von SPR-Daten
Analyse der Kinetik multivalenter Bindungen anhand von SPR-Daten nach dem Modell von
Kitov & Bundle?” lisst sich das Reaktionsschema fiir die multivalente Bindung wie folgt be-

schreiben:

K4
R+ L< RL(1)
K>
(Gleichung 4) R+ L<RL(2)

\R + L <™ RL(imax)

Der Anteil eines einzelnen i-ten gebundenen Niveaus, wi, wird aus der Gibbs'schen Energie,

G?, als partieller Durchschnitt iiber alle gebundenen Zustinde berechnet

-c9
e—Gi/RT K;

(Gleichung 5) w; = =

i -G9 imax
e G0 T
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In dieser Beschreibung impliziert die mathematische Symmetrie von R und L keinen Unter-
schied in der Zuordnung von multivalentem Liganden und multivalentem Rezeptor. In unseren
Féllen wird einer der Reaktanten (mit L bezeichnet) fiir die SPR-Experimente auf einer Ober-
fliche immobilisiert. Diese Bedingungen erlauben eine feste Konzentration des freien Analyten
(R). Jede der Reaktionen in Gleichung 2 kann dann durch eine Pseudo-Reaktion erster Ordnung
nach der Langmuir-Bindungskinetik angendhert werden. AuBlerdem treten die Unterschiede
zwischen den Reaktionen erst nach der Bildung der ersten intermolekularen Bindung auf. Wich-
tig ist, dass aus Gleichung 3 hervorgeht, dass der Anteil des i-ten gebundenen Niveaus nicht
von der Konzentration von R abhingt. Zusammengenommen &hneln die Reaktionsschemata in
Gleichung 2 denen einer einzelnen Klasse von Analyten, die an eine heterogene Zusammenset-
zung von Bindungsstellen an der Oberfldche binden.

Dieses Problem wurde von Svitel et al.?”!

mit Losungen angegangen, die die minimale Vertei-
lung in der Bindungskinetik mehrerer, nicht konkurrierender Pseudo-Reaktionen erster Ord-
nung darstellen, die erforderlich sind, um die beobachtete Bindungskinetik zu erkléren. Die

Mehrfachreaktionen werden als Fraktionen P gewichtet mit

(Gleichung 6) Smax = [i¢ DX [Leltmex pg - dK ),

Kp,min of f,min

iiber ein voreingestelltes 2D-Gitter von Gleichgewichts-(Dissoziations-)Konstanten, Kp min-
Kp,max, und Dissoziationsraten, koff,min-koff,max, sondiert. Smax ist die Gesamtbindungska-
pazitit in SPR-Resonanzeinheiten. Zur Bestimmung von P beschreiben Svitel et al. die Losung

von Gleichung 5

. K max kO max
(Gleichung 7) s¢o¢(Cror t) = f o f 7 s(koff' Kp, ctot, P, t) P(koff' KD)dkofdeD

KD,min off min

wobei t der Zeitpunkt im aufgezeichneten Sensorgramm, ctot die Gesamtkonzentration des
Analyten R und stot das aufgezeichnete SPR-Signal in Abhidngigkeit von diesen Variablen ist.
Im Modell von Svitel et al. spiegelt P die auf der Oberfliche vorhandenen Bindungsstellen
wider, bevor sie dem Liganden ausgesetzt werden. Daher ist P unabhingig von der Konzentra-

tion des Analyten R. Wie in Gleichung 3 gezeigt, ist die Verteilung der Pseudo-Reaktionen
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erster Ordnung, die multivalente Wechselwirkungen definieren, ebenfalls konzentrationsunab-
héngig. Daher scheint die Modellierung von P gemif3 Gleichung 5 eine angemessene Beschrei-

bung dieser Verteilung zu sein.

Fiir die vorliegenden Analysen haben wir jede Versuchsbedingung dreimal durchgefiihrt und
jeweils mit EVILFIT3 analysiert. Survivin wurde auf die Goldoberflache aufgetragen und CLR,
TW-Short, TW-Medium, TW-Long und TW-Medium-F wurden in Konzentrationen von 0,2
bis 400 uM injiziert, wihrend Au-TW und Au-TW-Medium in Konzentrationen von 0,2 nM
bis 0,5 uM injiziert wurden. Die Parameter fiir EVILFIT wurden fiir alle Analysen im Bereich
zwischen 102 M und 107 M fiir den Kp-Wert und zwischen 100 s und 105 s™! fiir den koff-
Wert konstant gehalten. Fiir jede Achse wurden 15 Rasterpunkte und 7 Bins mit gleichem Ab-
stand verwendet, um die Verdnderung der Kp-Verteilung zwischen den Proben zu bewerten.
Das Signal in jedem dieser Bins wurde auf das Gesamtsignal normiert. Das normalisierte Signal
wurde als Funktion der Kp mit SD aus den drei einzelnen Experimenten mit jedem Analyten

aufgetragen.

Isotherme Titrationskalorimetrie (ITC)

Isotherme Titrationskalorimetrie Messungen wurden mit dem Malvern MicroCal 200 VP-ITC-
Kalorimeter durchgefiihrt. wurde mit einem MicroCal iTC200 von Malvern Panalytical in PBS,
pH 7,4 bei 25 °C durchgefiihrt. Das Protein wurde iiber Nacht bei 4 °C gegen den PBS-Puffer
dialysiert. Die Liganden wurden in dem jeweiligen Dialysepuffer aufgeldst. Dann wurden 400
uM TM mit 200 uM Survivin120 titriert. Bei umgekehrten Titrationen wurden entweder 40 uM
Survivinl20 in der Zelle mit 2 - 3 mM TM je nach Verbindung in der Spritze titriert. Alle
Titrationen wurden in PBS, pH 7.4, bei 25 °C durchgefiihrt. Dann wurden 1 pl Injektionen mit
einem Abstand von 120 s zwischen den Injektionen verwendet. Die Injektionsrate wurde auf
0,5 uL/s und die Referenzleistung auf 5 pcal/s eingestellt. Die ITC-Thermogramme und ther-
modynamischen Daten wurden mit der Affinimeter-Software ausgewertet (Cloud-Version) aus-
gewertet bzw. mit der Software Origin (v7.0552), die mit dem Gerit geliefert wurde, an ein
Modell mit einem Satz von Stellen angepasst. Die Verdiinnungswéirme wurde als Konstante

von jedem Datenpunkt subtrahiert.
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Plasmid
Plasmide wurden erhalten durch bakterielle Expressionsvektoren, die fiir Survivinl120-Varian-
ten, CRM1 und RanQ69L kodieren, sowie der eukaryotische Expressionsvektor pc3-Survi-

vin142-HA wurden bereits beschrieben.”

Zellkultur und Transfektion

HEK 293T Zellen wurden in 10 cm Platten (Sarstedt) in 10 ml Dulbecco's modified eagle Me-
dium (DMEM) (Thermo Fisher Scientific) mit 10 % (v/v) fetalem Kéilberserum (FCS) (Life
Technologies GmbH) und Antibiotika-Antimykotika (Life Technologies GmbH) ausgesit. Die
Zellen wurden dann 24 Stunden lang im Brutschrank kultiviert. Anschlieend wurden die Zel-
len mit Kalziumphosphat mit 13,75 pg pC3-Survivi-NHA-Plasmid transfiziert und weitere 24
Stunden lang bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit RIPA-
Puffer und Sonikation lysiert. Nach Entfernung der Zelltriimmer durch Zentrifugation wurde
der proteinhaltige Uberstand bis zur Verwendung in Pull-down-Assays bei -20 °C gelagert.

Reinigung der rekombinanten Proteine

Die Proteine wurden als GST-Fusionen in Escherichia coli soluBL21 exprimiert. Die Bakterien
wurden in LB-Medien mit 50 ug/mL Kanamycin kultiviert. Fiir RanQ69L und CRM1 wurde
die Expression mit 1 mM IPTG bei einer OD600 von 0,6-0,8 induziert. Die Bakterien wurden
pelletiert, mit Lysozym lysiert und anschlieBend in TRIS/NaCl (pH 7,4), ergénzt mit 1 mM
PMSF, sonifiziert. Die GST-markierten Proteine wurden dann auf GSTrap 4B-Séulen von Cy-
tiva immobilisiert. Je nach den durchgefiihrten Experimenten wurde der GST-Tag optional {iber
Nacht mit der Protease PreScission gespalten. Die Proteine wurden dann auf eine HiTrap Q
HP-Séule von Cytiva geladen und mit einem 0,025-1 M NaCl-Gradienten in 50 mM Tris-HCI-
Puffer, pH 7,5, mit 1 mM DTT eluiert.

