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Abstract

Chemokines are a superfamily of small, inducible chemotactic proteins (5 to 20 kDa) that are
involved in leukocyte function and trafficking. Although over 50 chemokines and 10
chemokine receptors have been identified so far, the molecular basis of the ligand/receptor
interactions remains unclear. In addition, HIV employs chemokine receptors for cell entry.
Human CC chemokine HCC-2 is a novel member of the chemokine protein family that
induces chemotaxis of monocytes and eosinophils by activation of the CCR-1 and CCR-3
receptors. Three synthetic approaches, Fmoc chemistry, Boc chemistry and fragment
condensation by native chemical ligation, were used to synthesize HCC-2 and derivatives.
The two or three disulfide bridges of these proteins were introduced by oxidative folding in
the presence of the redox system cysteine/cystine or, alternatively, by a semiregioselective
and a regioselective approach using a mixed Acm/Trt protection scheme for the cysteine
residues. It was shown that HCC-2(48-113) can be synthesized by either native chemical
ligation or Fmoc chemistry. Using the optimized Fmoc-synthetic strategy followed by
oxidative folding, pure synthetic HCC-2 peptides were obtained within 2-3 weeks in an
amount of about 10 mg each..

The NMR-spectroscopical analysis of HCC-2(48-113) confirmed that, in contrast to most
other chemokines, subtle structural differences impair dimer formation of this chemokine at a
concentration of 2 mM. HCC-2, however, exhibits the same secondary structural elements as
other chemokines, i.e. a triple-stranded antiparallel -sheet covered by an o-helix. Structural
investigations with HCC-2 derivatives proved that the N-terminal region, substitution of the
amino acid Tyr70 by Leu and the lack of the third additional disulfide bond present in wild-
type HCC-2 do not influence the tertiary structure of HCC-2. A complete loss of the tertiary
structure was observed for the helix-deficient mutant in which Cys104 was replaced by Pro.
The C-terminal o-helix therefore plays a crucial role in the formation of the three-dimensional
structure of HCC-2.

The biological activity of HCC-2 and its derivatives was also investigated. HCC-2(48-113)
and [Ala64,104]HCC-2(48-113) lacking the third disulfide bridge induced chemotaxis on
freshly isolated monocytes and stimulated intracellular Ca**-release in THP-1 cells. The third
disulfide bridge is consequently not a functional element of the HCC-2 structure. With the
exception of HCC-2(22-113), all N-terminally modified HCC-2 derivatives and [Leu70]JHCC-
2(48-113) caused intracellular Ca®" changes in THP-1 cells. Minor differences in the
biological activity of these derivatives indicate that the N-terminal region is involved in the
receptor recognition and activation. Corresponding to the absence of any tertiary structural
element [Ala64, Pro104]HCC-2(48-113) had no effect on THP-1 cells.

As developped and described in this thesis the synthetic methodology for HCC-2 allows the
synthesis of chemokines and other similarly sized pharmacologically relevant proteins. It
therefore provides a key tool for a better understanding of the mechanism of the complex
interaction of chemokines and chemokine receptors, which is crucial for the design of
therapeutically applicable receptor antagonists.
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Abkiirzungen

Acm Acetamidomethyl

Boc ter-Butyloxycarbonyl

CH,Cl, Dichlormethan

C-Terminus  carboxyterminale Region

DBU Diazabizykloundekan

DIPEA N,N-Diisopropylethylamin

DMF N,N-Dimethylformamid

DMSO Dimethylsulfoxid

DTTs, oxidiertes Dithiothreitol

EDT Ethandithiol

ES-MS Electrospray ionisation-mass spectrometry
EST Expressed Sequence Tags

Fmoc 9-Fluorenylmethoxycarbonyl

LCMS Liquid chromatography-mass spectrometry
GdnHCI Guanidiniumhydrochlorid

G-Protein guanylnucleotidbindendes Protein

GSH Glutathion

GSSG oxidiertes Glutathion

HOBt N-Hydroxybenzotriazol

HBTU 2-(1H-Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluroniumhexafluorophosphat
IprOH Isopropanol

Kbp Kilobasenpaar

MeCN Acetonitril

MeOH Methanol

NMP N-Methylpyrrolidon

NMR Nuclear magnetic resonance

NOE Nuclear overhauser effect

N-Terminus  aminoterminale Region

MBHA 4-Methylbenzhydrylamin

PAM 4-Hydroxymethylphenylacetamidomethyl

RANTES regulated upon activation, normal T-cell expressed and secreted
SEC GroBenausschlu-Chromatographie (size-exclusion chromatograpghy)
TBME tert-Butylmethylether

TEA Triethylamin

TFA Trifluoressigsdure

Trt Trityl
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Einleitung 1

1 Einleitung

Chemotaktische Cytokine genannt Chemokine spielen eine zentrale Rolle bei der Regulierung
von Entziindungsprozessen. Eine Entziindung entsteht im GefiBBbindegewebe am Ort der
Schadigung durch Noxen unterschiedlicher Art, wie z.B. Infektion mit Mikroorganismen oder
Giftstoffen. Chemokine sind kleine Proteine (5-20 kDa), die die gerichtete Wanderung von
Leukozyten aus dem Knochenmark in das entziindete Gewebe bewirken. Die molekulare
Regulierung dieser Immunantwort ist komplex und wird unter anderem durch die temporére
und rdumlich begrenzte Expression einer Vielzahl von Chemokinen und Chemokinrezeptoren
gesteuert. Chemokine aktivieren im Gegensatz zu anderen chemotaktischen Substanzen
selektiv einzelne Leukozytpopulationen, wie z.B. Monozyten, neutrophile oder eosinophile
Granulozyten. Aufgrund dieser Spezifitit wird vermutet, daf sie die Pathogenese, d.h. den
Verlauf der Krankheit iiber die gezielte Infiltration mit einzelnen Leukozytenfamilien
regulieren. Neben der Aktivierung der Leukozyten ist bisher nur wenig iiber die funktionelle
Antwort von Gewebezellen bekannt, die eine groe Anzahl verschiedener
Chemokinrezeptoren expremieren. Trotz der wachsenden Zahl von bekannten Chemokinen
und ihrer Rezeptoren konnte bisher der Mechanismus der Rezeptorselektion und -aktivierung
nicht aufgeklart werden.

Mit der Entdeckung, daB HIV-Stimme Leukozyten iiber die Beteiligung von
Chemokinkorezeptoren infizieren, ist das Interesse an dem Mechanismus der
Rezeptoraktivierung durch Chemokine stark gestiegen [1]. Eine positive Rolle spielen
Chemokine dagegen bei der Wundheilung, Haematopoiese und Lymphozytentwicklung. Eine
gestorte  Chemokinexpression hingegen wird mit chronischen Entziindungen wie z.B.

Arthritis, Asthma und Atheriosklerose in Verbindung gebracht [2, 3].

1.1 Chemokine

Bis heute wurden iiber 50 Chemokine identifiziert. Sie werden durch vier Cysteine in
konservierter Sequenzposition charakterisiert. Zwei intramolekulare Disulfidbriicken
zwischen den Cysteinen eins und drei sowie zwei und vier stabilisieren die rdumliche
Peptidstruktur und gewihrleisten so die funktionelle Aktivitidt der Chemokine.

Anhand der Lage der N-terminalen Cysteine werden vier Chemokinfamilien unterschieden.
Zuerst wurden die beiden groBten Untergruppen, die CXC(a)- und CC(P)-Chemokine
entdeckt (Abbildung 1). Die beiden N-terminalen Cysteine werden hier durch eine beliebige
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N-Terminus N-Loop 30S-Loop 40S-Loop o-Helix
[ 1
IL-8 SAKELRCQCTKTYSKPFHPKFTKELRVIESGPHCANTET TVKLSDGRELCT.DPRENWVORVVERFLKRAENS
.
T 1
SDF-1la GKPVSLSYRCPCRFFESHVARANVKHLKILNTPNCALQIVARLKNNNRQVCIDPKLKWIQEYLEKALNK
I ‘\ 1 ‘
HCC-2(48-113) HFAADCCTSYISQSIPCSLMKSYFETSSECSKPGVIFLTKKGRQVCAKPSGPGVQDCMKKLKPYST
I 1
HCC-1 TKTESSSRGPYHPSECCFTYTTYKIPRQRIMDYYETNSQCSKPGIVFITKRGHSVCTNPSDKWVQDY IKDMKEN
T 1
MIP-18B APMGSDPPTAC(.":FSYTARKLPRNFVVDYYETSSLCSQPAVVFQTKRSKQV(;ADPSESWVQEYVYDLELN
T 1
RANTES SPYSSDTTPCCFAY IARPLPRAHIKEYFYTSGKCSNPAVVFVTRKNRQVCANPEKKWVREY INSLEMS
MCP-1 QPDAINAPVngYNFTNRKISVQRLASYRRITSSK&PKEAVIFKTIVAKEIQADPKQKWVQDSMDHLDKQTQTPKT
‘ ‘ ] |
CkB-8 ATSADCCISYTPRSIPCSLLESYFETNSECSKPGVIFLTKKGRRFCANPSDKQVQVCMRMLKLDTRTKTRKN

Abbildung 1: Primérstruktur ausgewdhlter CXC- und CC-Chemokine. Die charakteristischen

Sekundérstrukturelemente und die Disulfidbriicken sind angedeutet.

Aminosdure getrennt (CXC) bzw. liegen direkt benachbart vor (CC). Lymphotactin [4] mit
nur zwei Cysteinen und das Membranprotein Fractalkin/Neurotactin [5] sind bisher die
einzigen bekannten Vertreter der C- bzw. CX;C-Chemokine.

Innerhalb einer Chemokinfamilie werden Aminosduresequenzhomologien von 20-70%
beobachtet, wihrend die Identitdt zwischen allen Chemokinen in einem Bereich von 20-40%
liegt. Es ist bemerkenswert, dafl die Gene der meisten humanen CC-Chemokine gehduft auf
Chromosom 17q11.2 liegen [6], wohingegen die Gene der CXC-Chemokine vorwiegend auf
Chromosom 4q12-20 lokalisiert sind [7].

Bisher wurden Chemokine iiber biochemische Methoden, wie z.B. Isolierung aus
Zelliberstanden (IL-8 [8, 9] MCP-2, MCP-3 [10]), Hamofiltrat (HCC-1 [11]) oder durch
Genklonierung entdeckt (SDF-1c,, SDF-1B [12]). Die hohe strukturelle Ahnlichkeit der
Chemokine, insbesondere die vier charakteristischen Cysteine in konservierter Position,
ermoglicht seit kurzer Zeit die Suche unbekannter Chemokine {iber EST-Datenbanken. Neue

Proteine mit moglichem Bezug auf ihre biologische Aktivitdt konnen so identifiziert werden.



Einleitung 3

Uber die EST-gestiitzte Suche nach Sequenz- und Strukturhomologien wurden z.B. MIP-3a
und MIP-3f [13] entdeckt. Die Identifizierung eines Gens gibt jedoch keinen Aufschluf} tiber
posttranslatorische Prozessierungen, wie z.B. Glycosylierung, Amidierung oder Acetylierung.
Proteasespaltstellen, die ein Praproprotein in ein funktionelles Peptid konvertieren, konnen
nur vermutet werden, so dal die in vivo vorkommende funktionell aktive Peptidform

unbekannt bleibt.

Chemokine vermitteln ihre Effekte iiber G-Protein-gekoppelte, 7-Transmembran-Rezeptoren.
Diese bestehen generell aus einem extrazelludren N-Terminus, drei extrazelluliren
Rezeptorschleifen  (Loop), drei intrazelluliren Doméinen, sieben hydrophoben
Transmembranhelices und einem intrazelluldren, G-Protein-gebundenen C-Terminus. Im
Menschen wurden bisher zehn CC-Chemokin-spezifische und fiinf CXC-Chemokin-
spezifische Rezeptoren identifiziert. Innerhalb einer Rezeptorfamilie kann ein Rezeptor
mehrere Chemokine binden bzw. ein Chemokin mehrere Rezeptoren aktivieren (Tabelle 1).
CXC- und CC-Chemokinrezeptoren erkennen jedoch ausschlieBlich Chemokine der
zugehorigen Unterfamilie [14, 15]. Die einzige bisher bekannte Ausnahme bei den Rezeptoren
ist der auf Erythrozyten expremierte Duffy-Antigen-Rezeptor, der sowohl CC- als auch CXC-
Chemokine mit hoher Affinitdt bindet [16]. Das virale CC-Chemokin VMIP-II kann neben
einer Reihe von CC-Chemokinrezeptoren auch an den CXCR4-Rezeptor binden [17]. Obwohl
in vitro-Studien klar belegen, daB3 eine Vielzahl von Chemokinen iiberlappende Funktionen
haben, scheint in vivo die Expression und Funktion der Chemokine fein abgestimmt zu sein.
Drei Mechanismen werden hierfir verantwortlich gemacht: (1) Chemokin/Rezeptor
Verfligbarkeit, (2) dynamische Wechselwirkungen zwischen Ligand und Rezeptor auf der

Zelloberfldche und (3) unterschiedliche Signaltransduktionswege [18, 19].