Die Expression von Survivinl20 wurde mit 0,2 mM IPTG bei einer OD600 von 1,0-1,2 indu-
ziert. Die Bakterien wurden pelletiert, mit Lysozym lysiert und anschlieend in PBS (pH 7,4),
ergidnzt mit 1 mM PMSF, sonifiziert. Das GST-markierte Survivin120 wurde dann {iber eine
GSTrap 4B-Affinitatssdule gereinigt. Der GST-Tag wurde mit PreScission-Protease tiber Nacht
bei 4 °C gespalten. Die anschlieende préparative Groflenausschlusschromatographie wurde
mit einer HiLoad 26/600 Superdex 75 pg-Séaule von Cytiva und einer nachgeschalteten GSTrap-
Sdule in 50 mM KP; pH 6,5 mit 150 mM KCI und 2 mM DTT durchgefiihrt.
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HeLa-Zellen und Aufnahme von Molekiilen und Nanopartikeln

Alle Experimente zur zelluldiren Aufnahme von Nanopartikeln wurden in einer 2 x 4 Well-
Platte mit einer ibiTreat-modifizierten Oberfliche durchgefiihrt. Die Vertiefungen wurden mit
20.000 Zellen pro Vertiefung besiedelt und iiber Nacht bei 37 °C in einer 5 %-igen CO>-Atmo-
sphire mit DMEM bebriitet. Nach dieser ersten Inkubation wurden die Zellen 24 Stunden lang
mit 200 ul der Probenlésung/Dispersion behandelt. AnschlieBend wurden die Zellen dreimal
mit DPBS gewaschen und mit 4 Vol% Formaldehyd fixiert. Die fixierten Zellen wurden dann
gefarbt und mit dem CLSM abgebildet.

Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie (CLSM)

Zum erhalt der CLSM-Bilder wurde Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie (CLSM)

mit einem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop TCS SP8 AOBS von Leica mit einem HCX
PL Apo 63x/1,4 Olimmersionsobjektiv durchgefiihrt. Die Zellen wurden in mehreren Ebenen
entlang der z-Achse gescannt, um die Aufnahme der Probe innerhalb des Lysosoms zu unter-

suchen.

Fluoreszenz-Anisotropie

Fiir das Fluoreszenz-Anisotropie Expeiment wurden Fluoreszenzmarkierte (Tweezer) Mole-
kiile (200 nM) mit Survivinl20 titriert, bis eine Endkonzentration von 150 uM erreicht war.
Die Daten wurden auf die gemessene Anisotropie A0 in Abwesenheit des Proteins normiert.
Die Fluoreszenzanisotropie-Daten wurden anhand eines Single-Site-Bindungsmodells mit der

folgenden Gleichung angepasst:

(Gleichung 6)

A L+x+Kp)—J(L+x+Ky))2—4-x-L
y=A-
2-L

wobei A die Anisotropie bei Sittigung, L die Konzentration des fluoreszierenden Stoffes

(Tweezers), x die Konzentration des Proteins und Kp die Dissoziationskonstante ist.

Massenspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma (ICP-MS)
Die Massenspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma (ICP-MS) wurde von MikroLap
Kolbe in Oberhausen durchgefiihrt. Die Elemente Au, S und P wurden mit einem ICP-OES von

Spectro Model Spectro Arcos nach Auflésung der Nanopartikel in einer Mikrowelle in
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Konigswasser gemessen. Die Massenanteile der Elemente wurden mit ihrer molaren Masse in
molare Konzentrationen umgerechnet. AnschlieBend wurden die molaren Konzentrationen auf
die Goldkonzentration der Probe normiert, um die Anzahl der Liganden auf den Nanopartikeln

zu ermitteln (Einzelheiten siehe KLEIN 2021)3%,

Scheibenzentrifugalsedimentation

Die Scheibenzentrifugalsedimentation wurde mit einem DC24000-Gerdt von CPS durchge-
fiihrt. Zunéchst wurde ein Gradient aus Saccharoselosung (24 Gew.-% bis 8 Gew.-%) bei 24000
U/min in die rotierende Scheibe eingespritzt und mit 0,5 mL n-Dodekan verschlossen. Dann
wurde ein Kalibrierungsstandard aus PVC-Perlen mit 483 nm injiziert, um die Sedimentations-
zeit auf den hydrodynamischen Radius zu kalibrieren. SchlieBlich wurde die Nanopartikelsus-
pension eingespritzt und ihre Kalibrierungszeit gemessen, um den hydrodynamischen Durch-

messer anhand der Stokes-Einstein-Gleichung zu berechnen.

UV-Spektroskopie zur Quantifizierung

UV-Vis-Spektroskopien zur Bestimmung des Grads der Funktionalisierung mit Azidgruppen
oder der durchschnittlichen Anzahl der an die Oberfliche der usAuNPs gebundenen Makromo-
lekiile wurden mit einem Cary Bio300-Gerét von Varian durchgefiihrt. Die Kiivette wurde fiir
eine erste Hintergrundmessung mit Wasser gefiillt, und anschlieBend wurden 600 pl der Pro-
bendispersion in einem Bereich von 200 nm bis 800 nm mit einer bekannten Partikelkonzent-
ration gemessen. Das Integral des Fluorophorsignals wurde bestimmt, und die Konzentration

wurde anhand einer zuvor aufgenommenen Kalibrierung mit dem reinen Farbstoff berechnet.

Atomabsorptionsspektroskopie

Atomabsorptionsspektroskopie wurde mit einem Spektrometer der Electron M-Serie von
Thermo Fischer durchgefiihrt. 10 pl der Probensuspension wurden in 990 pl Konigswasser ge-
16st und mit 4 mL Wasser verdiinnt, um einen Endverdiinnungsfaktor von 500 zu erhalten. Die
Konzentration wurde nach dem Lambert-Beer-Gesetz berechnet und in die Goldkonzentration

in der Probe umgerechnet.
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5.2 Synthese und Charakterisierung

5.2.1 Building Block Synthese

1-(9H-Fluoren-9-yI)-3,14-dioxo-2,7,10-trioxa-4,13-diazaheptadecan-17-yl Sdure, EDS

(0]

H
Ho\[(\)LH/\/O\/\O/\/N‘FmOC

0

EDS wurde nach einer bereits etablierten vierstufigen Synthese hergestellt. Das Endprodukt
wurde als gelblich, weier Feststoff mit einer Endausbeute von 58 % und in einer Reinheit von

99 % erhalten.'®!

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & 12.01 (br, 1H, -OH), 7.93-7.86 (m, 3H, -NH, Aryl-H), 7.69
(d, 3J = 7.52 Hz, 2H, Aryl-H), 7.69 (t, 3J = 7.52 Hz, 2H, Aryl-H), 7.36-7.29 (m, 3H, H13, -
NH), 4.30 (d, 3J=6.70 Hz, CH»>-Fmoc), 4.21 (t, 3J=6.76 Hz 1H, CH-Fmoc), 3.50 (s, 4H, O-
CH»2-CH>-0), 3.43-3.35 (m, 4H, CH»-CH>-0), 3.23-3.09 (m, 4H, CH>-CH>-N), 2.45-2.38 (m,
2H, Bernsteinsdure), 2.35-2.28 (m, 2H, Bernsteinsdure) ppm.

RP-HPLC (linearer Gradient von 0-50% MeCN in H20 in 30 min bei 25 °C): tg= 25.9 min.

ESI-MS: berechnet fiir C2sH30N207 [M+H]"471.2; gefunden 471.2; [M+Na]" 493.2, gefunden
493.2.

7-(4-(azidomethyl)benzovyl)-1-(9H-fluoren-9-y1)-3.11-dioxo-2-oxa-4,7,10-triazatetradecan-14-
oic Sdure BADS

N3
o (0]

HO\[I/\)LH/\/N\/\H,FN"OC

(o}

BADS wurde weitestgehend nach einer bereits etablierten Syntheseroute hergestellt.!** Die
Kupplung zwischen Linkermolekiil und Grundgeriist wurde mit Zugabe von PyBOP und HoBt
durchgefiihrt. Das Endprodukt wurde als weiller Feststoff mit einer Endausbeute von 73 %

(5,57g, 9,5 mmol) und in einer Reinheit von >95 % erhalten.
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"H-NMR (600 MHz, DMSO-dc) § 8.08 — 7.98 (m, 1H, amide), 7.91 — 7.84 (m, 2H, aryl-H),
7.68 (d, J="7.5 Hz, 2H, aryl-H), 7.50 — 7.45 (m, 1H, amide), 7.43 — 7.22 (m, 4H, aryl-H), 4.51
—4.41 (m, 2H, -CH2-N3 ), 4.35 — 4.26 (m, 1H, -CH-Fmoc), 4.25 — 4.16 (m, 2H, -CH2-Fmoc),
3.52 - 3.17 (m, 6H, -CHz-alkyl, overlap with H>0O), 3.12 — 3.06 (m, 1H, -CHz-alkyl), 3.05 —
2.96 (m, 1H, -CHz-alkyl) 2.47 — 2.19 (m, 4H, -CH»-succinyl) ppm.

RP-HPLC (linearer Gradient von 0-50% MeCN in H20 in 30 min bei 25 °C): tg= 22,0 min.

ESI-MS: berechnet fiir C3;H32NsOs [M+H]" 585,64; gefunden 585,25; [M+Na]" 607,22, gefun-
den 607,2.
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5.2.2 Festphasensynthese und Aufreinigung der Prizisionsmakromolekiile

Die nachfolgend aufgelisteten Oligomere wurden in einem 0.3 bzw. 0.2 mmol Ansatz nach
Standard Kupplungs- und Fmoc-Protokollen an der Festphase durchgefiihrt. Alle Ansdtze wur-
den am TentaGel® S RAM Harz (Beladung von 0.25 mmol/g) synthetisiert. Vor Beginn jeder
Synthese wurde das Harz 20 min mit DCM gequollen und anschlieBend durch fiinfmaliges Wa-
schen auf das jeweilige ReaktionsMedium eingestellt. Alle Reaktionen wurden unter Schiitteln

durchgefiihrt.

Allgemeines Kupplungsprotokoll

Die Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe erfolgte durch Zugabe einer 25 vol% Piperidin in
DMF-Losung. Nach doppelter Abspaltung fiir jeweils 2x15 min wurde das Harz zwanzigmal
mit DMF gewaschen. Bausteine (5 Aq.) wurden zusammen mit PyBOP (5 Aq.) in 8 mL DMF
gelost und die Losung anschlieBend fiir eine Minute mit N2-entgast. Kurz bevor die Losung in
das ReaktionsgefiB iiberfiihrt wurde, wurde DIPEA (10 Aq.) hinzugegeben. Nach einer Reak-
tionszeit von 1 h wurde das Harz zehnmal mit DMF gewaschen.

Das fiir den ersten und alle ab dem sechsten Baustein folgende ,double coupling’ wurde wie
die oben genannte Kupplung durchgefiihrt, allerdings wurde die Entschiitzung nach der ersten

Kupplung ausgelassen.

Kappen des N-Terminus

Nach erfolgreichem Aufbau der makromolekularen Sequenz wurde der reaktive N-Terminus
mit einer Acetylgruppe gekappt. Hierfiir wurde das Harz komplett mit Essigsdureanhydrid be-
deckt und fiir 20 min zur Reaktion gebracht. AnschlieBend wurde das Harz zehnmal mit DMF

gewaschen. Dieser Zyklus wurde zweimal durchgefiihrt.

Anbringung des Fluoreszenzfarbstoffs

Fiir die Bindung des Fluorophors wurde FITC-Isothiocyanat (1,1 Aq.) in 6 mL DMF gelost,
bevor DIPEA (10 Aq.) zugegeben wurde. Die Losung wurde danach eine Minute lang mit
Stickstoff gespiilt. Anschliefend wurde das Gemisch zum Harz gegeben und 18 h lang unter
Lichtausschluss geschiittelt. Der Harz wurde mit DMF gewaschen und die Kupplung wurde
noch einmal wiederholt. Danach wurde das Harz 20 mal abwechselnd mit DMF und DCM

gewaschen.
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Finale Abspaltung

Fiir die finale Abspaltung des Makromolekiils vom Harz wurden 13 mL eines 95%igen TFA-,
5%igen TIPS-Gemisch ins Reaktionsgefdl gegeben. Nach einer Stunde Reaktionszeit wurde
die Reaktionslosung in eisgekiihlten Diethylether (4 x 20 mL) gefillt. Die Suspension wurde
zentrifugiert, der Ether abdekantiert und zwei weiter Male wurde der Riickstand mit Ether ge-
waschen. Nachdem der Riickstand iiber Nacht getrocknet wurde, wurde er in je 4 mL Wasser

gelost, vereinigt und lyophilisiert.

TFA-Entfernung

Die TFA-Entfernung wurde nach einem literaturbekannten Protokoll, nach der finalen Abspal-
tung, durchgefiihrt. Hierfiir wurden 1.5 g eines Anionenaustauscher-Harzes fiir je 0.1 mmol
Oligomer verwendet. Vor Zugabe der Probe wurde das Harz dreimal mit einer 1.6 N essigsau-
ren Losung und anschlielen dreimal mit einer 0.16 N essigsauren Losung gewaschen. Das je-
weilige Oligomer wurde in 12 mL Wasser geldst und zum gewaschenen Harz ins Reaktionsge-
faf} tiberfiihrt. Nach einer Reaktionszeit von einer Stunde wurde die Reaktionslosung abfiltriert
und das Harz fiinfmal mit 4 mL Wasser gewaschen. Nach anschliefender Vereinigung und

Lyophilisierung konnten die jeweiligen, von TFA-befreiten Oligomere erhalten werden.

Praparative HPLC

Alle nach der TFA-Entfernung erhaltenen Oligomere wurden durch préparative HPLC von ih-
ren Unreinheiten separiert. Als Eluent wurde ein Gemisch aus Wasser und Acetonitril verwen-
det. Die Hauptfraktionen der jeweiligen Laufe wurden vereinigt und das Losungsmittel am Ro-
tationsverdampfer entfernt. AnschlieBend wurden die Proben in 6-7 mL Wasser geldst und lyo-

philisiert.
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Short-MM

N3

Short-MM wurde in einem 0,3 mmol Ansatz synthetisiert. 159.7 mg (0.21 mmol, 70%) eines

farblosen Feststoffes wurden nach praparativer HPLC gewonnen.
"H-NMR (600 MHz, D,0) § 7.54 — 7.31 (m, 8H, aryl-H), 4.52 — 4.41 (m, 4H, CH>-N3), 3.74 —
3.63 (m, 8H, N-CH>), 3.58 — 3.47 (m, 8H, N-CH>), 3.30 — 3.15 (m, 4H, N-CH>), 2.61 — 2.50

(m, 3H, succinyl-CH>), 2.49 — 2.34 (m, 4H, succinyl-CH>), 2.29 (s, 1H, succinyl-CH>), 1.99,
1.85 (2m, backbone-Ac) ppm.

HR-ESI-MS fiir C34H46N1307 (ESI-TOF) m/z: [M + H']" berechnet: 748.3638; gefunden:
748.3633.

RP-HPLC (linearer Gradient von 0-50% MeCN in H>O in 30 min bei 25 °C): tg= 15,5 min.
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Medium-MM

N3
o ° [e] H o H H
HiN\n/\)LH/\/N\/\HJI\/\n/N\/\O/\/O\/\HJ\/\[rN\/\N/\/N\n/
o (o]

o (o}
(o]

N3

Medium-MM wurde in einem 0,3 mmol Ansatz synthetisiert. 214.5 mg (0.22 mmol, 73%) eines

farblosen Feststoffes wurden nach praparativer HPLC gewonnen.

'"H-NMR (600 MHz, D,0) & 7.54-7.49 (m, 4H, 4x aryl-H), 7.43 — 7.37 (m, 4H, 4x aryl-H),
4.49 (s, 4H, 2x CH>-N3), 3.71 — 3.63 (m, 8H, 4x O-CH>), 3.62- 3.57 (m, 4H, 2x O-CH2-CH>-
N), 3.56 — 3.50 (m, 8H, N-CH>), 3.39 — 3.32 (m, 4H, N-CH>), 3.27 — 3.20 (m, 4H, N-CH.),
2.58 — 2.51 (m, 6H, succinyl-CH> ), 2.47 — 2.37 (m, 6H, succinyl-CH> ), 2.02 — 1.82 (2s, 3H,
backbone-Ac) ppm.

HR-ESI-MS fiir C44Hg3N15011 (ESI-TOF) m/z: [M + 2H']*" berechnet: 489.7489; gefunden:
489.7487.