CXC-Chemokine aktivieren vorwiegend neutrophile Granulozyten. Es hat sich jedoch
gezeigt, daB} ihre Rezeptoren auch auf einer Vielzahl weiterer Leukozyten, Endothelzellen,
Melanozyten und Neuronen expremiert werden. CC-Chemokine haben generell ein breiteres
Wirkungsspektrum und aktivieren Monozyten, T-Lymphozyten, natiirliche Killerzellen,

dendritische Zellen sowie eosinophile und basophile Granulozyten [20, 21].
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Tabelle 1: Ubersicht iiber Chemokinrezeptoren, ihre Liganden und wichtigsten Expressionsorte.

Entnommen und leicht modifiziert aus Devalaraja, M.N. und Richmond, A. [18].

Rezeptor Ligand Expressionsort
CXC-Chemokine

CXCRI1 IL-8, GCP-2 BL, N, NK, T
CXCR2 ERL-CXC-Chemokine N, EC

CXCR3 IP-10, MIG, I-TAC, SCL M, NK, Th1, Th2
CXCR4 SDF-1a, SDF-1B BL,DC, N, T
CXCRS BCA BL
CC-Chemokine

CCR1 HCC-1, HCC-2, MCP-2/3/4, MIP-10/3, MIP-5, RANTES, B,E,DC,M
CCR2 MCP-1/2/3/4/5 B, DC,M

CCR3 HCC-2, Eotaxin, Eotaxin-2, MCP-2/3/4, MIP-5, RANTES B, DC, E, M, Th2
CCR4 MDC, TARC DC, NT, Th2, Th1
CCRS MIP-10, MCP-2, RANTES DC, EC, NK, Thl
CCR6 MIP-30 DC, T

CCR7 SLC, MIP-38, CkB11 (?) M, NT

CCR8 1-309, Tarc, MIP-13 T

CCRY MIP-10/B, MCP-1/2/3/4, RANTES DC, T

B, basophile Granulozyten; BCA, B-cell attracting chemokine; BL, B-Lymphozyten; DC, dendritische Zellen; E,
eosinophile Granulozyten; EC, Endothelzellen; ERL-CXC-Chemokine, alle CXC-Chemokine mit einem ERL-
Motiv am N-Terminus; HCC, humanes CC-Chemokin; IL, Interleukin; IP, interferon-inducible protein; GCP,
granulocyte chemotactic protein; N, neutrophile Granulozyten; M, Monozyten; MDC, macrophage-derived
chemokine; MIG, induced by y-interferon; MIP, macrophage inflammatory protein; NK, natiirliche Killerzellen;
NT, naive T-Zellen; RANTES, regulated upon activation, normal T-cell expressed and secreted; SDF-1, stromal
cell-derived factor-1; SLC, secondary-lymphoid tissue chemokine; T, T-Lymphozyten, TARC, thymus and
activation regulated chemokine; Th1/2, Th1/2 T-Lymphozyten.

1.2 Struktur

In den vergangenen Jahren wurde die rdumliche Struktur einer Reihe von o~ und [-
Chemokinen durch NMR-Spektroskopie und Rontgenkristallographie bestimmt (IL-8 [22, 23],
SDF-1o [24], RANTES [25, 26], MCP-3 [27, 28], Eotaxin [29], NAP-2 [30]), um die

strukturelle Basis der Chemokin/Chemokinrezeptor-Interaktion aufzukldren. Alle Chemokine
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besitzen ein dhnliche Sekundirstrukturelemente bzw. eine &dhnliche Tertidrstruktur. Ein
monomeres Chemokinmolekiil setzt sich prinzipiell aus einem ungeordneten N-Terminus,
einem dreistrangigen antiparallelen B-Faltblatt und einer darauf liegenden C-terminalen o-

Helix zusammen.

Dariiberhinaus ist bekannt, daf} die meisten Chemokine in Losung zu einer Bildung definierter
Dimere bzw. Oligomere neigen. Die Quartérstrukturen der CXC- und CC-Chemokine
unterscheiden sich signifikant voneinander (Abbildung 2). Monomere der CXC-Chemokine
dimerisieren iiber den ersten Strang des [B-Faltblattes zu einem nicht kovalent gebundenen
Homodimer mit sechsstringigem [-Faltblatt. PF-4 und NAP-2 [30] hingegen bilden
Tetramere aus. Die CC-Chemokine MIP-13, RANTES und MCP-1 hingegen dimerisieren
iiber die Aminosduren des flexiblen N-Terminus. Dies flihrt im Gegensatz zum globuldren
CXC-Dimer zu einer eher zylindrischen Quartérstruktur. SDF-1, SDF-13 [24], MCP-3 [27]

und Fractalkin [31] liegen vorwiegend als Monomere vor.

Eine biologische Relevanz der Chemokinoligomerbildung konnte bisher weder in vivo noch in
vitro eindeutig nachgewiesen werden [32, 33, 34, 35]. Zur Strukturbestimmung durch NMR-
Spektroskopie werden millimolare Chemokinlosungen eingesetzt. Unter physiologischen
Bedingungen, d.h. vorwiegend nano- bzw. subnanomolaren Konzentrationen, liegen die
meisten Chemokine jedoch vermutlich als Monomere vor. Typische Dissoziationskonstanten
liegen in einem Bereich zwischen 40 nM (MIP-1f, [36]) und 21 uM (IL-8, [37]). Es wurde
beobachtet, dal Chemokine iiber eine schwach affine Wechselwirkung der C-terminale o-
Helix an Proteoglykane (GAG) auf der Oberfliche des Endothels binden [38]. Hier konnen
lokal erhohte Konzentrationen auftreten, die eine Dimerisierung zulassen. Erste Hinweise aus
in vitro-Studien belegen, dal RANTES als Monomer die HIV-Infektion von Zellen
unterdriickt, die dimere Form dieses Chemokins jedoch die Infektionsrate der Zellen erhoht

[39].
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RANTES

30S - Loop
30S - Loop

40S - Loop 40S - Loop 3,-Turn

3,,-Turn

Abbildung 2: Vergleich der CXC- und CC-Chemokinstrukturen.

Das CXC-Chemokin IL-8 dimerisiert iiber den ersten Strang des P-Faltblattes (;/B‘;). Der direkt
hinter den N-terminalen Cysteinen liegende N-Loop ist angedeutet. In dieser Darstellung, entnommen
aus Clore et al. [22], 1aBt sich die Lage der C-terminalen a-Helix auf dem PB-Faltblatt gut erkennen.
RANTES bildet ein fiir CC-Chemokine typisches Dimer iiber den N-Terminus aus. Alle weiteren
typischen Strukturelemente wie z.B. die C-terminale o-Helix, das dreistrangige P-Faltblatt (B1-3)
sowie die Loop-Regionen 30S und 40S sind angedeuted (entnommen aus Skelton ef al. [25]).
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1.3  Struktur/Aktivititsbeziehung

Die ndhere Untersuchung der Funktion charakteristischer Strukturelemente der Chemokine
beziiglich ihres Einflusses auf den biologischen Effekt konnte ein gezieltes Design kleiner
Chemokinmimetika ermdglichen, die z.B. auch fiir die Bekdmpfung von HIV-Infektionen
eingesetzt werden konnten. Neben der Bedeutung einzelner Aminosduren wurde bisher
eingehend die Funktion der Disulfidbriicken, der o-Helix, des Aminoterminus und des N-

Loops untersucht.

Interleukin-8 [IL-8] ist eines der zuerst entdeckten und best erforschtesten Chemokine. Es
konnte gezeigt werden, dafl beide Disulfidbriicken fiir die biologische Aktivitdt notwendig
sind [40]. Der Verlust einer Disulfidbriicke flihrt zu einem Verlust der Struktur und damit der
biologischen Aktivitdt. Die Modifikation der N-terminalen Disulfidbriicke durch Mutation der
Cysteine gegen unnatiirliche Aminosduren wie Penicillamin hat keinen Effekt auf die
Tertidrstruktur von IL-8, flihrt jedoch zu einem dramatischen Aktivitdtsverlust. Im Gegensatz
dazu verdndert die analoge Modifikation der C-terminalen Disulfidbriicke die biologische

Aktivitdt von IL-8 kaum [41].

Die Rolle der C-terminalen o-Helix ist weniger eindeutig beschrieben. Eine Storung der o-
Helix von IL-8, durch gezielte Mutation des konservierten Leu25, fiihrt zu einer verringerten
Aktivitdt, jedoch auch zu einer neu gewonnenen agonistischen Aktivitdit an CC-
Chemokinrezeptoren [42]. Ein IL-8-Derivat, dem die o-Helix fehlt, ist hingegen &hnlich
biologisch aktiv wie IL-8. Ein weiteres von IL-8 abgeleitetes Protein, daf sich aus den C-

terminalen Aminosduren der o-Helix zusammensetzt, ist inaktiv [43].

Alle CXC-Chemokine, die am N-Terminus ein ERL-Motiv enthalten, aktivieren den fiir
Neutrophile spezifischen CXCR2 Rezeptor. Es konnte gezeigt werden, dal3 eine systematische
Verkiirzung (MDC [44], MCP-3 [57], MCP-1 [45, 46], ENA-78 [47]) bzw. eine Verlingerung
(RANTES [48, 49]) des N-terminalen Bereiches einige Chemokine in Antagonisten iiberfiihrt.
Im Gegensatz dazu zeigen N-terminal verkiirzte Peptide von CkPB8 eine im Vergleich zum
nativen Protein gesteigerte agonistische Aktivitdt [50]. Die Modulierung der biologischen
Aktivitét liber proteolytische Prozessierung ist ein auch in der Natur weit verbreitetes Prinzip
[51, 52, 53]. IL-8 wurde bisher aus verschiedenen Quellen als 77 und 72 Aminosduren langes

Peptid isoliert [54]. Die sukzessive N-terminale Verkiirzung bis zum ERL-Motiv resultiert in
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einer gesteigerten biologischen Potenz, weitere Verkiirzungen fiihren zum Aktivitdtsverlust
[55]. Der N-Terminus allein, bestehend aus den Aminosduren 1 bis 10, zeigt keine biologische
Aktivitdt [43]. Untersuchungen des N-Loops zeigten, daB3 er eine von mehreren moglichen

Rezeptorbindungsstellen enthilt [56, 57].

Basierend auf den bisher durchgefiihrten Untersuchungen wird angenommen, dafl die N-
terminale Region, bestehend aus N-Terminus und N-Loop, in die selektive Bindung und
Aktivierung des Rezeptors involviert ist. Die N-terminale Disulfidbriicke scheint im
Gegensatz zur zweiten charakteristischen Disulfidbriicke direkt in den Prozess der
Rezeptoraktivierung einzugreifen. Das Chemokingrundgeriist, bestehend aus B-Faltblatt und
o-Helix, dient durch Ausbildung und Stabilisierung der charakteristischen Tertidrstruktur zur
Rezeptorerkennung. Eine detaillierte Darstellung der Bindungs- und Aktivierungsdoménen
der Chemokinrezeptoren wird in [58] behandelt. Ein Zweistufenmodell der Rezeptorbindung
und -aktivierung wird favorisiert [59]: 1. Liganderkennung; Regionen des
Chemokingrundgeriistes, z.B. der N-Loop, binden an den extrazelluliren N-Terminus des
Chemokinrezeptors [60, 61, 62, 56, 63], wodurch eine Konformationsinderung bzw.
Oligomerisierung des Rezeptors initialisiert wird. 2. Rezeptoraktivierung; in einem zweiten
Schritt aktiviert der N-Terminus des Chemokins nun zugéngliche, extrazelluldre Regionen des
Rezeptors [64]. Die relativ starre, durch die beiden Disulfidbriicken stabilisierte
Tertidrstruktur des Chemokins garantiert die optimale Ausrichtung des flexiblen N-Terminus

zum Rezeptor.

SDF-1 scheint diesem Zweistufenmodell nicht zu gehorchen [65, 66]. Ein Nonapeptid,
bestehend aus den N-terminalen Aminosduren von SDF-1, aktiviert den CXCR4-Rezeptor.
Der unstrukturierte N-Terminus von SDF-1 scheint folglich spezifisch an den CXCR4-
Rezeptor binden und diesen aktivieren zu konnen, ohne das eine vorausgehende

Konformationsédnderung des Rezeptors notwendig ist.

1.4 Mechanismus der Leukozytenbewegung

Der komplexe Vorgang der Leukozytenwanderung aus dem Knochenmark iiber den
Blutstrom zum Entziindungsort stellt einen entscheidenden Schritt in der Immunabwehr dar.
Er wird durch ein Reihe von inflammatorischen Mediatoren wie z.B. Chemokinen, die von

extravaskuldren und endothelialen Zellen am Entziindungsort produziert werden, vermittelt
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[67]. Diese Chemokine induzieren zundchst die Expression von Selektin und CAM

(immunoglobindhnliche Zelloberflichenadhdsionsmolekiile) an der Endotheloberfléche.