RP-HPLC (linearer Gradient von 0-50% MeCN in H>O in 30 min bei 25 °C): tg= 16,6 min.
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Long-MM

N3
°\©YO 2 H 9 H H
HiN\n/\)LN/\/N\/\N N\/\o/\/o\/\N N\/\N/\/N\n/
H H H
o o o o
5 (@AO

Long-MM wurde in einem 0,3 mmol Ansatz synthetisiert. 295.3 mg (0.20 mmol, 68%) eines

farblosen Feststoffes wurden nach priparativer HPLC gewonnen

'H-NMR (600 MHz, D>0) & 7.53-7.48 (m, 4H, 4x aryl-H), 7.43 — 7.37 (m, 4H, 4x aryl-H),
4.49 (s, 4H, 2x CH>-N3), 3.71 — 3.65 (m, 16H, O-CH>), 3.63- 3.58 (m, 12H, O-CH2-CH>-N ),
3.56 — 3.51 (m, 8H, N-CH:>), 3.41 —3.34 (m, 12H, N-CH>), 3.27 — 3.20 (m, 4H, N-CH>), 2.58
— 2.50 (m, 14H, succinyl-CH> ), 2.47 —2.38 (m, 6H, succinyl-CH: ), 2.02 — 1.83 (2s, 3H,
backbone-Ac) ppm.

HR-ESI-MS fiir Ce4H9oN19O19 (ESI-TOF) m/z: [M + 2H*]*" berechnet: 719.8755; gefunden:
719.8754.

RP-HPLC (linearer Gradient von 0-50% MeCN in H2O in 30 min bei 25 °C): tg= 16,6 min.

127



Experimenteller Teil

Short-F-MM
N,
2 ° 9 H H H @
Hlel/\)LN/\/N\/\HJJ\/\g,N\/\N/O\/N\[SrN O o
{ T
OH

Short-F-MM wurde in einem 0,3 mmol Ansatz synthetisiert. 142.5 mg (0.13 mmol, 43 %) eines

gelblichen Feststoffes wurden nach priparativer HPLC gewonnen.

'H-NMR (600 MHz, DMSO-ds): § 10.11 (s, 3H, -OH, -COOH), 8.26 -7.63 (m, 8H, aryl-H),
7.54 —7.23 (m, 7H, -NH), 7.21 — 7.12 (m, 1H, FITC-H), 6.75 — 6.46 (m, 7H, FITC-H, -NH),
4.53 - 441 (m, 4H, -CH2-BADS), 3.91 — 3.41 (m, 56H, -NH2, -CH2- ((BADS)) H>0), 2.44-

2.16 (m, 8H, succinyl-CH2) ppm.

HR-ESI-MS fiir Cs3Hs¢N14011S (ESI-TOF) m/z: [M + 2H']** berechnet: 548.1981; gefunden
548.1978.

RP-HPLC (linearer Gradient von 0-50% MeCN in H>O in 30 min bei 25 °C): trg= 24,5 min.
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Medium-F-MM

OH
o H 2 H H H
H2N\n/\)LN/\/N\/\NJ\/\n/N\/\o/\/O\/\NJ\/\[rN\/\N/\/N\n/N O
H H o H o s
o o
G
N3

OH

Medium-F-MM wurde in einem 0,2 mmol Ansatz synthetisiert. 201.9 mg (0.15 mmol, 76%)

eines gelblichen Feststoffes wurden nach priaparativer HPLC gewonnen.

'H-NMR (600 MHz, DMSO-ds): § 10.28 — 9.83 (m, 3H, -OH, -COOH), 8.37 -7.81 (m, 7H,
FITC-H,-NH), 7.80 — 7.65 (m, 1H, FITC-H), 7.45 — 7.24 (m, 8H, aryl-H, -NH), 7.17 (d, 1H,
Jurn= 8.3 Hz, FITC-H), 6.77 — 6.52 (m, 7H, FITC-H, -NH), 4.57 - 4.41 (m, 4H, -CH2-BADS),

3.87 —3.03 (m, 54H, -NH2, -CH2- ((BADS)) H20), 2.40-2.16 (m, 12H, succinyl-CH2) ppm.

HR-ESI-MS fiir Ce3H74N16015S (ESI-TOF) m/z: [M + 2H']*" berechnet: 663.2615; gefunden:
663.2613.

RP-HPLC (linearer Gradient von 0-50% MeCN in H>O in 30 min bei 25 °C): tg= 22,6 min.
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Long-F-MM

OH
H H H H
HZN\n/\)L”/\/N\/\H N\/\O/\/O\/\H N\/\N/\/N\n/N O
[e] o S O o

3
G
N3

OH

Long-F-MM wurde in einem 0,2 mmol Ansatz synthetisiert. 251.6 mg (0.14 mmol, 47%) eines

gelblichen Feststoffes wurden nach praparativer HPLC gewonnen.

'H-NMR (600 MHz, DMSO-dj): § 8.57 -7.72 (m, 9H, FITC-H,-NH), 7.54 — 7.06 (m, 1H, FITC-
H), 7.45 — 7.24 (m, 10H, aryl-H, -NH, FITC-H), 6.83 — 6.47 (m, 8H, FITC-H, -NH), 4.55 -
4.41 (m, 4H, -CH2-BADS), 3.90 — 2.93 (m, 76H, -NH2, -CH2- (BADS)) H20), 2.44-2.13 (m,

20H, succinyl-CH2) ppm.

HR-ESI-MS fiir Cs3H110N20023S (ESI-TOF) m/z: [M + 2H"]** berechnet: 893.3881; gefunden:
893.3877.

RP-HPLC (linearer Gradient von 0-50% MeCN in H>O in 30 min bei 25 °C): tg= 21,7 min.
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Cys-Medium-F-MM

N3

[o]

o o ° o " 0 H H H O
HzNJj/NY\)Lu/\/N\/\HJ\/\IrN\/\O/\/O\/\HJ\/\IrN\/\N/\/N\[rN O y

Hs o o] (o] o S o

o] OH O

N3 OH

Cys-Medium-F-MM wurde in einem 0,1 mmol Ansatz synthetisiert. Um die Bildung von Disul-
fiden zu verhindern, wurde die Aufarbeitung schnell durchgefiihrt, um die Struktur durch Ge-
friertrocknung in einen stabileren trockenen Zustand zu bringen. Um die Bildung von Disulfi-
den zu verhindern, wurde keine Aufreinigung mittels Prep-HPLC durchgefiihrt. So wurden 89,7
mg (62,7 umol, 63 %) eines gelb-orangen Feststoffs erhalten.

"H-NMR (600 MHz, DMSO-ds): § 10.11 (s, 2H, -OH), 10.04 (br s, 1H, -OH), 9.87 (br s, 1H, -
COOH), 8.284 -7.97(m, 4H, FITC-H,-NH), 7.94-7.84 (m, 3H, -NH), 7.76 — 7.64 (m, 1H, FITC-
H), 7.47 — 7.36 (m, 8H, aryl-H), 7.35 -7.29 (m,-NH), 7.21 — 7.12 (m, 2H, FITC-H, -NH), 6.70
—6.53 (m, 2H, FITC-H), 6.62-6.52 (m, 4H, FITC-H), 4.52 - 4.44 (m, 4H, -CH2-BADS), 4.31
—4.24 (m, 1H, -CH-CH2-SH (Cys)), 3.91 — 3.41 (m, 47H, -NH2, -CH2- ((BADS)) H»0), 3.40-
3.05 (m, 16H, -O-CH2-CH2-0O- ((BADS))), 2.84-2.75 (m, 1H, -CH2-SH (Cys)), 2.72-2.63 (mm,
1H, -CH2-SH (Cys)), 2.42-2.20 (m, 12H, succinyl-CH2) ppm.

HR-ESI-MS for C¢H77N17016S2 (ESI-TOF) m/z: [M + 2H']*" berechnet: 714.7664; gefunden:
714.7661.

MALDI-TOF-MS m/z berechnet fiir CesH77N17016S2 (molecular weight: 1428.57): [M+H]" be-
rechnet: 1428.57 gefunden: 1428.65, [Disulfide+H]" berechnet: 2855.03 gefunden: 1428.65.

RP-HPLC (linearer Gradient von 0-50% MeCN in H>O in 30 min bei 25 °C): tr= 23,4 min.
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5.2.3 Synthese der Tweezermakromolekiile

Monobutynyl-Tweezer wurde von Antonio Bietti und Dr. Inesa Hadrovi¢ aus dem Arbeits-

kreis Schrader der Universitiat Duisburg-Essen zur Verfiigung gestellt.

Protokoll zur Kupfer-Klick-Reaktion fiir Tweezermakromolekiile ohne Fluorophor

Das jeweilige Makromolekiil (1 Aq.) wurde in 3 mL einer 1:1-Mischung aus THF/H20 geldst.
AnschlieBend wurden 1.1 Aq. pro Azidguppe des Monobutynyl-Tweezers zur Reaktionslsung
gegeben. Nachdem die Losung entgast wurde, wurden 5 Aq. DIPEA zugegeben. AnschlieBend
wurde die katalytische Losung von CuSO4 (3 Aq.) und Natriumascorbat (4 Aq.) in 1 mL H,O
sofort in das Reaktionsgemisch gegeben. Die Reaktion wurde 18 Stunden lang bei Raumtem-
peratur gerlihrt. Nach vollstindigem Verbrauch des Katalysators (die Losung farbt sich auf-
grund der Cu(II)-Spezies blau) wurde erneut DIPEA und die katalytische Losung zugegeben,
und das Reaktionsgemisch wurde erneut 18 Stunden lang bei Raumtemperatur geriihrt. Nach
dem Auftreten der Cu(Il)-induzierten Blaufiarbung wurde mit 2,5% HCL gequencht. Die Sus-
pension wurde in ein Falcon-R&hrchen iiberfiihrt und zentrifugiert. Der Uberstand wurde auf
dem Rotationsverdampfer konzentriert und mit 2,5 % HLC verdiinnt. Die Suspension wurde
zentrifugiert, der Uberstand wurde verworfen, die Riickstinde wurden vereinigt und anschlie-
end mit 2,5%iger HCl und Wasser gewaschen. Das Produkt wurde nach abschlieBender Zent-
rifugation und Lyophilisierung als Feststoff isoliert. Fiir die Deprotonierung wurde der Feststoff
in einer 1:1:1-Mischung aus THF/MeOH/aq geldst. AnschlieBend wurden 6Aq. NaOH zugege-
ben und die Reaktionslosung fiir eine Stunde bei Raumtemperatur geriihrt. Die organischen
Losungsmittel wurden entfernt, und die verbleibende wiéssrige Losung wurde lyophilisiert. Das

Produkt wurde als Natriumsalz gewonnen.

Protokoll zur Kupfer-Klick-Reaktion fiir Tweezermakromolekiile ohne Fluorophor

Das jeweilige Makromolekiil (1 Aq.) wurde in 3 mL einer 1,5:1-Mischung aus THF/H20 ge-
16st. AnschlieBend wurden 1.1 Aq. des Monobutynyltweezers zur Reaktionslosung gegeben.
Nachdem die Losung fiir 10 min mit Argon entgast wurde, wurden 5 Aq. DIPEA zugegeben.
AnschlieBend wurde die katalytische Lésung von CuSO4 (3 Aq.) und Natriumascorbat (4 Aq.)
in 1 mL H>O sofort in das Reaktionsgemisch gegeben. Die Reaktion wurde 18 Stunden lang
bei Raumtemperatur geriihrt. Nach vollstindigem Verbrauch des Katalysators (die Losung farbt
sich aufgrund der Cu(II)-Spezies blau) wurden erneut 1.1 Aq. des Monobutynyltweezers sowie
DIPEA und die katalytische Losung zugegeben, und das Reaktionsgemisch wurde erneut 8

Stunden lang bei Raumtemperatur geriihrt. Nach dem Auftreten der Cu(Il)-induzierten
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Blaufarbung wurde ein drittes mal eine kleine Menge des Katalysatorgemischs zugegeben und
erneut fiit 18h geriihrt. AnschlieBend wurde mit 2,5% HCL gequencht. Die Suspension wurde
in ein Falcon-R&hrchen iiberfiihrt und zentrifugiert. Der Uberstand wurde auf dem Rotations-
verdampfer konzentriert und mit 2,5 % HLC verdiinnt. Die Suspension wurde zentrifugiert, der
Uberstand wurde verworfen, die Riickstinde wurden vereinigt und anschlieBend mit 2,5%iger
HCI und Wasser gewaschen. Das Produkt wurde nach abschlieender Zentrifugation und Lyo-
philisierung als Feststoff isoliert und in dieser Form charakterisiert. Fiir die Deprotonierung
wurde der Feststoff in einer 1:1:1-Mischung aus THF/MeOH/aq geldst. Anschlielend wurden
6Aq. NaOH zugegeben und die Reaktionsldsung fiir eine Stunde bei Raumtemperatur geriihrt.
Die organischen Losungsmittel wurden entfernt, und die verbleibende wissrige Losung wurde

lyophilisiert. Das Produkt wurde als Natriumsalz gewonnen.
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Short-TM

8.1 mg (3.51 pumol, 52%) Short-TM wurden als farbloser Feststoff gewonnen.

'H-NMR (600 MHz, DMSO-ds): & = 8.13 — 8.06 (m, 2H,triazol), 8.05 — 7.98 (m, 2H, -NH),
7.93 — 7.85 (m, 2H, -NH), 7.38 — 7.28 (m, 8H, aryl-H (BADS)), 7.12 — 7.01 (m, 18H, aryl-H
((tweezer))), 6.79 — 6.71 (m, 10H, aryl-H ((tweezer)) -NH), 5.65 (s, 4H,-CH»- (BADY)), 4.34 —
4.27 (m, 8H, (tweezer)), 4.11 —4.04 (m, 12H, (tweezer) , 3.49 —3.42 (m, 4H, N-CH2- (BADS)),
3.31-3.27 (m, 3H, N-CH2- (BADS)), 3.24 — 3.19 (m, 3H, N-CH»- (BADS)), 3.10 — 3.04 (m,
3H, N-CH2- (BADS)), 2.95 — 2.88 (m, 3H, N-CH2- (BADS)), 2.34 —2.15 (m, 28H, succinyl-
CH2, Tweezer-H), 1.79,1.71 (2s, 3H, backbone-Ac) ppm.

3IP-NMR (243 MHz, DMSO-de): 8 = - 5.42, - 5,76 ppm.

MALDI-TOF-MS m/z berechnet fiir C126H117N13023P4 (molecular weight: 2305.29): [M+H]"
berechnet: 2306.29 gefunden: 2305.90.
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Medium-TM

5.76 mg (2.54 umol, 50%) Medium-TM wurden als farbloser Feststoff gewonnen.

'H-NMR (600 MHz, D,0): § = 8.11 — 8.06 (m, 2H, triazole), 8.04 — 7.96 (m, 1H, -NH), 7.93 —
7.84 (m, 1H,-NH), 7.44 — 7.28 (m, 9H, aryl-H (BADS),-NH), 7.16 — 6.99 (m, 19H, aryl-H
(tweezer), -NH), 6.82 — 6.70 (m, 10H, aryl-H, -NH), 5.65 (s, 4H, -CH»- (BADS)), 4.35 — 4.27
(m, 8H, (tweezer)), 4.11 — 4.05 (m, 12H, (tweezer)), 3.41 — 3.34 (m, 5H, -CH2- bachbone
(BADS)), 3.32 —3.14 (m, 14H, -CHz- bachbone (BADS)), 3.11 —3.04 (m, 4H, -CH>- bachbone
(BADS)), 2.96 — 2.87 (m, 4H, -CH,- bachbone (BADS)), 2.34 — 2.16 (m, 32H, succinyl-CH>,
(tweezer)), 1.80, 1.71 (2s, 3H, backbone-Ac) ppm.

3IP-NMR (243 MHz, DMSO-de): 8 = - 5.42, - 5.78 ppm.

MALDI-TOF-MS m/z berechnet fiir C136H135N15027P4 (molecular weight: 2535.55): [M+Na]"
berechnet: 2558.58 gefunden: 2558.01.
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Long-T™M

6.71 mg (2.24 umol, 64%) Long-TM wurden als farbloser Feststoff gewonnen.