Die Infiltration der Leukozyten setzt sich prinzipiell aus vier Adhdsionsschritten zusammen
(Abbildung 3): Im ersten Schritt gelangt der Leukozyt aus dem lateralen Blutstrom zur
GefiBwand. Dies ist auf eine schwache Wechselwirkung zwischen den auf den
Endothelzellen induzierten Selektinen und den Kohlenhydratliganden des Leukozyten
zuriickzufithren. Die entstehende Bindung ist nicht stark genug, um den Scherkriften des
Blutstroms zu widerstehen. Die Leukozyten rollen am Endothel entlang [68]. Im zweiten
Schritt aktivieren auf dem Endothel immobilisierte Chemokine den rollenden Leukozyten.
Hierdurch wird eine Konformationsinderung der an der Oberfliche des Leukozyten

expremierten Integrine initiiert, wodurch diese in eine aktive Form iiberfiihrt werden.

v

@ Blutflu3

Abbildung 3: Chemokin-Leukozyten-Interaktionen. 1) Frei im Blut zirkulierender Leukozyt; 2)
initiale schwache Selektin-Kohlenhydrat-Wechselwirkungen 16sen das Rollen des Leukozyten auf der
Oberflidche der GefiBwand aus, hierbei werden kontinuierlich neue Bindungen gekniipft und wieder
gebrochen; 3) immobilisierte Chemokine aktivieren den Leukozyten, die ausgeldste Signalkaskade
filhrt zur Aktivierung leukozyteigener Oberflichenintegrine; 4) Stopp der Leukozytbewegung durch
die feste Bindung der Integrine an CAM; 5) Diapedese durch die Zellwand; 6) Chemotaxis entlang

eines Chemokingradienten zum Entziindungsort.
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Es wird angenommen, dal} die Aktivierung der Integrine kritisch fiir die optimale Diapedese
ist [69, 70]. Im dritten Schritt binden die aktivierten Integrine an CAM, wodurch eine feste
Adhésion der Leukozyten zum Endothel entsteht. Die stabile Bindung zwischen diesen
Molekiilen beendet die Rollbewegung und ermoglicht den Leukozyten im vierten Schritt
zwischen den Endothelzellen hindurchzuwandern (Extravasation). SchlieBlich gelangen die
Leukozyten an einem vom Enziindungsort ausgebildeten Chemokinkonzentrationsgradienten

entlang zum Infektionsherd.

Mehrere Chemokineigenschaften sprechen dafiir, daB3 sie mageblich an der Regulation der
Extravasation beteiligt sind: Nach Entziindung eines Gewebes wird eine Vielzahl
unterschiedlicher Chemokine schnell transkribiert und produziert. Chemokine sind
induzierbare Substanzen. So kann z.B. das proinflammatorische Chemokin IL-1 eine Kaskade
weiterer  Chemokinexpressionen  auslosen, wohingegen  immunosuppressive  und
antiinflammatorische Substanzen wie z.B. IL-10 die Chemokinproduktion inhibieren. Die
Vielzahl der Chemokine mit spezifischen sowie iiberlappenden Zielzellen ermdglicht eine
fein abgestimmte Immunabwehr. Chemokine werden iiber eine Bindung an GAG auf der
Endotheloberfliche immobilisiert [71, 72]. Dies fiihrt zur Ausbildung eines haptotaktischen
Chemokingradienten, der in vivo eine effektive Prasentation der Chemokine zu den rollenden

Leukozyten gewéhrleistet und eine Verdiinnung durch den Blutstrom verhindert [73, 74].

1.5 Mechanismus der Signaltransduktion

Die molekulare Basis der Vielzahl unterschiedlicher Effekte, die durch Chemokine in
Leukozyten hervorgerufen werden, ist bisher noch nicht im Detail bekannt. Es existiert jedoch
eine Modellvorstellung fiir die Signaltransduktion durch G-Protein gekoppelter, 7-
Transmembranrezeptoren (GPCR). Die beiden klassischen Signaltransduktionswege werden
iiber die Adenylatcyklase-C  (AC) und Phospholipase-C (PLC) vermittelt. Der
Ligand/Rezeptor-Komplex aktiviert hierbei nicht direkt die PLC bzw. AC. Vielmehr
stimuliert der aktivierte Rezeptor durch eine Konformationséinderung das gebundene G-

Protein, welches das Erregungssignal auf die PLC oder AC iibertragt (Abbildung 4).

Die Adenylatcyclase-Kaskade wird iiber Gos(G-Protein Typ as)-gekoppelte Rezeptoren, die
Phosphoinositidkaskade hingegen iiber Ggg-gekoppelte Rezeptoren induziert. AC bildet
darauthin zyklisches AMP (cAMP), wohingegen PLC aus Phosphatidylinositol-4,5-
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biphosphat (PIP,) die intrazelluldren Botenstoffe Diacylglycerin (DAG) und Inositol-1,4,5-
triphosphat (IP;) generiert. Zyklisches AMP stimuliert die Phosphorylierung vieler Proteine
durch die Protein-Kinase A (PKA). IP; 6ffnet Calciumkanéle, wodurch die rasche Freisetzung
von Ca*" aus intrazelluliren Speichern, dem endoplasmatischen und dem sarkoplasmatischen
Retikulum (Abbildung 4), induziert wird. Ca*"-abhiingige Enzyme werden dementsprechend
aktiviert. DAG aktiviert Ca**-abhingige Proteinkinasen des Typs C (PKC), durch die weitere
Proteine phosphoryliert werden konnen. Dariiber hinaus sind Signalwege {iber MAP-Kinasen
(Mitogen aktivierte Proteinkinase), vermittelt durch G-Proteine des GifY, Gug, Goo, 0der Gos-
Typs, bekannt [75].

extrazellulire Seite

cytosolische Seite

P, > [,

PIP, N
\/ DAG

5 PLC 7 | PKC

S
;

AMP
<m SNy

Abbildung 4: Postulierter Mechanismus der Signaltransduktion in durch Chemokine aktivierten
Leukozyten. Dargestellt sind zwei mogliche G-Protein gekoppelte Signaltransduktionswege iiber PLC
und AC: Aktivierung des Serpentinrezeptors durch ein Chemokin (1). Der Ligand/Rezeptor-Komplex
bindet an das bisher inaktive GDP-G-Protein (2). Freisetzung von GDP (Guanindiphosphat) und
Bindung von GTP (Gunanintriphosphat). Zerfall des heterotrimeren G-Proteins in eine GTP/a (3) und
eine By-Untereinheit (4). Aktivierung der PLC (5) und AC (6) durch die GTP/a-Untereinheit.

Typische intrazellulire Antworten nach Chemokinzugabe sind: Mobilisierung von
intrazellulirem Calcium, Produktion von Arachidonsdure, Aktivierung von JAKSs
(Januskinasen) und STATSs (signal transducers and activators of transcription) [76]. Es konnte

gezeigt werden, dal RANTES in T-Zellen iiber GPCRs neben G-Protein gekoppelten
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Signalwegen auch Tyrosinkinasen aktiviert [77]. Es wird deshalb angenommen, dal die
Stimulation von GPCR auch eine Aktivierung nicht G-Protein abhidngiger Rezeptoren und
ihrer Signalkaskaden verusachen kann, ohne daB3 diese durch einen spezifischen Liganden

aktiviert werden [78].

1.6 Das humane CC-Chemokin HCC-2

Das humane CC-Chemokin HCC-2, auch Leucotactin [79], MIP-5 [80] und MIP-10 [81]
genannt, wurde bei der ndheren Genanalyse des schon bekannten CC-Chemokins HCC-1 [82]
sowie alternativ iiber eine EST-Datenbanksuche entdeckt [80]. Bei der Vervollstandigung der
Sequenz der 5°-Randregion des Gens von HCC-1 wurde 12 kbp stromaufwirts auf
Chromosom 17 das benachbarte Gen von HCC-2 gefunden. Es besteht im Gegensatz zu den
Genen der meisten CC-Chemokine, die eine 3 Exon/2 Intron Genstruktur besitzen, aus 4
Exons und 3 Introns. Neben monocistronischen Transkripten fiir HCC-1 und -2 wurde auch
eine bicistronische mRNA identifiziert. Dies ist von besonderem Interesse, da bicistronische
mRNAs bisher vorwiegend in Bakterien und Viren beobachtet wurden, in Sdugern jedoch
sehr selten sind. Die Expression von HCC-2 wurde tiber Northern-Blotting im Darm und in
der Leber detektiert. Die Familie der CC-Chemokine 148t sich aufgrund von Sequenz- und
Genlokalisationshomologien in zwei Gruppen, die MCP-dhnlichen und die MIP-
1o/RANTES-dhnlichen Chemokine, unterteilen. HCC-2 und HCC-1 gehdren zur zweiten
Gruppe.

Das Gen von HCC-2 kodiert fiir ein 113 Aminosduren langes Pripropeptid, in welchem die
N-terminalen 21 Aminoséuren charakteristisch fiir ein sekretorisches Signalpeptid sind. Das
Proprotein besteht daher vermutlich aus 92 Aminosduren. Es wurden jedoch unterschiedlich
N-terminal prozessierte Proteine nach Expression von HCC-2 in Pichia pastoris (66
Aminoséuren, Position 48-113, [82]), Escherichia coli (92 Aminosduren, Position 22-113,
[79]), Insektenzellen (68 Aminoséduren, Position 46-113, 92 Aminoséduren, [79]) und humanen
embryonalen Nierenzellen (ca. 8 kDa, [81]) isoliert. Daher bleibt die posttranslationale
Prozessierung von HCC-2 in vivo und damit die Linge des natiirlich vorkommenden,
funktionellen Proteins unbekannt. Alle drei erhaltenen HCC-2-Derivate sind biologisch aktiv.
Ahnlich wie MIP-1o: stimuliert HCC-2 Chemotaxis und eine intrazellulire Ca*"-Ausschiittung
in Monozyten und eosinophile Granulozyten. Lymphozyten wurden durch HCC-2 im
Gegensatz zu MIP-1o nur schwach aktiviert. Kreuzdesensitivierungsstudien mit MIP-1co. und

MCP-1 an Monozyten, eosinophilen und neutrophilen Granulozyten zeigen, dal HCC-2(48-
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113) vorwiegend den CCR1-Rezeptor, jedoch nicht den CCR2- und CCR3-Rezeptor aktiviert.
HCC-2(22-113) und HCC-2(46-113) hingegen aktivieren auch den CCR3-Rezeptor. Obwohl
HCC-2 einen Teil der Rezeptoren von MIP-1oc und RANTES aktiviert, deutet die klar
abgegrenzte Expression in Leber und Darm darauf hin, da das tempordre und rdumlich
begrenzte Vorkommen von HCC-2 in vivo eine nicht tberlappende Funktion dieser
Chemokine gewdhrleistet.

Eine strukturelle Besonderheit stellt die von HCC-2 ausgebildete, dritte Disulfidbriicke dar,
die den C-Terminus mit dem Kern des Chemokins verbindet (Abbildung 1). Unter den
humanen CC-Chemokinen wird diese Disulfidbriicke in konservierter Position nur noch bei

CkB8 und CkP8-1 beobachtet [83].

1.7 Proteinsynthese

Komplexe biologische Prozesse, wie z.B. der Mechanismus der Ligand/Rezeptorinteraktion
konnen durch Mutagenesestudien des Rezeptors oder des Liganden im Detail untersucht
werden. Die Kenntnis funktioneller Strukturelemente beider Komponenten ermdglicht die
Entwicklung von Substanzen, die diesen Prozess gezielt beeinflussen konnen und so wertvolle

therapeutische Zielmolekiile darstellen.

Eine Voraussetzung fiir die Durchfiihrung von Mutagenesestudien ist die Verfligbarkeit
gezielt modifizierter Proteine. Diese miissen sich schnell, in ausreichener Reinheit und Menge
darstellen lassen. Chemisch synthetische Methoden, wie die Festphasenpeptidsynthese, und
die rekombinante Expression der Proteine in Wirtszellen eignen sich hierzu. Rekombinant
expremierte Proteine konnen im optimalen Fall direkt aus dem Zelliiberstand in gefalteter
Form gewonnen werden. Haufig wird jedoch die Bildung unldslicher Proteinaggregate bzw.
die Modifikation der Proteine durch posttranslationale Prozessierungen beobachtet [84, 85].
Wihrend sich die rekombinante Expression vorwiegend auf die 20 natiirlich vorkommenden
Aminosduren beschrinkt, konnen bei Mutagenesestudien chemisch erzeugter Proteine eine
Vielzahl speziell modifizierter Aminosdurebausteine eingesetzt werden. Eine Reihe
cysteinreicher Proteine (60-238 Aminosduren) wurde bisher erfolgreich iiber schrittweise
Festphasenpeptidsynthesen [86, 87, 88, 89] bzw. durch Segmentkopplungsverfahren [90, 91, 92,
93] dargestellt.
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2 Problemstellung

Bis heute wurden {iiber 50 Chemokine entdeckt, denen ca. 11 Chemokinrezeptoren
gegeniiberstehen. Der molekulare Mechanismus der Chemokin-Rezeptor-Interaktion,
insbesondere die Selektivitit der Rezeptorerkennung und —aktivierung, ist jedoch bisher
weitestgehend unbekannt. Eine genaue Kenntnis funktioneller Strukturelemente der
Chemokine bzw. der Chemokinrezeptoren ist eine notwendige Voraussetzung fiir das Design
effizienter Chemokinmimetika bzw. Antagonisten, die bei einer Reihe von Erkrankungen, wie

z.B. der Therapie von HIV-Infektionen, eingesetzt werden konnten [49].