'H-NMR (600 MHz, D,0): § = 8.16-7.99 (m, 2H, triazole), 7.97-7.83 (m, 1H, -NH), 7.43-7.28
(m, 8H, aryl-H (BADS)), 7.15 — 6.97 (m, 20H, aryl-H (tweezer), -NH), 6.82 — 6.69 (m, 10H,
aryl-H (tweezer),-NH ), 5.65 (s, 4H, -CH>- (BADS)), 4.38 — 4.23 (m, 9H, (tweezer)), 4.15 —
4.01 (m, 13H (tweezer)), 3.57-3.44 (m, 194H, overlap H,O+ -CH»- bachbone (BADS)), 3.41-
3.35 (m, 13H, -CH»- bachbone (BADS)), 3.31 —3.14 (m, 21H, -CH>- bachbone (BADS)), 3.11
- 3.01 (m, 4H), 2.94-2.85 (m, 3H, -CH;- bachbone (BADS))), 2.36 — 2.14 (m, 40H, succinyl-
CHa, tweezer-H), 1.80, 1.70 (2s, 3H, backbone-Ac) ppm.

3IP-NMR (243 MHz, DMSO-de): & = - 4.33, - 4.72 ppm.

MALDI-TOF-MS m/z berechnet fiir C1s6Hi71N19035P4 (molecular weight: 2996.08): [M+Na]*
berechnet: 3019.07 gefunden: 3019.05.
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Short-TM-F

3.80 mg (1.48 pmol, 31%) Short-TM-F wurden als gelber Feststoff gewonnen.

"H-NMR (600 MHz, DMSO-ds ): 6 =8.23 — 7.63 (m, 10 H, FITC-H, triazole, -NH), 7.51 — 6.92
(m, 25H, Aryl-H (BADS), -NH, Aryl-H (tweezer), FITC-H), 6.82 — 6.47 (m, 14H, Aryl-H
(tweezer), FITC-H), 5.76-5.50 (m, 4H, -CHz- (BADS)), 4.38 —4.19 (m, 8H, (tweezer)), 4.17 —
3.92 (m, 12H, (tweezer)), 3.69 — 2.85 (m, 287H, overlap H>O+ -CH»- bachbone (BADS)), 2.38
—2.06 (m, 28H, succinyl-CH2, tweezer-H) ppm.

3IP-NMR (243 MHz, DMSO-de): § = - 5.41, - 5.32 (overlap due to low concentration) ppm.

MALDI-TOF-MS m/z berechnet fiir C146H126N14027P4S (molecular weight: 2652.63): [M+Na]"
berechnet: 2653.54 gefunden: 2653.87
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Medium-TM-F

4,92 mg (1,85 pmol, 48%) Medium-TM-F wurden als gelber Feststoff gewonnen.

'"H-NMR (600 MHz, DMSO-ds ): § = 8.22 — 8.83 (m, 6H, FITC-H, triazole, -NH), 7.79-7.68
(m, 1H, FITC-H) 7.47 — 7.27 (m, 9H, aryl-H (BADS), -NH), 7.23 — 6.96 (m, 19H, aryl-H
(tweezer), FITC-H, -NH), 6.81 — 6.52 (m, 16H, aryl-H+ FITC-H, -NH), 5.71-5.53 (m, 4H, -
CH»- (BADSN)), 4.39 — 4.21 (m, 10H, (tweezer)), 4.17 — 3.97 (m, 15H, (tweezer)), 3.86 — 2.89
(m, 287H, overlap H,O+ -CH,- bachbone (BADS)), 2.34 — 3.15 (m, 33H, succinyl-CH2,

tweezer-H) ppm.

3IP-NMR (243 MHz, DMSO-de): § = - 5.41, - 5.32 (overlap due to low concentration) ppm.

MALDI-TOF-MS m/z berechnet fiir Cis5sH;44N16031P4S (molecular weight: 2652.63): [M+Na]"
berechnet: 2883.90 gefunden: 2883.82.
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Long-TM-F

3.12 mg (1.78 pumol, 32%) Long-TM-F wurden als gelber Feststoff gewonnen.

"H NMR (600 MHz, DMSO-ds ) § 8.22 — 7.79 (m, 11 H, FITC-H, triazole, -NH), 7.54 — 7.28
(m, 11H, aryl-H (BADS), -NH), 7.22 — 6.97 (m, 18H, aryl-H (tweezer), FITC-H, -NH), 6.85 —
6.50 (m, 15H, aryl-H, FITC-H, -NH), 5.76-5.50 (m, 4H, -CH»- (BADS)), 4.39 — 4.25 (m, 8H,
(tweezer)), 4.17 — 3.97 (m, 12H, (tweezer)), 3.45 — 2.22 (m, 351H, overlap H,O + -CH>-
bachbone (BADS)), 2.35 — 2.15 (m, 44H, succinyl-CHaz, + tweezer-H) ppm.

3IP-NMR (243 MHz, DMSO-de): 8 = - 5.44, - 5.32 (overlap due to low concentration) ppm.

MALDI-TOF-MS m/z berechnet fiir C175sH130N20039P4S (molecular weight: 3343.42): [M+H]"
berechnet: 3344.15 gefunden: 3344.67.
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5.2.4 Synthese der funktionalisierten usAuNPs

Die Synthese wurde vom Kooperationspartner Dr. Kai Klein aus der Universitidt Duisburg-
Essen durchgefiihrt. Die funktionalisierten us-AuNPs wurden durch eine modifizierte
einphasige Brust-Synthese hergestellt.””® > Au-TW wurde entsprechend der Literatur
synthetisiert.’*> Zunichst wurden AuGSH-Partikel durch Zugabe von 5 mL einer 100 mM
eiskalten wéssrigen Natriumborhydridlésung (200 umol) zu einer zuvor entgasten Losung von
350 mL 0,72 mM Tetrachlorsdure (254 umol) und Glutathion (10 mL, 0,1 mM, 1 mmol)
hergestellt, gefolgt von kontinuierlichem Riihren fiir 30 Minuten. Nach der Zentrifugation
wurde das Pellet mit 0,2 M wissriger NaOH extrahiert und 40 Minuten lang bei 2500 g durch
eine Ultrafiltrations-Spinséule (3 kDa Molekulargewichtsgrenze; Amicon; Merck) geleitet, um
alle nicht umgesetzten Verbindungen zu entfernen. Die verbleibenden AuGSH-Partikel wurden
zuriickgewonnen, und ihre sekundidre Aminogruppe wurde in ein Azid umgewandelt. Dazu
wurden 15 mg der Partikel (gemessen nur an der Masse des Au) in 17 mL Wasser verdiinnt und
zu 54 mL MeOH gegeben. Imidazolsulfonylazid-Dihydrogensulfat (578 pmol, 157 mg) wurde
in 5 mL Wasser gelost und zu der Suspension gegeben. Unmittelbar danach wurde eine Losung
von 80 mg KoCOs in 5 mL Wasser zugegeben. Unmittelbar danach wurde eine Losung von 80
mg K>COs in 5 mL Wasser zugegeben. Die Diazotransferreaktion wurde durch Zugabe von 1
mL einer wéssrigen 5 mM CuSO4-Losung zu der Suspension gestartet. Nach 72 Stunden
wurden die Nanopartikel 40 Minuten lang bei 2500 g durch eine Ultrafiltrationsschleudersidule
(3 kDa Molekulargewichtsgrenze; Amicon; Merck) geleitet, um alle nicht umgesetzten
Verbindungen zu entfernen. Alkin-funktionalisierte Pinzettenmolekiile wurden durch
kupferkatalysierte =~ Azid-Alkin-Cycloaddition (CuAAC) an die Azid-terminierten
Goldnanopartikel konjugiert, analog zur Kopplung von Alkin-funktionalisierten Farbstoffen.
Die Makromolekiile, bestehend aus zwei BADS mit Cystein und freien Aziden, wurden in 10
mL Methanol gelost. Der pH-Wert wurde durch Zugabe von 0,1 M Natriumhydroxidlosung
unter staindigem Riihren auf 7 eingestellt. Diese Losung wurde zu der zuvor entgasten Losung
von 50 mL 0,5 mM Tetrachlorsdure (25 pmol) gegeben. Nachdem die gelbe Farbe der
Tetrachlorweissdure verschwunden war, wurde 1 mL einer 100 mM eiskalten wissrigen
Natriumborhydridldsung (100 umol) zugegeben, wodurch sich die Losung rasch braun farbte
mit einem kleinen Hauch von Griin, der durch das Fluorophor verursacht wurde, und die
Dispersion wurde eine weitere Stunde bei Raumtemperatur geriihrt. Die Nanopartikeldispersion
wurde 20 Minuten lang bei 2500 g durch eine Ultrafiltrations-Spinsdule (10 kDa

Molekulargewichtsgrenze; Amicon; Merck) geleitet, um alle nicht umgesetzten Verbindungen