Ziel der vorliegenden Arbeit ist eine Analyse der Struktur/Aktivititsbeziechung des humanen
CC-Chemokins HCC-2. Durch Punktmutationen und N-terminale Modifikationen soll die
Funktion charakteristischer Strukturelemente von HCC-2 bzw. der Chemokine im Hinblick
auf die Tertidrstruktur und damit die biologische Aktivitdt aufgeklért werden. Anhand der zu
erzeugenden HCC-2-Derivate soll der Einflul der ungewohnlichen dritten Disulfidbriicke, des
Aminoterminus, der bei den CC-Chemokinen konservierten Sequenzposition Tyr70
(Numerierung bezogen auf prapro-HCC-2) sowie der potentiell vorhandenen C-terminalen o-
Helix nédher untersucht werden. Die Verfiigbarkeit der betreffenden HCC-2-Derivate ist flir
die Aufkldarung der Struktur/Aktivititsbeziechung essentiell. Es soll daher zunichst ein
chemisches Syntheseverfahren etabliert werden, das die schnelle und effiziente Darstellung
dieser cysteinreichen Proteine in ausreichender Reinheit und Menge erlaubt. Insbesondere
sollen so die bei der rekombinanten Expression von HCC-2 in Pichia Pastoris, Escherichia
coli und Insektenzellen beobachteten unvorhergesehenen Modifikationen durch

posttranslatorische Prozessierungen umgangen werden [79, 81, 82].
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3 Material und Methoden

Alle verwendeten Chemikalien wurden in pro analysi Qualitit oder einem vergleichbaren
Reinheitsgrad eingesetzt. Die Losungsmittel wurden von der Firma Merck (Darmstadt)
bezogen. Fmoc-geschiitzte L-Aminosduren wurden von den Firmen Orpegen oder PerSeptive
Biosystems mit folgenden Seitenkettenschutzgruppen erworben: Arg(Pbf), Asp(OtBu),
Glu(OtBu), GIn(Trt), His(Trt), Lys(Boc), Ser(tBu), Thr(tBu), Trp(Boc), Tyr(tBu), Cys(Acm),
Cys(Trt). Alle TentaGel-Harze wurden von Rapp Polymere (Tiibingen) hergestellt. Boc-
geschiitzte L-Aminosduren von der Firma Orpegen wurden mit folgenden
Seitenkettenschutzgruppen eingesetzt: Arg(Tos), Asp(OBzl), Glu(OBzl), GIn(Xan), His(Tos),
Lys(2-Cl-Cbz), Ser(Bzl), Thr(Bzl), Tyr(2-Br-Cbz), Cys(Mob). Fiir die manuelle Boc-
Synthese wurden ein BOC-Ile-Merrifield-Harz und ein MBHA-Harz (Senn Chemicals,

Schweiz) verwendet.

3.1 Peptidsynthesen

Fiir alle C18-HPLC-Messungen wurden zwei wissrige Elutionsmittel eingesetzt: Eluens A,
0,07-0,1% TFA; Eluens B, 0,05-0,06% TFA in MECN/H,O 80:20. Die UV-Detektion
erfolgte bei 215 oder 230 nm. Analytische C18-HPLC Messungen wurden auf einer Vydac
C18-Siule (The Separations Group, 4,6 x 250 mm, 300 A, 5 pm, FluBrate 0,8 ml/min)
durchgefiihrt.

3.1.1 Fmoc-Chemie

Die automatisierte Fmoc-Peptidsynthese der Peptide 1, 3-11 wurde auf einem 433-A
Peptidsynthesizer (Perkin-Elmer/ABI) in MaBstadben von 0,1 und 0,5 mmol mit
Synthesezyklen des Herstellers (FastMoc 0,1 und 1 mmol €2 MonPrevPeak) unter
Verwendung von HBTU/HOBt (0,45 M in DMF) und einer frisch angesetzten
Acetylierungslosung (10% Essigsdaureanhydrid, 5% DIPEA, NMP) in NMP durchgefiihrt.
Die Aminosduren wurden in 10-fachem (MaBstab 0,1 mmol) bzw. 4-fachem (MafBstab 0,5
mmol) Uberschuf} eingesetzt. Bei Synthesen im MaBstab von 0,1 mmol wurde die Dauer der
Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe von 2,9 min auf 4,9 min verldngert. Die manuelle Fmoc-
Peptidsynthese wurde analog zu dem in Tabelle 2 abgebildeten Syntheseprotokoll
durchgefiihrt. Zur Synthese wurden TentaGel-S/R-Trt-Ile-Fmoc- (Belegungsgrad 0,13-0,21
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mmol/g), TentaGel-R-Trt-GIn(Trt)-Fmoc- (Belegungsgrad 0,16 mmol/g) und TentaGel-R-Trt-
Asn(Trt)-Fmoc-Harze (Belegungsgrad 0,17 mmol/g) eingesetzt.

Tabelle 2: Syntheseprotokoll der manuellen Fmoc-Synthese.

Syntheseschritt Zugegebene Reagenzien Zeit/Durchfiihrung

Abspaltung der Fmoc-Gruppe 20% Piperidin in NMP 15 min, rithren

Waschen 1. NMP, 2.iPrOH, 3. NMP pro Losungsmittel 2 x 3 min
Kopplung der Aminoséure aktivierte Aminosdure™ 30-45 min, rithren
Waschen 1. NMP, 2. iPrOH, 3. NMP pro Losungsmittel 2 x 3 min

Kopplungswiederholung der

aktivierte Aminosaure*

40-60 min, rithren

Aminosiure
Acetylierung 10% Essigsduranhydrid, 5% DIPEA 15 min, rithren
in NMP
Waschen 1. NMP, 2. iPrOH, 3. NMP pro Losungsmittel 2 x 3 min

*Voraktivierung der Fmoc-Aminosdure: Strategie 1 fiir [Ala64,104, Cys(Acm)53,77]HCC-2(48-113) (Ansatz
0,5 mmol): 4 eq Aminosdure in 9 eq einer 1 M DIPEA-L6sung (im NMP) und 0,5 eq HOBt (0,5 M in NMP)
l6sen. 4,5 eq TBTU (0,25 M in NMP) zugeben. Die Aminoséure 2-3 min voraktivieren.

Strategie 2 fir HCC-1, Kopplung von Lys61(Ansatz: 0,Immol): Zu einer Losung aus Fmoc-Lys(Boc)-OH (5
mmol in 2-5 ml DCM/wenig DMF) wird DCC (Dicyclohexylcarbodiimid; 2,375 mmol in DCM) gegeben. Nach
10 bis 15 min wird das Losungsmittel im Vakuum abdestilliert und das Prazipitat in wenig DMF aufgenommen.
Der Feststoff wird abfiltriert und das Filtrat, das das symmetrische Anhydrid der Aminosdure Fmoc-Lys(Boc)-
OH enthilt, direkt eingesetzt (erste Kopplung 4 h, zweite Kopplung 15 h).

Entblockierung und Abspaltung vom Harz

Nach beendeter Peptidsynthese wurden alle Harz je zweimal mit NMP, Isopropanol, NMP
und TBME gewaschen und kurz unter einem N,-Strom oder Luft getrocknet. Im Anschlufl
wurden die Harze der HCC-2-Derivate in einer frisch angesetzten Losung aus TFA, H,O,
EDT und Phenol (88:5:5:2, v,v,v,w) fiir 2-4 h unter kontinuierlichem Schiitteln bei
Raumtemperatur abgespalten (1 g Harz/30 ml). Beim HCC-1-Harz wurde im Gegensatz zu
HCC-2  das  beste  Ergebnis mit einer  Abspaltlosung  bestehend  aus
TFA:EDT:H,0:Benzylmercaptan (85:5:5:5, v:v:v:v) erzielt (1 g/30 ml). AnschlieBend wurden
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die Abspaltlosungen separat filtriert und das Peptid durch Tropfen in eisgekiihiten TBME
ausgefillt. Das resultierende Rohpeptid wurde durch Zentrifugieren isoliert, zweimal mit

TBME gewaschen und iiber Nacht im Excikator getrocknet.

Alle Rohpeptide waren in H,O unloslich. Zur weiteren Reinigung wurden sie in TFA gelost
und mit MeCN (1:1) verdiinnt. Die resultierende Losung wurde weiter mit HO (1:1) verdiinnt
und direkt auf einer priparativen C18 Vydac-Siule (47 x 300 mm, 300 A, 15-20 pm, FluBrate
50 ml/min; Gradient: 35-45-60%B in 0-10-40 min) gereinigt. Fraktionen die das reduzierte
Peptid enthielten (bestimmt durch ESMS und analytische C18-HPLC, Gradient: 20-60% B in

30 min), wurden vereinigt und lyophilisiert.

Das bei der Segmentkopplung native chemical ligation eingesetzte Peptid A wurde mit einer
Losung aus TFA:H,O:EDT (90:5:5, v:v:v) fiir 1 h seitenkettenentschiitzt. Die Suspension
wurde anschlieBend in eisgekiihltem TBME ausgefallt, das Harz abfiltriert und im Exzikator
getrocknet. Die Qualitdt des harzgebundenen Peptids wurde durch eine Testabspaltung
iberpriift. Eine kleine Harzmenge (ca. 100 pg) wurde mit 1 M NaOH (2-3 ml) bei RT
abgespalten, nach 1 bis 3 min mit TFA vorsichtig angesduert und lyophilisiert. Die Qualitét
des Rohprodukts wurde durch analytische C18-HPLC (Gradient: 5-70% B in 50 min) und ES-
MS analysiert.

3.1.2 Boc-Chemie

Die manuelle Peptidsynthese basierend auf Boc-Chemie wurde in einer sonderangefertigten
Glasfritte, durch die wahlweise von unten abgesaugt oder Stickstoff zur Durchmischung
eingeleitet werden konnte, analog zu dem in Tabelle 3 dargestellten Syntheseprotokoll
durchgefiihrt. Die Kopplungseffizienz jeder Aminosdure wurde qualitativ durch einen
Ninhydrintest verfolgt. Bei unvollstindiger Acylierung wurde die Kopplung nach 1 h
wiederholt. Es wurde ein BOC-Ile-OH-PAM-Harz (0,5 mmol/g) und ein MBHA-Harz (0,27

mmol/g) eingesetzt.

Die Peptide A-D (Abbildung 10, Abbildung 11) wurden iiber eine in situ-Neutralisation [94]
analog zu dem in Tabelle 4 beschriebenen Syntheseprotokoll dargestellt. Es wurden TentaGel-
S-SH oder TentaGel-S-S-Trt-Harze (Belegungsgrad 0,26 bzw. 0,22 mmol/g) eingesetzt. Das

TentaGel-S-S-Trt-Harz wurde direkt vor der ersten Aminosdurekopplung entschiitzt, um eine
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mogliche Oxidation des Thiolinkers zu vermeiden. Hierzu wurde das Harz fiir 2 h mit einer
Losung aus TFA/CH,Cly(1:1):Phenol:Anisol:H,O (92,5:2,5:2,5:2,5,
geschiittelt. Nach 1 h wurde die gelbe Suspension durch Titrieren mit Triethylsilan entférbt.

Anschlieend wurde das Harz je sechsmal mit CH,Cl, und dem in der Kopplung eingesetzten

Losungsmitte]l NMP gewaschen.

Tabelle 3: Syntheseprotokoll flir die manuelle Boc-Synthese von HCC-2(48-113)

Syntheseschritt

Zugegebene Reagenzien

Zeit/Durchfiihrung

Abspaltung der BOC-Gruppe

Waschen

Neutralisieren des Harzes

Neutralisieren des Harzes

Harzprobe entnehmen

Kopplung der Aminoséure

Waschen

Ninhydrintest**

Kopplungswiederholung der

Aminosédure

Acetylierung

Ninhydrintest**

Waschen

60% TFA/0,5%Anisol (v:v) in
CH,Cl,

1. CH,Cl,, 2. iPrOH
10% TEA in CH,Cl,

10% TEA in CH,Cl,

aktivierte Aminosaure*

1. DMF, 2. MeOH, 3. CH,Cl,

aktivierte Aminosaure*

30% Essigséduranhydrid, 5-10%
DIPEA in NMP

1. MGOH, 2. CH2C12

30 min, rithren

pro Losungsmittel 2 x 5 min
1 min

9 min, rithren

60 min, rithren

pro Losungsmittel 2 x 5 min

60-120 min, rithren

15 min, rithren

pro Losungsmittel 2 x 5 min

*Voraktivierung der Boc-Aminosédure (Ansatz: 2,5 mmol): 2 eq Aminosdure in 4eq DIPEA und 0,5 eq HOBt

(0,5 M in DMF) 16sen. 2 eq HBTU (0,5 M in DMF) zugeben. Die Aminosdure 2-3 min voraktivieren.

**Ninhydrintest [95]

v:w:viv)  bei
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Tabelle 4: Protokoll fiir die manuelle Synthese von HCC-2-Derivaten durch in sifu-Neutralisation.

Syntheseschritt Zugegebene Reagenzien Zeit/Durchfiihrung

Abspaltung der BOC-Gruppe 60% TFA/0,5% Anisol (v:v) in 10 min, rithren

CH,Cl,
Waschen 1. CH,Cl,, 2. iPrOH, 3. NMP pro Losungsmittel 2 x 3 min
Kopplung der Aminoséure aktivierte Aminosaure* 40 min, rithren

DIPEA
Waschen 1. NMP, 2. iPrOH, 3. NMP pro Losungsmittel 2 x 3 min
Kopplungswiederholung der aktivierte Aminosdure* 40-60 min, rithren
Aminosiure DIPEA
Acetylierung 10% Essigséuranhydrid, 15 min, rithren

5% DIPEA in NMP
Waschen 1. NMP, 2. iPrOH, 3. NMP pro Losungsmittel 2 x 3 min

*Voraktivierung der Boc-Aminosdure (Ansatz: 0,25 und 0,39 mmol): Strategie 1: 5 eq Aminoséure
direkt in 10 eq DIPEA und 5 eq HBTU/HOBt (0,45 M in DMF) 16sen, die Aminosdure 2-3 min
voraktivieren.

Strategie 2: 2 eq Aminosdure direkt in 4 eq DIPEA und 2eq HBTU/HOBt (0,45 M in DMF) 16sen, die
Aminosdure 2-3 min voraktivieren. 2 eq DIPEA zur Neutralisation des Harzes zugeben. Die

Aminosdure wird 20 min umgesetzt, keine Kopplungswiederholung.

Entblockierung und Abspaltung vom Harz

Die nach den Boc-Synthesen erhaltenen Harze wurden im Vakuum mit fliissiger FluBsdure (5-
10% Anisol) fiir 60-75 min bei ca. 0 °C entschiitzt (3 g Harz/30 ml HF). AnschlieBend wurde
die FluBsdure umkondensiert. Das Peptid/Harz-Gemisch wurde in 100 ml wasserfreiem
Diethylether aufgenommen, filtriert, mehrmals mit Diethylether gewaschen und an Luft
getrocknet. Zur Extraktion des vom Harz abgespaltenen Peptids wurde der entstandene
Feststoff in 5% Essigsdure aufgenommen (2 g/200 ml) und ca. 60 min geriihrt. Das Harz
wurde abfiltriert und die Peptidlosung gefriergetrocknet. Die entstandenen Rohprodukte

wurde nach der Totalsynthese von HCC-1 und HCC-2 durch LCMS analysiert.
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Die Qualitidt der seitenkettenentschiitzten Rohprodukte von PeptidA/B-[COS]-S-TentaGel
wurde durch eine Testabspaltung tiberpriift. Eine kleine Harzmenge (ca. 100 pg) wurde mit 1
M NaOH (2-3 ml) bei RT abgespalten, nach 1 bis 3 min mit TFA vorsichtig angesduert und
lyophilisiert. Die Qualitdt der Rohprodukte wurde durch analytische C18-HPLC (Gradient,
soweit nicht anders angegeben: 20-60-100% B in 0-40-50 min) und ES-MS analysiert.

3.1.3 Intermolekulare, indirekte native chemical ligation am Harz

Die Peptidthioester A bzw. B (0,01 mmol) wurde mit Peptid C oder D (0,01 mmol) in 3-4 ml
eines frisch mit Helium entgasten Puffers, bestehend aus 6 M GdnHC1/0,1 M Na,HPO4:2%
Thiophenol: 1% Benzylmercaptan (v:v:v, pH=7,5), bei RT unter Luftausschlul umgesetzt. Der
Reaktionsverlauf wurde durch analytische C18-HPLC (Gradient: 20-60-100% B in 0-40-50
min) und LCMS verfolgt. Nach 24 h wurde die Reaktion durch Anséduern mit TFA gestoppt.
Das Harz wurde abzentrifugiert, die Losung nochmals filtriert und mit einer 6 M GdnHCI/0, 1
M Na,HPO,-Losung auf eine priparative Vydac C18-Siule (20 x 250 mm, 300 A, 5 um,
FluBrate 7 ml/min) aufgetragen und getrennt (Gradient: 10-60-100% in 0-50-60 min).
Fraktionen, die Ligationsprodukte enthielten, nachgewiesen durch ESMS und analytische

C18-HPLC, wurden vereinigt und lyophilisiert.

3.1.4 Oxidative Faltung linearer Chemokine

Der Verlauf der oxidativen Proteinfaltung wurde in Gegenwart von Luft oder einem
Redoxsystem in Phosphatpuffer (Pufferl; 0,1 M Na,HPO,, 0,2 mM EDTA; pH = 7,4) bei
4 °C, 20 °C und 37 °C untersucht. Als Redoxsysteme wurden GSH/GSSG; Cys/Cys, oder
DTT/DTT,, mit einer resultierenden Konzentration von 0,2 mM:0,1 mM; 0,3 mM:0,15 mM
oder 0,2 mM:0,1 mM in dem mit Helium frisch entgasten Puffer eingesetzt. Das beste
Faltungsergebnis wurde in Gegenwart des Redoxsystems Cys/Cys; erzielt.

Bei analytischen Ansdtzen (100 pg Peptid) wurde das reduzierte Peptid direkt in dem
Phosphatpuffer gelost (0,05 pg/ul) und unter LuftausschluB3 fiir mehrere Tage geriihrt. Bei
priparativen Ansdtzen (ca. 20 mg) wurde das Edukt zundchst in 1-2 ml eines zweiten
Phosphatpuffers (0,1 M Na,HPOy4, 0,2 mM EDTA), der mit TFA auf einen pH-Wert von ca. 2
eingestellt worden war, gelost. Die entstandene Losung wurde anschlieBend langsam mit
Puffer 1 verdiinnt (0,1 pg/ul) und unter Luftausschluf fiir zwei Tage geriihrt. Der
Reaktionsfortschritt wurde iiber die Verdnderung des C18-HPLC-Profils (Nucleosil PPN,
Macherey & Nagel, 2 x 250 mm, 100 A, 5 pm; Gradient: 35-45% B in 30 min) verfolgt. Bei
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der Faltung von HCC-2(52-113), da3 durch Boc-Chemie dargestellt wurde, wurde ein leicht
modifizierter Gradient (30-50% B in 40 min) eingesetzt. Die Identitdt des resultierenden
Produktes wurde im Fall von Peptid 1 durch eine HPLC-Koelution mit rekombinant
erzeugtem HCC-2(48-113) und bei Peptid 2 durch HPLC-Koelution mit synthetisch
dargestelltem [Ala64,104]JHCC-2(48-113) verifiziert. Praparative Mengen des Produktes
wurden nach Ansduern der Reaktionslosung mit TFA iiber eine C18 Vydac-Saule (20 x 250
mm, 300 A, 5 um, FluBrate 7 ml/min; Gradient: 30-50% B in 50 min) gereinigt, durch ES-MS
identifiziert und lyophilisiert.

Bei Peptid 4 wurde eine andere Faltungstaktik gewéhlt: Das Rohpeptid der Fmoc-Synthese
wurde direkt bei RT in 8 M GdnHCI (pH=7-7,5) gelost und nach 30 min bei 0 °C mit H,O auf
auf eine GdnHCI-Konzentration von 2 M verdiinnt. Nach weiteren 2 h wurde die Losung auf
0,2 M GdnHCI verdiinnt und tiber Nacht geriihrt. Im Anschlu3 wurde das gefaltete Produkt
durch drei RP-Chromatographien (C18 Vydac-Séulen) gereinigt.

3.1.5 Oxidation freier Cysteine durch Luft, DMSO oder Luft/Aktivkohle

Das Peptid wurde in Na,HPO4-Puffer (10 mM, pH=7,8) in einer Konzentration von 0,5 pg/ul
gelost. Freie Thiolseitenketten wurden alternativ durch Luft, durch Luft/Aktivkohle
(Aktivkohle:Peptid 1:1, w:w, [96]) oder durch DMSO (20%, 97) oxidiert. Die resultierende
Losung bzw. Suspension wurde fiir mehrere Stunden bei RT intensiv gerithrt und der
Fortschritt der Reaktion durch analytische C18-HPLC (Gradient: 20-60% B in 30 min)
verfolgt. Nach beendeter Oxidation (Luft, 2-4 d; Luft/Aktivkohle, 4 h; DMSO, 4 h) wurde die
Losung mit TFA angeséduert, gegebenenfalls filtriert und 1:1 mit H,O verdiinnt. Das
monozyklische Peptid wurde iiber eine priparative C18 Vydac-Siule (20 x 250 mm, 300 A, 5
um, FluBrate 7 ml/min; Gradient: 20-35-50% B in 0-15-40 min) gereinigt, durch ES-MS

identifiziert und lyophilisiert..

3.1.6 lodoxidation Acm-geschiitzter Cysteine

Zur Abspaltung zweier Acm-Schutzgruppen unter Bildung einer Disulfidbriicke wurde eine
0,05 M Iodlosung in Essigsdure vorbereitet. Pro Acm-Schutzgruppe wurden 20 eq lod mit
dem Peptid in einer Losung aus 0,1 M HCl:Eisessig (1:4, v:v) zur Reaktion gebracht
(Peptidkonzentration: 0,5 pg/ul). Der Fortschritt der Reaktion wurde durch analytische C18-
HPLC (Gradient: 20-70-100% B in 0-30-35 min) verfolgt und die Reaktion nach 1-2 h durch

Zugabe von Ascorbinsdure (0,1 M) beendet. Im Anschlul wurde die Reaktionslosung mit
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H,O0 verdiinnt (1:1) und direkt auf einer priparativen C18 Vydac-Siule (20 x 250 mm, 300 A,
5 um, Flurate 7 ml/min; Gradient: 20-35-50-80% B in 0-10-40-50 min) gereinigt. Fraktionen
die das oxidierte Produkt enthielten, nachgewiesen durch ESMS und analytische C18-HPLC
(Gradient: 20-60% B in 30 min), wurden vereinigt und lyophilisiert.

3.1.7 Reduktion von Disulfibriicken

Die Disulfidbriicken wurden mit Dithiotreithol (DTT) reduziert. Hierzu wurde das Peptid in
einem 0,1 M NH4HCOs-Puffer (0,5 pg/ul, pH=8,3) geldst und bei 60 °C fiir 1,5 h mit einem
groBen UberschuB DTT (100-300eq) reduziert. AnschlieBend wurde die Losung mit TFA
angesiuert und das Produkt iiber eine priparative C18 Vydac-Siule (10 x 250 mm, 300 A, 5
pum, FluBrate 3 ml/min; Gradient: 35-50-100% B in 0-30-40 min) isoliert und lyophilisiert.

3.2 Analytische Methoden

3.2.1 Massenspektrometrie

Die Molekulargewichte aller Peptide und Peptidfraktionen wurde mit einem Elektrospray-
Massenspektrometer (Perkin Elmer, Sciex API 100) bestimmt. Zur Analyse komplexer

Reaktionsmischungen wurden LCMS-Messungen an demselben Gerét durchgefiihrt.

Fir ES-MS-Messungen wurde das salzfreie, lyophilisierte Peptid in 50 bis 100 pl eines
Puffers, bestehend aus H,O:MeCN (1:1, 0,2% HCOOH ), aufgenommen und mit einer
FluBrate von 0,03 ml/min in die Elektrospray-lonenquelle eingebracht. Die Orifice-Spannung
lag in einem Bereich zwischen 100 und 180 V. Wéhrend der Messung wurden Scans von 400
bis 2900 Atommasseneinheiten (Da) mit dem Programm LC2 Tune 1.2 des Herstellers
aufgenommen. Die resultierenden Massenspektren wurden mit dem Programm BioMultiview
1.2 ausgewertet.

LCMS-Messungen wurden mit dem Programm Sample Control 1.2 ausgefiihrt. Hierbei
wurden die Peptide einer Peptidlosung (20 pl) durch eine C18 Nucleosil 100 Saule (1 x 250
mm, 120 A, 3 pm, FluBrate 20 ul/min; Gradient, soweit nicht anders angegeben: 10-80-100%
B in 0-65-70 min) getrennt und direkt im API 100 analysiert. Die Einstellungen am API 100

wurden analog zur ES-MS Messung gewihlt.
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3.2.2 Kapillarzonenelektrophorese (CZE)

Die Reinheit der Syntheseprodukte wurde durch eine Kapillarzonenelektrophorese (P/ACE
System 2100, Beckmann) iiberpriift. Hierzu wurde eine unbeschichtete, 47 cm lange Fused
Silica-Kapillare mit einem Innendurchmesser von 75 um eingesetzt. Die Peptide wurden
durch eine Druckinjektion in die Kapillare eingebracht und bei einem konstantem Stromflufl
von 120 A fir 20 min in einem Phosphatpuffer (0,1 M Na,HPO./0,02%
Hydroxymethylpropylcellulose, pH=2,5) im elektrischen Feld getrennt. Die UV-Detektion
erfolgte bei 200 bzw. 214 nm.