140



Experimenteller Teil

zu entfernen. Die Nanopartikel blieben auf dem Filter zuriick. Nach der Zentrifugation wurde
der Filter fiinfmal mit Kaliumphosphatpuffer (pH 8) gespiilt. Durch Riickwirtszentrifugation
wurden die konzentrierten Gold-Nanopartikel (~70 pL) vom Filter zuriickgewonnen. Alkin-
funktionalisierte = Pinzettenmolekiile ~wurden durch kupferkatalysierte = Azid-Alkin-
Cycloaddition (CuAAC) analog zur Kopplung von Alkin-funktionalisierten Farbstoffen mit

den Azid-terminierten Goldnanopartikeln konjugiert.3%*
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6 VERZEICHNIS
6.1 Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzung

AAS
AuGSH
Au-TW

Au-TM-F

Au-Nj
Au
Aq.
BADS

BOC

CDCls
CLRO1
CLSM

Cu
CuAAC
CuSOq4
CRC
CRMI1
CPC
Cys
D,O
DABCO
DCC
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Definition

Atomabsorptionsspektroskopie

Ultrakleine Goldnanopartikel mit Glutathion
Ultrakleine Goldnanopartikel mit Tweezer-Motiven
funktionalisiert

Ultrakleine Goldnanopartikel mit Tweezermakromole-
kiilen funktionalisiert

Ultrakleine Goldnanopartikel mit azidiertem Glutathion
Gold

Aquivalent

p-(azidomethyl)benzoyl diethylenetriamin succinic
acid

Tert-Butyloxycarbonyl Schutzgruppe

Cystein

deuteriertes Chloroform

Monovalenter Tweezer

Konfokale Laserrastermikroskopie (confocal laserscan-

ning microscopy)

Kupfer

Kupfer (I) katalysierte Azid-Alkin-Cycloaddition
Kupfersulfat

Collaboration Research Center

Chromosome Region Maintenance 1
Chromosomaler Passenger Complex

L-Cystein

deuteriertes Wasser
1,4-Diazabicyclo[2.2.2]oktan
N,N-Dicyclohexylcabodiimid
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DCM
DCS

DIPEA
DMF
DMPA
DMSO
DMSO-ds
DNA
DOSY

DSC

DVB
EDS

ESI-MS

ERa

FITC

et al.
Fmoc-(Cl)
GSH

GCP

HBr
HeLa-Zellen

HOBt
HPLC

Dichlormethan

Analytische Scheibenzentrifuge (engl.: differential
centrifugal sedimentation)

N,N-Diisopropylethylamin

Dimethylformamid

2,2 Dimethoxy-2-phenylacetophenon
Dimethylsulfoxid

deuteriertes Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsdure

Diffusionsaufgeloste NMR-Spektroskopie (diffusion
ordered spectroscopy)

Analytische Scheibenzentrifuge (engl.: differential
centrifugal sedimentation)

Divinylbenzol

Platzhaltender Baustein, abgeleiteten von
Ethylendioxybisethylamin mit Bernsteinséu-
reanhydridrest (succinyl rest)

Elektrosprayionisations Massenspektrometrie (elec-

trospry ionization mass spectroscopy)

Ostrogenzezeptor alpha
Fluoresceinisothiocyanat

und anderen (et alii)
9-Fluorenylmethoxycarbonyl-(-chlorid)
Glutathion

Guanidiniocarbonylpyrrol

Bromwasserstoff

Zelllinie von Gebarmutterhalskrebs, benannt nach Hen-
rietta Lachs (verstorben 1949)
N-Hydroxybenzotriazol
Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (high

performance liquid chromatography)
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HR-ESI-MS

HRTEM

H>O
ICP-OES

ISA

K
K>COs
MeCN
MeOH
Milli-Q

LC-MS

LS
MeCN
MM
NaBH4
NaNj3;
NaH>POg4
NaOH
HSAB

NES
NDS

NP
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Hochaufgeloste Elektrosprayionisations Massenspekt-
rometrie (high resolution electrospry ionization mass
spectroscopy)

Hochauflésende Transmissionselektronenmikroskopie

(engl.: high-resolution  transmission  electron
microscopy)
Wasser

Massenspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma
(engl. Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry)
Imidazolsulfonylazid Dihydrogensulfat

Lysin

Kaliumcarbonat

Acetonitril

Methanol

ultrareines Wasser (mittels Milli-Q—Anlage

aufbereitet)

Fliissigkeitschromatographie Massenspektrometrie (li-
quid chromatography
mass spectrometry)

Lichtstreuung (light scattering)

Acetonitril

Makromolekiil

Natriumboranat

Natriumazid

Natriumhydrogenphoxphat

Natronlauge

Harte und weiche Sduren und Basen (Hard and soft

Acides and Bases)

Nukleares Exportsignal

Norbornen-funktionalisierter Baustein, abgeleitet von

Ethylendioxybisethylamin mit Bernsteinsdureanhydrid-

rest (succinyl rest)

Nanopartikel
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usNP
Na>SOq4
NMR

RAFT

PEG

PS
PyBOP
RI
RP-HPLC

SDS-PAGE

STATs-technologie

SPR

SPPoS

TCEP

TDS

TFA
THPTA
TIPS
™

Ultrakleine Nanoprtikel (ultrasmal nanoparticle)
Natriumsulfat

Kernspinresonanzspektroskopie (nuclear magnetic res-
onance spectroscopy)

Reversible Additions-Fragmentierungs
Ketteniibertragung- (reversible addition

fragmentation chain transfer)

Phosphor

Polyethylenglykol

Polystyrol
Benzotriazol-1-yl-oxytripyrrolidinophosphoniumhex-
afluorophosphat

Brechungsindex (refraction index)

Umkehrphasen Hochleistungsfliissigkeitschromatogra-
phie (reverse phase - high performance liquid
chromatography)
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese
(engl.: sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel elec-
trophoresis)

signal transducers and activators of transcription-Tech-
nologie

Oberflachenplasmonenresonanz-Assay (surface plas-
mon resonance)

Polymerfestphasensynthese (solid phase polymer syn-
thetis)

Tris(2-carboxyethyl)phosphine
Alkin-funktionalisierter Baustein (triple bond), abgelei-
tet von Ethylendioxybisethylamin mit Bernsteinsdure-
anhydridrest (succinyl rest)

Trifluoressigsiure
Tris(3-hydroxypropyltriazolylmethyl)amin
Triisopropyl

Tweezermakromolekiil
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TPO
UV-Vis
VWD
wWwW

Finheiten und Symbole

Abkiirzung

°C

m/z
min
mM
mL

ppm
RT

tR
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Thrombopoietin
UV-Vis UV-Vis-Spektroskopie
variabler Wellenldngen Detektor

Wechselwirkung

Definition

Grad Celsius

chemische Verschiebung
Gramm

Stunde(n)

Hertz

Liter

Molaritéit (Mol pro Liter)
Masse/Ladung
Minute(n)

Millimolar

Milliliter

Teile pro Million (parts per million)
Raumtemperatur

Zeit (time)

Retentionszeit
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6.2 Tabellen- und Abbildungsverzeichnis