3.2.3 Gelelektrophorese

Bei der Gelelektrophorese wurden Tricin-Gele (Quervernetzungsgrad 16%) in
Elektrophoreseckammern von BioRad eingesetzt [98]. Die Elektrophorese erfolgte bei 150 V
fiir 1,5 bis 2 h. Die Gele wurden anschlieBend fiir 2-4 h durch den Farbstoff Comassie (1%
Comassie brilliant blue:25% Isopropanol:7% Eisessig in H,O, w:v:v:iv) angefarbt. Im
Anschlufl wurde tiberschiissiger Farbstoff mit einer Losung aus H,O:Essigsdure:Methanol
(70:30:10) innerhalb von ca. 1 h entfernt und das resultierende Gel in 5% Essigsiure

konserviert.

3.2.4 GroBenausschlull-Chromatographie

Zur Bestimmung des Molekulargewichtes bzw. des Oligomerisierungszustandes der HCC-2-
Derivate Peptid 1,2 und 4 wurde eine GroBenausschlu3-Chromatographie unter Verwendung
einer Superdex 75 Sidule (Pharmacia, Freiburg) auf einem Smart-System (Pharmacia,
Freiburg) durchgefiihrt (Tabelle 5). Die UV-Detektion erfolgte durch Messung der Absorption
bei 214 nm. Da der Oligomerisierungsgrad der Peptide durch vielfiltige Faktoren wie z.B. die
Salz- und Ionenstirke und den pH-Wert des Puffers beeinflult wird, wurde ein dem Blut
dhnlicher Puffer (0,1 M Na,S04/50 mM K,HPO,; pH=7,4) eingesetzt. Zur Eichung der Siule
wurde ein Eichsatz bestehend aus folgenden Proteinen verwendet: Rinderserumalbumin (67
kDa), Ovalbumin (43 kDa), Chymotrypsin A (24 kDA) und Ribonuklease A (13,7 kDa).
Zusétzlich wurde Ubiquitin (8,5 kDa) zur ndheren Eichung des unteren Molekularbereichs
eingesetzt. Anhand der resultierenden Eichgerade kann das Molekulargewicht (MW) der zu

untersuchenden Probe bestimmt werden, da der Verteilungskoeffizient (K,) direkt
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proportional zum Logarithmus des Molekulargewichtes der Probe ist. Der

Verteilungskoeffizient wird mit folgender Gleichung bestimmt:

o Vel
A
mit K., Verteilungskoeffizient
V. Elutionsvolumen (Retentionszeit x FluBrate)
Vi Sadulenvolumen
V, Ausschluflvolumen

Das Ausschluvolumen des Systems wurde bei der Firma Pharmacia erfragt: V,=0,8 ml. Es

wurde folgende Eichgerade bestimmt:

K, =0,71405-0,31223x log(MW ).

Tabelle 5: Molekulargewichtsbestimmung durch Grof3enausschlu3-Chromatographie

Substanz Retentionszeit Elutionsvolumen Verteilungskoeffizient MW MW iheoretisch
(min) (ml) (Kav) (Da) (Da)
Peptid 4 34,2 1,378 0,375 11.499 10.157
Peptid 1 36,5 1,460 0,430 9.658 7.206
Peptid 2 36,6 1,464 0,433 9.074 7.142

3.2.5 Aminosdureanalyse

Der Aminoséduregehalt der Produkte wurde durch eine automatisierte Aminosdureanalyse
(ASA) an einem Aminoquant 1090L Analysator (Hewlett-Packard, Waldbronn) bestimmt.
Das Peptid wurde hierbei einer sauren Hydrolyse (6 M HCI, 1,5 h bei 150 °C) unterworfen.
Nach der Hydrolyse wurden die Aminosduren durch o-Phtalaldehyd zu fluoreszierenden
Isoinodol-derivaten umgesetzt. Durch den Vergleich der Retentionszeiten der
Isoinodolderivate mit einem internen Standard, bestehend aus Norvalin und Sarcosin, konnte
die Art und Menge der Aminosdurederivate durch eine analytische C18-HPLC-Analyse
(AminoQuant RP C18, 2,1 x 200 mm, FluBrate 0,45 ml/min, Gradient 0-60% B in 17 min,
UV-Detektion bei 338 nm) bestimmt werden.
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3.2.6  Sequenzierung durch Edman-Abbau

Die Sequenzanalyse wurde auf einem Gasphasen-Protein-Sequenzer Modell 473 A (Perkin-
Elmer/ABI) durchgefiihrt. Die Datenaufnahme und Auswertung erfolgte mittels der Modell
610A Data Analysis Software (Version 1.2.1, ABI). Die N-terminalen Aminosiduren wurden
schrittweise durch eine Reaktion mit Phenylisothiocyanat (PITC) unter Bildung von
Phenylthiohydantion(PTH)-Derivaten abgebaut [99]. Das in H,O geloste Peptid wurde hierzu
auf eine Polybrene-beschichtete Glasfasermembran aufgetragen. Die Analyse der PTH-
Derivate erfolgte tiber ein C18-HPLC-System. Durch einen Vergleich mit dem Elutionsprofil

eines PTH-Aminoséurestandardgemisches wurden die abgebauten Aminosauren identifiziert.

3.2.7 Enzymatische Spaltung synthetischer Peptide durch Trypsin

Peptide wurden nach einer Vorschrift des Herstellers mit Trypsin verdaut. Das Enzym wurde
in 1 mM HCI, die Proteine in einem Verdaupuffer bestehend aus 100mM Tris-HCI (pH=8,5)
gelost. Das Enzym wurde zur Peptidlosung zugegeben (Enzym:Peptid, 1:20, w:w) und die
Losung fiir 3-5 h bei RT inkubiert. Die entstehenden Fragmente wurden durch eine
analytische C18-HPLC getrennt (Gradient: 20-60-100% B in 0-30-40 min) und durch ES-MS

analysiert.

3.3 Strukturaufklirung

Die Strukturuntersuchungen wurden von Dr. H. Sticht, Lehrstuhl fiir Biopolymere,
Arbeitskreis Prof. P. Rosch an der Universitit Bayreuth durchgefiihrt. Die Details der
Durchftihrung der NMR-Messungen und die Strukturberechnungen von HCC-2 und Mutanten

wurden bereits veroffentlicht [100].

3.3.1 NMR-Spektroskopie

Ein- und zweidimensionale homonukleare NMR-Spektren wurden auf einem Bruker DRX
Spektrometer mit einer Protonenresonanzfrequenz von 600 MHz, einer spektralen Weite von
7201,6 Hz und mit 1024-2048 bzw. 256-512 komplexen Datenpunkten in F2 und Fl1
aufgenommen. Die Peptide wurden in H,O/D,0 (9:1 (v/v, pH=3) oder D,0O (99,9%) gelost, so
dal eine Peptidkonzentration von 0,4 mM-0,9 mM (1D-NMR) bzw. 1,3-2 mM (TOCSY,
NOESY, COSY) resultierte. Es wurden TOCSY-Experimente mit 80 ms Mischzeit sowie ein
doppelquantengefiltertes (DQF)-COSY aufgenommen. NOESY-Spektren wurden mit 120
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und 200 ms Mischzeit aufgenommen. Experimente in D,O wurden an einem Bruker AMX400
Spektrometer gemessen. Langsam in D,O austauschende Amidprotonen wurden aus einer
Serie kurzer TOCSY-Spektren (ca. 4 h) identifiziert. Zusitzlich wurde ein NOESY-Spektrum
(80 ms Mischzeit) und ein COSY45-Spektrum (Pulswinkel 45°) aufgenommen. Der Einfluf3
der Salzkonzentration des Losungsmittels auf die Struktur von HCC-2 wurde durch eine
schrittweise Erhohung der NaCl-Konzentration bis zu 700 mM untersucht. Die Prozessierung

und Auswertung der Spektren erfolgte mit dem Programmpaket NDee (SpinUp, Dortmund).

3.3.2 Strukturberechnung

Die NOE-Kreuzresonanzen wurden geméfl ihrer Stirke in drei Distanzklassen eingeteilt,
denen bestimmte Distanzintervalle zugewiesen wurden: stark (d < 2.7 A), mittel (d < 3.5 A)
und schwach (d < 5.0 A) [101]. Kopplungskonstanten zwischen dem Amid- und dem Ca-
Proton von < 6 Hz oder > 8 Hz wurden geméal} der Karplusbeziehung in ¢-Winkel konvertiert
[102]. %'-Torsionswinkel wurden aus der Kopplungskonstanten zwischen dem Co-Proton und
den CPB-Protonen abgeleitet [103]. Wasserstoffbriicken wurden in der letzten Runde der
Strukturberechung beriicksichtigt, wenn sowohl ein langsamer Austausch des entsprechenden
Amidprotons als auch die Geometrie zwischen Donor- und Akzeptorgruppe fiir die
Ausbildung einer Wasserstoftbriicke sprachen [102]. Die Berechnung der endgiiltigen
Strukturen basierte auf 776 Abstandsinformationen aus NOE-Daten, 53 Beschriankungen der

dihedralen Winkel, sowie 21 Wasserstoftbriicken.

Die Strukturberechung erfolgte mit dem Programmpaket X-PLOR 3.851 [104] nach der
Strategie des Simulated Annealing. Das verwendete Protokoll [105, 106] besteht aus einer
Hochtemperatur-Simulation (40 ps Molekiildynamik bei 2000 K), die dem Absuchen des
Konformationsraums dient, sowie einer Abkiihlungsphase zum Auffinden des
Energieminimums (45 ps Molekiildynamik mit schrittweisem Abkiihlen von 2000 K auf 100
K). Besonderheiten des Protokolls beinhalten eine automatische Zuordnung von prochiralen
Gruppen [107], sowie eine vereinfachte Reprisentation der nichtkovalenten
Wechselwirkungen in der Hochtemperaturphase [108], die die Konvergenz des Algorithmus
erhoht. Von den 100 im letzten Lauf berechneten Strukturen wurden die 30 Strukturen, die die
niedrigste Energie und die beste Ubereinstimmung mit den experimentellen Daten aufwiesen,

fiir die weitere Analyse ausgewéhlt.
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3.4 Charakterisierung der biologischen Aktivitit

3.4.1 Zellkultur

Die Suspensionszellinie THP-1 (DMSZ, Braunschweig) wurde in einem Medium bestehend
aus 20% fotalem Kéilberserum (Bio Whittaker, Belgien) in RPMI-Medium 1640 (PAA,
Hannover) gehalten. Zusétzlich wurde dem Medium L-Glutamin (1%, Bio Whittaker,
Belgien) und das Antibiotikum Penicillin/Streptomycin (1%, PAA, Hannover) zugesetzt. Die
Zellen wurden bei 37 °C im Brutschrank bei einer CO,-Luftkonzentration von ca. 5% und
einer Luftfeuchtigkeit von ca. 80% gehalten und in regelmiBigen Abstinden (ca. 10’

Zellen/ml) passagiert.

3.4.2 Chemotaxis

Die Chemotaxisversuche wurden von Dr. U. Forssmann am Theodor-Koch-Institut in Bern
durchgefiihrt. Monozyten wurden analog zu Standardprotokollen aus Blut isoliert [20].
Chemotaxisversuche wurden auf einer 48-Well Kammer (Neuroprobe, Cabin John, MD) an
eine polyvinylpyrrolidonfreien Polycarbonatmembran (PFPV-Membran, 5 um Porengrof3e)
durchgefiihrt. Pro Well wurden 5 x 10™ Zellen in RPMI-Medium (0,1% BSA) eingesetzt. Alle
Versuche wurden in Triplika ausgefiihrt. Die migrierten Zellen wurden nach 1 h Inkubation
bei 37 °C auf der Membran mit DIFF-Quick® analog zu einem Protokoll des Herstellers
(Dade Diagnostika) angefarbt. Pro Well wurden fiinf Augenfelder mit einer 1000-fachen

VergroBerung ausgezihlt.

3.4.3  Ca*'-Ausschiittung

Die Verinderung des intrazelluldren Ca**-Spiegels wurde in THP-1 Zellen auf einem FLPR®-
System (Fluorometric Imaging Plate Reader) bei einer Laserintensitit von 0,4 bis 0,8 W
gemessen. Die THP-1 Zellen wurden mit Fluo-4 fiir 30 min bei 37 °C beladen. Hierfiir
wurden 5 x 10° Zellen in einer Losung bestehend aus 9,5 pul Fluo-4 (5 pug Fluo-4 in je 22 pl
DMSO/Pluronic F127) in 21 ml HBSS/20 mM Hepespufter (2% FCS, 2% Hepes, 1%
Probenicid [0,7 g in je 5 ml H,O/1 M NaOH]; pH=7,4) inkubiert. In Abstinden von 10 min
wurden abgesetzte Zellen vorsichtig resuspendiert. Im Anschlul wurden die Zellen 5 min
abzentrifugiert (500 x g), zweimal mit einem Puffer bestehend aus HBSS/20 mM Hepes (1%
Hepes, 1% Probenicid) gewaschen und in 30 ml dieses Puffers resuspendiert. Die Zellen

wurden auf schwarzen 96-Well-Platten (Costar) mit 2,5 x 10° Zellen pro Well (150 pl)
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ausplattiert, 3 min zentrifugiert (300 x g) und vor der Messung fiir 10 bis 15 min bei 37 °C
inkubiert.

Die Verdiinnungsreihen der Chemokine wurden in einer 96-Well-Applikationsplatte (50 pl +
5 ul pro Messung/Probe) vorbereitet. Die Nullfluoreszenz der beladenen Zellen lag zwischen
10.000 und 15.000 Zahlern (Anregungszeit 0,2 sec).

Die Fluoreszenzidnderung innerhalb der Zellen wurde binnen 4,5 min verfolgt, wobei
Datenpunkte zunéchst alle 6 sec (Scan 1-10), jede Sekunde (Scan 11-100) und schlieBlich
wieder alle 6 sec (Scan 101-120) aufgenommen wurden. Nach Scan 12 erfolgte die Zugabe
der Chemokinloésung mit einer Geschwindigkeit von 30 ul/sec. Als Positivkontrolle wurde
ATP (Adenosintriphosphat) eingesetzt. Die erhaltenen Daten wurden mit der FLPIR-Control

Software Version 1.12 ausgewertet.
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4 Ergebnisse

4.1 Synthese von HCC-2, HCC-1 und Derivaten

Voraussetzung fiir die Untersuchung der Struktur/Aktivitdtsbeziehung von HCC-2 ist die
Verfiigbarkeit der zu charakterisierenden Substanzen. Aus diesem Grund sollte eine
effiziente, chemische Totalsynthese von HCC-2 am Beispiel von HCC-2(48-113) und
[Ala64,104]HCC-2(48-113) entwickelt werden, die die bei der rekombinanten Expression
auftretenden Modifikationen durch posttranslationale Prozessierungen umgeht [79, 81, 82]. Da
die cysteinreichen Chemokine ,,schwierige® synthetische Zielmolekiile darstellen, muflte die
Synthese jedes Proteins individuell optimiert werden. Aus diesem Grund wurde HCC-2 {iber
Fmoc-Chemie, Boc-Chemie und durch eine konvergente Strategie, die seitenkettenentschiitzte

Segemente verwendet (native chemical ligation, [109]), synthetisiert.

4.1.1 Fmoc-Schutzgruppentaktik

HCC-2(48-113) wurde durch Fmoc-Chemie mit HBTU-Aktivierung und Trt-geschiitzten
Cysteinen durch Doppelkopplungszyklen dargestellt. Das resultierende Rohprodukt wurde in
TFA gelost und mit ES-MS und C18-HPLC analysiert. Es zeigte sich, dal bei der Synthese
nur geringe Mengen des Produkt, aber ein breites Spektrum von Nebenprodukten gebildet
wurde. Die Qualitit des Rohproduktes war so minderwertig, da3 das gewiinschte Produkt
HCC-2(48-113) nicht isoliert werden konnte. In cysteinreichen Polypeptiden kann es nach der
Abspaltung vom Harz zu einer unspezifischen Aggregation des Rohpeptids durch
ungeschiitzter Thiolgruppen kommen. Dies kann durch eine Blockierung der
Cysteinseitenketten mit abspaltbaren Schutzgruppen unterbunden werden [110, 111]. In
weiteren Syntheseversuchen wurden daher alle sechs Cysteine mit Acm- und alternativ mit
tert-Buthylthio-Schutzgruppen geschiitzt. Die Qualitdt des nach der Abspaltung vom Harz

erhaltenen Rohpeptids verbesserte sich dadurch jedoch nicht.

Um einen ersten Hinweis auf Sequenzbereiche zu erhalten, in denen es vermehrt zu
unvollstandigen Acylierungen kommt, wurden der N-Terminus (Sequenzposition 48-76) und
der C-Terminus (Sequenzposition 77-113) von HCC-2 einzeln synthetisiert. ES-MS und
HPLC-Analysen der entsprechenden Rohprodukte =zeigten, daBl die Hauptpeaks den

erwarteten Produkten entsprechen (Abbildung 5). Es konnten eine Reihe von Fehlsequenzen
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und Abbruchpeptiden eindeutig identifiziert werden. Wahrend der Totalsynthese von HCC-
2(48-113) akkumulieren offensichtlich diese Nebenprodukte, so dafl ein Rohpeptid minderer
Qualitdt entsteht. Bei der Synthese des N-Terminus wurden nicht umgesetzte Aminogruppen
nach jeder Kopplung zusitzlich durch einen Acetylierungsschritt mit Essigsdureanhydrid
blockiert. Hierbei entstanden neben dem Produkt fast ausschlieBlich N-terminal acetylierte
Abbruchsequenzen, die im Gegensatz zu Fehlsequenzen schnell und eindeutig durch ES-MS
charakterisiert und chromatographisch abgetrennt werden konnten.

Um das Aufireten von Fehlsequenzen zu verringern, wurde [Ala64,104]JHCC-2(48-113) mit
einem kontinuierlichen Acetylierungsschritt nach jeder Kopplung dargestellt. Die LCMS- und
ES-MS-Analysen des erhaltenen Rohpeptids zeigten, daBl acetylierte Abbruchpeptide
vorwiegend in den beiden Regionen von GIn60 bis Tyr70 und Cys77 bis Arg90 auftreten.
Diese ,schwierigen Bereiche werden wahrscheinlich druch die Bildung von

Sekundérstrukturen verursacht.

Al
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Abbildung 5: Analytisches C18-HPLC-Profil des Rohprodukts der Synthese von (A) [Ala64]HCC-
2(48-76) und (B) HCC-2(77-113).

Basierend auf diesen Ergebnissen wurde folgende optimierte Synthesestrategie fiir HCC-2
und seine Derivate etabliert: Alle Cysteine werden Trt-geschiitzt eingesetzt. Die Aminosiduren
von GIn60 bis Tyr70 und Cys77 bis Arg90 werden doppelt gekoppelt. Die zweite Kopplung
der Aminosduren Ser64 und Arg90, die beide sehr unvollstindig umgesetzt wurden, wird um
2 h verldngert. Nach jeder Acylierung werden alle nicht umgesetzten Aminogruppen durch

eine Acetylierung mit Essigsédureanhydrid blockiert.
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Durch die optimierte Fmoc-Synthesestrategie wurden Rohpeptide von HCC-2 und der HCC-
2-Derivate erhalten, aus denen die linearen Peptide in ausreichender Menge und Reinheit

chromatographisch isoliert werden konnten (Abbildung 2, Tabelle 1).
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Abbildung 6: Analytisches C18-HPLC-Profil eines durch die optimierte Fmoc-Synthese dargestellten
reduzierten Peptids am Beispiel von HCC-2(48-113). Oben: Rohpeptid direkt nach der Abspaltung
vom Harz. Die produktenthaltende Fraktion ist schwarz unterlegt. Unten: chromatographisch
gereinigtes HCC-2(48-113). Zur Einfithrung der Disulfidbriicken wurden Peptide dieser oder dhnlicher

chromatographischer Reinheit eingesetzt.

Im Anschlu3 wurde anhand eines zweiten Chemokins, HCC-1(25-93), untersucht, in wieweit
die systematische Optimierungstaktik der HCC-2 Synthese auf andere Proteine angewendet
werden kann. Analog zu HCC-2 wurde zunéchst der C-Terminus von HCC-1 (Aminosduren
GIn58-Asn93) mit HBTU-Aktivierung, Trt-geschiitzten Cysteinen und einem kontinuierlichen
Acetylierungsschritt nach jeder Einzelkopplung durch Fmoc-Chemie dargestellt. Durch eine
LCMS-Analyse des Rohpeptides konnten unvollstindig koppelnde Sequenzbereiche des C-
Terminus identifiziert werden. Eine Totalsynthese von HCC-1(25-93) mit Doppelkopplung
der schwierigen C-terminalen Sequenzabschnitte zeigte, dal es nach Pro62 trotz einer um 2 h

verlangerten Doppelkopplung von Lys61 zu einem fast vollstindigem Kettenabbruch kommt.
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Um dieses Problem zu umgehen wurde der C-Terminus, jedoch nur bis zur kritischen
Aminosdure Pro62, erneut dargestellt. Die LCMS-Analyse einer Testabspaltung zeigte, dafl
die Fmoc-Schutzgruppe nach Pro62 nur unvollstidndig, d.h. sehr langsam, abgespalten wird.
Nach einer erneuten manuellen Fmoc-Abspaltung mit Piperidin wurde Lys61 durch
Aktivierung mit HATU und alternativ als symmetrisches Anhydrid gekoppelt. Das bessere
Kopplungsergebnis wurde mit dem symmetrischen Anhydrid erzielt. Die Synthese wurde
anschlieBend maschinell mit Doppelkopplungen nach jedem weiteren Prolin bis zur

kompletten Sequenz von HCC-1(25-93) fortgefiihrt.

Basierend auf den Ergebnissen der Synthese und der ES-MS-Analyse der acetylierten
Nebenprodukte resultierte folgende optimierte Synthesestrategie fir HCC-1(25-93): Alle
Cysteine werden Trt-geschiitzt eingesetzt. Die Synthese wird nach Pro62 unterbrochen. Lys61
wird nach erneuter Abspaltung der Fmoc-Gruppe manuell {iber ein symmetrisches Anhydrid
gekoppelt. AnschlieBend wird die Synthese am automatischen Peptidsynthesizer fortgesetzt.
Die Aminosduren Ser25, Gly28, His31, Lys43, Ile44, Ser57 bis Ile64, Thr68, Asn77 und
Val83 bis Asp85 werden doppelt gekoppelt. Die Aminosdure Ser60 wird vierfach gekoppelt.
Die Kopplungszeit der zweiten Acylierung von Gly28, His31, Lys43, Ile44, Ser57 bis Lys61
und Asn77 wird um 2 h (bei Cys59 um 1 h) verlingert.

Durch diese optimierte Synthesestrategie wurde HCC-1(25-93) erfolgreich dargestellt. Die
LCMS-Analyse zeigte, dall der Hauptpeak des Rohpeptids dem erwarteten Produkt entspricht.
Das reduzierte Peptid konnte durch einen chromatographischen Reinigungsschritt in

befriedigender Menge und Reinheit isoliert werden (Tabelle 1).

Die Ergebnisse der Fmoc-Synthesen zeigen, daBl Proteine bestehend aus bis zu 70
Aminosduren durch eine systematische Optimierung der Fmoc-Chemie schnell und
zuverldssig dargestellt werden konnen. Es hat sich als besonders vorteilhaft erwiesen,
zundchst die schwierigen Sequenzbereiche der ersten ca. 30 Aminosduren zu untersuchen und
darauf aufbauend die Totalsynthese des Proteins zu etablieren. Entscheidend fiir die
eindeutige Identifikation schwieriger Sequenzbereiche iiber MS-Techniken und eine
Isolierung des Rohpeptids ist ein Acetylierungsschritt nach jeder Kopplung. Basierend auf der
Analyse schwieriger Sequenzbereiche kann eine effiziente schrittweise Peptidsynthese durch

eine Verbesserung der Acylierungseffizienz unvollstindig koppelnder Aminoséduren etabliert
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werden. Hierzu konnen Doppelkopplungszyklen oder eine alternative Aktivierung der

Aminosdure eingesetzt werden.

4.1.2 Boc-Schutzgruppentaktik

HCC-2(52-113) und HCC-1(25-93) wurden manuell durch Anwendung der Boc-Chemie mit
HBTU-Aktivierung und Mob-geschiitzten Cysteinen dargestellt. Der Verlauf der Acylierung
jeder Aminosiure wurde durch einen qualitativen Ninhydrintest kontrolliert. Nach 1 h wurde
abhingig vom Ergebnis des Tests eine zweite Kopplung durchgefiihrt, deren Verlauf
regelmifBig durch weitere Ninhydrintests verfolgt wurde. Verlief die Acylierung nur langsam,
wurde die Aminosdure iiber Nacht weitergekoppelt. Nicht umgesetzte Aminogruppen des
Harzes wurden anschlieBend mit Essigsdureanhydrid blockiert. Der Verlauf der Synthese

wurde durch Testabspaltungen kleiner Harzmengen nach je 20 Aminosauren iiberpriift.

Nach der Abspaltung vom Harz mit HF und Extraktion der Peptide zeigte eine Analyse der
Rohprodukte durch HPLC, Gelelektrophorese und LCMS ein breites Spektrum
unterschiedlicher Produkte, wie Fehlsequenzen, Abbruchsequenzen und
Schutzgruppenaddukten. HCC-1(25-93) und HCC-2(52-113) konnten nur als Nebenprodukte
der Synthese identifiziert werden (Abbildung 7). Das Rohprodukt aus der Synthese von HCC-
2(52-113) wurde anschlieBend direkt oxidativ gefaltet (siche 4.3). Nach einem
chromatographischen Reinigungsschritt und einer ES-MS-Analyse der Fraktionen konnten ca.

200 pg des zyklischen Produkts isoliert werden.