Tabelle 1: Ubersicht der nicht-kovalenten Wechselwirkungen und ihre zugehdrigen

Bindungsstirken in [kcal/mol].!% 22 . ......cooiiiieeeeeeeeeeeeeen
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dem monovalenten Tweezer CLRO1, den Tweezer-Makromolekiilen
Short-TM, Medium-TM, Long-TM und Medium-F-TM und
immobilisiertem Survivinl20, gemessen mittels SPR (links). Die
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0,1953125 puM. Kurvenregressionen der Gleichgewichtsreaktionen als
Funktion der Konzentration werden mit Hilfe eines Steady-State-Modells
angepasst, aus dem Kp-Werte abgeleitet werden konnen. Die Fehler
stellen die Standardabweichung aus drei Messungen dar. Die Analyse der
Gleichgewichts-Affinitdt in Form eines Kp-Wertes kann durch Auftragen
der RUs im Gleichgewichtszustand gegen die Konzentration als
entsprechende Kurve fiir die Verdiinnungsreihe erhalten werden. Dies
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fiir den monovalenten Tweezer CLRO1 und die divalenten Tweezer-
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Abbildung 57: 'H-NMR des Bausteins EDS (2) (300 MHz, DMSO-ds).
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Abbildung 58: RP-HPLC-Chromatogramm (linearer Gradient von 0-50% MeCN in H,O in 30 min bei 25 °C)
des Bausteins EDS. tg = 25,9 min.
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Abbildung 59: ESI-MS-Spektrum (ESI+, single quadrupole) des Bausteins EDS.
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Abbildung 60: 'H-NMR Spektrum (600 MHz, DMSO-ds) des finalen Bausteins BADS.
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Abbildung 61: RP-HPLC-Chromatogramm (linearer Gradient von 0-50% MeCN in H,O in 30 min bei 25 °C)
des Bausteins BADS. tg = 22,0 min.
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Abbildung 62:ESI-MS-Spektrum (ESI+, single quadrupole) des Bausteins BADS.
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Abbildung 63: "H-NMR Spektrum (600 MHz, D20) der Verbindung Short-MM.
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Abbildung 64: HR-MS-Spektrum (ESI+, Q-TOF) der Verbindung Short-MM.
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Abbildung 65: RP-HPLC-Chromatogramm (linearer Gradient von 0-50% MeCN in H20 in 30 min bei 25 °C) der
Verbindung Short-MM. tr = 15,5 min.
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Abbildung 66: "H-NMR Spektrum (600 MHz, D20) der Verbindung Medium-MM.
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Abbildung 67: HR-MS-Spektrum (ESI+, Q-TOF) der Verbindung Medium-MM.
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Abbildung 68: RP-HPLC-Chromatogramm (linearer Gradient von 0-50% MeCN in H,O in 30 min bei 25 °C)
der Verbindung Medium-MM. tg = 16,9 min.
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Abbildung 69: 'H-NMR Spektrum (600 MHz, D,0) der Verbindung Long-MM.
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Abbildung 70: HR-MS-Spektrum (ESI+, Q-TOF) der Verbindung Long-MM.
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Abbildung 71: RP-HPLC-Chromatogramm (linearer Gradient von 0-50% MeCN in H,O in 30 min bei 25 °C)
der Verbindung Long-MM. tr = 16,6 min.
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Abbildung 72: 'H-NMR Spektrum (600 MHz, DMSO-d;s) der Verbindung Short-F-MM.
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Abbildung 73: HR-MS-Spektrum (ESI+, Q-TOF) der Verbindung Short-F-MM.
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Abbildung 74: RP-HPLC-Chromatogramm (linearer Gradient von 0-50% MeCN in H>O in 30 min bei 25 °C)

der Verbindung Short-F-MM. tr = 24,5 min.
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Abbildung 75: 'H-NMR Spektrum (600 MHz, DMSO-ds) der Verbindung Medium-F-MM.
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Abbildung 76: HR-MS-Spektrum (ESI+, Q-TOF) der Verbindung Medium-F-MM.
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Abbildung 77: RP-HPLC-Chromatogramm (linearer Gradient von 0-50% MeCN in H,O in 30 min bei 25 °C)
der Verbindung Medium-F-MM. tg = 22,6 min.
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Abbildung 78: 'H-NMR Spektrum (600 MHz, DMSO-ds) der Verbindung Long-F-MM.
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Abbildung 79: HR-MS-Spektrum (ESI+, Q-TOF) der Verbindung Long-F-MM.
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Abbildung 80: RP-HPLC-Chromatogramm (linearer Gradient von 0-50% MeCN in H>O in 30 min bei 25 °C) der
Verbindung Long-F-MM. tg = 21,7 min.
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Abbildung 81: 'H-NMR Spektrum (600 MHz, DMSO-ds) der Verbindung Cys-Medium-F-MM.
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Abbildung 82: HR-MS-Spektrum (ESI+, Q-TOF) der Verbindung cys-Medium-F-MM.
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Abbildung 83: MALDI-TOF-MS Spektrum der Verbindung cys-Medium-F-MM.
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Abbildung 84: RP-HPLC-Chromatogramm (linearer Gradient von 0-50% MeCN in H,O in 30 min bei 25 °C)
der Verbindung cys-Medium-F-MM. tr = 23,4 min.
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Abbildung 85: "H-NMR Spektrum (600 MHz, DMSO-ds) der Verbindung Short-TM.
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Abbildung 86: *'P-NMR Spektrum (243 MHz, DMSO-ds) der Verbindung Short-TM.
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Abbildung 87: MALDI-TOF-MS Spektrum der Verbindung Short-TM.

DMSO-dg
R e ox moo W o o
LEE 8 & 8 g g 4 RN B 53
T

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
82 80 78 76 74 72 7.0 68 66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 3.6 34 32 3.0 2.8 26 2.4 22 2.0 18 1
f1 (ppm)

Abbildung 88: 'H-NMR Spektrum (600 MHz, DMSO-ds) der Verbindung Medium-TM.
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Abbildung 89: 3'P-NMR Spektrum (243 MHz, DMSO-ds) der Verbindung Medium-TM.
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Abbildung 90: MALDI-TOF-MS Spektrum der Verbindung Medium-TM.
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Abbildung 91: "H-NMR Spektrum (600 MHz, DMSO-dg) der Verbindung Long-TM.
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Abbildung 92: 3'P-NMR Spektrum (243 MHz, DMSO-ds) der Verbindung Long-TM.
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Abbildung 93: MALDI-TOF-MS Spektrum der Verbindung Long-TM.
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Abbildung 94: '"H-NMR Spektrum (600 MHz, DMSO-ds) der Verbindung Short-TM-F.
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Abbildung 95: *'P-NMR Spektrum (243 MHz, DMSO-de) der Verbindung Short-TM-F.
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Abbildung 96: MALDI-TOF-MS Spektrum der Verbindung Short-F-TM.
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Abbildung 97: '"H-NMR Spektrum (600 MHz, DMSO-ds) der Verbindung Medium-TM-F.
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Abbildung 99: MALDI-TOF-MS Spektrum der Verbindung Medium-F-TM.
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Abbildung 100: 'H-NMR Spektrum (600 MHz, DMSO-ds) der Verbindung Long-TM-F.
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Abbildung 101: 3'P-NMR Spektrum (243 MHz, DMSO-ds) der Verbindung Long-TM-F.
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Abbildung 102: MALDI-TOF-MS Spektrum der Verbindung Long-F-TM.
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Abbildung 103: Direkte Titration von 60 uL a 200 pM Survivin zu 200 pL a 400 pM Liganden.
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Abbildung 104: DOSY-NMR Ubersicht der divalenten Tweezer-Konjugtate Short-TM, Medium-TM und Long-
TM sowie deren daraus resultierenden Translationale Diffusions Koeffizienten, Hydrodynamsiche Radien und
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Hydrodynamischen Durchmesser. Die Daten wurden von Dr. Christine Beuck erzeugt und zurVerfiigung ge-

stellt.
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Abbildung 105: SPR-Sensogramme fiir das Bindungsereignis zwischen Au-F-MM, sowie den negativ Kontrollen
Au-GSH, Au-GSH-N3 und Medium-F-MM und immobilisiertem Survivin120. Die Messungen wurden in dreifa-
cher Ausfithrung durchgefiihrt, und fiir jede Verbindung ist ein reprisentatives Beispiel abgebildet.
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Abbildung 106: Die kumulative Verteilung der Dissoziationskonstanten (KD) wurde aus den 2D-Diagrammen
abgeleitet.
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Abbildung 107: Direkte SPR-Bindungskurven und EVILFIT-2D-Diagramme fiir den monovalenten Tweezer
(CLRO1) und die divalenten Tweezer-Konjugate, sowie Goldnanopartikel — Tweezer Konjugate.

Abbildung 108: Ubersicht der drei Tweezer-Makromolekiilkonstrukte Short-TM, Medium-TM und Long-TM in
ihrer jeweils gestreckten Konformation erhalten durch MD Simulation.
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Abbildung 109: HRTEM-Aufnahmen der ultrakleinen Goldnanopartikelaufnahmen der Verbindungen AuGSH,

AuGSH-N3, Au-F-MM-N3; und Au-TM-F. Erstellt von Dr. K. Loza im Forschungszentrum Jiilich. Zur Verfiigung
gestellt durch Dr. Kai Klein. 3%
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Abbildung 110: Normierte Anzahlverteilung der DCS von ultrakleinen Goldnanopartikeln der Konstrukte
AuGSH, AuGSH-N3, Au-F-MM-N3, Au-TM-F und Au-TW. Zur Verfiigung gestellt durch Dr. Kai Klein.?*
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Abbildung 111: UV-Vis Spektren der ultrakleinen Goldnanopartikelkonstruke AuGSH, AuGSH-N3, Au-F-MM-
N3, Au-TM-F und Au-TW. Zur Verfiigung gestellt durch Dr. Kai Klein.’*
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