Trotz der qualitativen Kontrolle der Acylierungseffizienz der Aminosiuren, konnen die
angestrebten Proteine iiber Boc-Chemie bisher nicht in ausreichender Menge und Reinheit
dargestellt werden. Der Ninhydrintest ist demnach kein eindeutiger Nachweis fiir eine
vollstindige Umsetzung freier Aminogruppen am Harz. Ein Teil der Nebenprodukte ist
vermutlich auf die Standardabspaltung des Peptids mit Flusdure zuriickzufiihren. Analog zur
systematischen Optimierung der auf Fmoc-Chemie basierten Synthesestrategie miifiten die
einzelnen Abschnitte der Boc-Synthese in Zukunft eingehender untersucht werden, um die
Proteine HCC-1 und HCC-2 auf diesem Weg darstellen zu konnen. Die zeitaufwendige

Optimierung dieser zweiten schrittweisen Peptidsynthese wurde nicht weiter verfolgt.
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Abbildung 7: Verlauf der Boc-Synthese von HCC-2(52-113). (A) LCMS-Analyse des reduzierten
Rohpeptids (Gradient: 10-60% B in 100 min). Die das Produkt enthaltene Fraktion ist grau unterlegt.
(B) C18-HPLC-Analyse der oxidativen Faltung des Rohpeptids. Neben oxidierten Nebenprodukten
bildet sich innerhalb eines Tages das korrekt verbriickte Produkt (P1, Gradient: 30-50% B in 40 min).

4.1.3 Die Segmentkopplung native chemical ligation

Eine alternative Synthesestrategie zum Aufbau groBBer Peptide ist die native chemical ligation,
die anhand der von der HCC-2 Sequenz abgeleiteten Modellpeptide A-D untersucht wurde
(Abbildung 10, Abbildung 11). Die Ligation der beiden seitenkettenentschiitzten
Peptidsegmente wurde direkt am Harz durchgefiihrt (Abbildung 8, [112]). Hierbei spaltet die
Cysteinkomponente (Peptid C/D, Seg2) nukleophil das harzgebundene Thioestersegment
(Peptid A/B, Segl) ab. Durch eine sich anschlieBende 5-Ring-Umlagerungsreaktion wird eine
native Peptidbindung zwischen beiden Segmenten gebildet, ohne die Chiralitit der beteiligten
Aminosduren zu beeinflussen [109]. Da das Thioesterpeptid (Segl) direkt in der Ligation

eingesetzt wird, ist die Darstellung eines qualitativ hochwertigen Edukts entscheidend.

Das Thioesterpeptid der Ligation wird iiber einen Thiolinker an das Harz gebunden, der vor
der Peptidsynthese separat synthetisiert, charakterisiert und am Harz fixiert werden muBlte. Es
sind mehrere Methoden zur Darstellung Boc-kompatibler Thiolinker bekannt [112, 113]. Im
Gegensatz dazu, wurde in dieser Arbeit ein schon iiber einer Thiolinker funktionalisiertes, in
der Segmentkopplung jedoch unerprobtes TentaGel-S-SH/TentaGel-S-S-Trt-Harz eingesetzt.
Zunichst wurde untersucht, mit welcher Schutzgruppenchemie sich die N-terminalen

Modellpeptide A und B am TentaGel-S-SH-Harz am giinstigsten darstellen lassen.
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Abbildung 8: Mechanismus der native chemical ligation. (1) Zuerst greift das N-terminale Cystein
des wasserloslichen, C-terminalen Segments (Seg2) nukleophil die Thioestergruppe des
harzgebundenen N-terminalen Segments (Segl) an und spaltet so das Thioesterpeptid vom Harz ab.
(2) Anschliefend wird durch eine spontane 5-Ring-Umlagerungsreaktion eine native Peptidbindung

zwischen beiden Segmenten gekniipft.

Peptid A wurde im Peptidsynthesizer durch Fmoc-Chemie (Peptid Al) und manuell iiber in
situ-Neutralisation (Peptid A2, [94]) dargestellt. Die Seitenkettenschutzgruppen wurden
abgespalten und die Qualitdt der Rohprodukte durch die Abspaltung einer kleinen Harzmenge
mit Natronlauge iiberpriift. Die HPLC- und ES-MS-Analyse beider Peptide zeigte, dal
sowohl mit Fmoc- als auch mit Boc-Chemie neben dem gewiinschten Produkt C-terminal
verkiirzte Peptidfragmente entstehen (Abbildung 9). Peptid Al enthélt neben dem erwarteten
Produkt zwei weitere Hauptprodukte, die um zwei bzw. drei Aminosduren C-terminal
verkiirzt sind. Bei der Boc-Synthese entsteht ein Hauptprodukt mit der molekularen Masse

des erwarteten Produkts.
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Abbildung 9: Analytisches HPLC-Profil des Rohpeptids A: (A) Fmoc-Chemie. Neben dem Produkt
(P1) entstehen zwei weitere Hauptprodukte, die um zwei bzw. drei Aminosduren C-terminal verkiirzt

sind (P2, P3). (B) Boc-Chemie. Der Hauptpeak (P1) enthélt das reduzierte Peptid A.
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Durch eine nukleophile Abspaltung des Thioesterpeptids vom Harz und einer nachfolgenden
Kopplung einer aktivierten Aminoséure an den nun erneut freien Thiolinker konnen im Laufe
der Synthese C-terminal verkiirzte Peptidfragmente am Harz aufgebaut werden. Als
Nukleophile kénnen die bei der Acylierung im UberschuB} eingesetzten Aminosiuren oder die
in der Fmoc-Synthese eingesetzte Base Piperidin agieren. Es wurde daher iiberpriift, welchen
EinfluB der Aminosaureiiberschul und die Kopplungszeit auf die Bildung C-terminal
verkiirzter Fragmente haben. Hierzu wurde Peptid B mit Strategie 2 (siche 3.1.2) durch in
situ-Neutralisation dargestellt. Durch HPLC- und ES-MS-Analyse des Rohpeptids konnte
gezeigt werden, daBl trotz einer kurzen Kopplungszeit und einem geringen
Aminoséureiiberschufl C-terminal verkiirzte Fragmente entstehen. Gleichzeitig wurden N-

terminal acetylierte Fragmente identifiziert, die ca. 50% des Rohpeptids ausmachen.

Diese ersten methodischen Untersuchungen verdeutlichen, dall sich thiofunktionalisierte
TentaGel-S-Harze zur Darstellung von Thioesterpeptiden eignen, wodurch die zeitraubende
Synthese eines Thiolinkers entfillt. Jedoch kann die Bildung C-terminal verkiirzter
Peptidfragmente nicht verhindert werden. Bei der Synthese muf3 ein Kompromif3 zwischen
einem Produktverlust bedingt durch eine unvollstindige Acylierung oder durch eine C-
terminale Verkiirzung eingegangen werden. Die bei der Fmoc-Chemie eingesetzte
nukleophile Base Piperidin fiihrt vermutlich zusétzlich zu C-terminal verkiirzten Produkten,
so daB die Boc-Chemie zur Darstellung des N-terminalen Segments geeigneter erscheint.
Anhand weiterer Untersuchungen muf} verifiziert werden, ob die Fmoc-Synthese durch den
Einsatz einer nicht nukleophilen Base wie z.B. DBU oder durch eine Verkiirzung des

Abspaltungsschritts mit Piperidin verbessert werden kann.

Das N-terminale Segment der Ligation wurde am Peptidsynthesizer liber Fmoc-Chemie mit
HBTU Aktivierung dargestellt. Die Segmentkopplung am Harz wurde indirekt in Gegenwart
von Thiophenol und Benzylmercaptan in einem GdnHCI-Puffer (pH=7,4) unter Luftausschlufl
durchgefiihrt und der Verlauf der Ligation iiber C18-HPLC und LCMS verfolgt. Im Laufe der
Ligation der beiden kurzen Modellpeptide A und C bildet sich innerhalb von 24 h das
erwartete Produkt (P2, Abbildung 10). Nach 5 h ist deutlich ein Zwischenprodukt zu erkennen,
dal durch die nukleophile Abspaltung von Peptid A durch Thiophenol entsteht. Die Présenz
des Peptidylphenylthioesters deutet darauf hin, das dieser Thioester und nicht das direkt am
Harz gebundene Peptid das reaktive Ligationsedukt ist. Ein aktives Zwischenprodukt

bestehend aus einem Peptidylbenzylthioesters konnte nicht nachgewiesen werden. Weitere
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Produkte, die aus der Ligation C-terminal verkiirzter Peptidfragmente mit Peptid C
resultieren, wurden ebenfalls identifiziert. Nach einer chromatographischen Reinigung wurde
das Ligationsprodukt der Peptide A und C mit einer Ausbeute von etwa 39% erhalten. In
Gegenwart von Luft wurde die Homodimerisierung des 16sliche C-terminale Peptidsegments
beobachtet.

AnschlieBend wurde die Segmentkopplung zwischen HCC-2(65-76) (Peptid B) und HCC-
2(96-113) (Peptid D) untersucht (Abbildung 11). Im Laufe von 24 h war die Ligation dieser
Peptide in GdnHCI-Puffer nahezu vollstindig. Ohne Zusatz des chaotropen Salzes GdnHCI

erfolgt keine Reaktion.

Peptid A Peptid C
GSLKSYFETESG-COS - CH,CH, @arp CSKPGLTKKGRQ

GSLKSYFETESGCSKPGLTKKGRQ
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Abbildung 10: Oben: Schematische Darstellung der bei der Ligation eingesetzten Edukte
Modellpeptide A und C und des entstehenden Produkts. Unten: LCMS-Analyse der Segmentkopplung;
(A) nach 5 h ist aus dem Dodekapeptid C (P1) und dem harzgebundenen Peptid A das gewiinschte
Produkt, bestehend aus 24 Aminosduren (P2) entstanden. Zusitzlich wurde ein Ligationsprodukt,
hervorgegangen aus der Ligation eines C-terminal verkiirzten Thioester mit Peptid C, identifiziert
(P3): GSLKSY-CSKPGLTKKGRQ. Der bei der Ligation aktive Thioester (P4) wird durch die
Abspaltung von Peptid A mit Thiophenol gebildet. (B) Nach 24 h ist die Reaktion beendet. Neben P2
und P3 hat sich ein weiteres Ligationsprodukt (P5) aus einem C-terminal verkiirzten Thioester und

Peptid C gebildet: GSLKS-CSKPGLTKKGRQ. Benzylmercaptan und Thiophenol eluieren zuletzt
(PXY).



Ergebnisse 38

Peptid B Peptid D
SLMKSYFETSSE-COS-CH,CH,~@82D CSKPGVIFLTKKGRQVCAKPSGPGVQODCMKKLKPYST

SLMKSYFETSSECSKPGVIFLTKKGRQVCAKPSGPGVQDCMKKLKPYST
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Abbildung 11: Oben: Schematische Darstellung der bei der Ligation eingesetzten Edukte
Modellpeptid B und D und des entstehenden Produkts HCC-2(65-113). Darunter: Analytisches C18-
HPLC-Profil der Segmentkopplung; oberes Chromatogramm: Peptid D in Losung (P1). Untere
Chromatogramme: Reaktionsweg A; Ligation in GdnHCI/Phosphatpuffer; nach 30 h haben sich das
Ligationsprodukt (P2), ein Mercaptophenoladdukt des Ligationsprodukts (P3) wund das
Thiophenylzwischenprodukt von Peptid B (P4) gebildet. Reaktionsweg B; Ligation in Phosphatpuffer;
nach 30 h ist kein Produkt entstanden. Benzylmercaptan und Thiophenol eluieren zuletzt (PX, PY).

Das aus 49 Aminosduren bestehende Produkt degradiert im Verlauf der folgenden 2-4 Tage,

indem es Addukte mit den in hohem UberschuB8 vorhandenen Thiolen Benzylmercaptan und
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Thiophenol bildet. Eine chromatographische Reinigung der Ligationsprodukte sofort nach

beendeter Reaktion ist daher grundsitzlich angebracht.

Diese ersten Versuche zur native chemical ligation zeigen, da3 das Cystein des C-terminalen
Segments nicht nur Peptidthioester, die iiber Glycin an das Harz gebunden sind, angreifen
kann sondern auch die sterisch anspruchsvolleren Aminosduren Tyrosin, Serin und
Glutaminsdure. Auf diesem Weg wurde HCC-2(65-113), d.h. 74% der Sequenz von HCC-
2(48-113), im analytischen Maf3stab schnell und einfach dargestellt.

4.2 HCC-2-Derivate zur Untersuchung der Struktur/Aktivitiatsbeziehung

Zur Analyse der Struktur/Aktivitidtsbeziehung von HCC-2 wurden zehn Derivate dargestellt,
in denen charakteristische Strukturelemente der Chemokine durch Punktmutation bzw. N-

terminale Verkiirzungen modifiziert wurden (Abbildung 12).

In Peptid 2 und 3 wurden die Cysteine 64 und 104 durch die sterisch dhnliche Aminosdure
Alanin bzw. durch Asparaginsdure substituiert, um den EinfluB3 der dritten Disulfidbriicke auf
die Struktur und Aktivitdt zu untersuchen. Beide Peptide enthalten die fiir alle Chemokine
typischen vier Cysteine in konservierter Position. Bei Peptid 3 konnen durch die Wahl
geeigneter Reaktionsbedingungen an der Stelle der Disulfidbriicke gezielt negative Ladungen
erzeugt werden, die zu einer AbstoBung der ehemals verbriickten Peptidregionen um Postion
64 und 104 fithren. N-terminal modifizierte HCC-2 Derivate (Peptid 4-9) wurden dargestellt,
um in Folgearbeiten den Mechanismus der Rezeptoraktivierung durch HCC-2 nidher
charakterisieren zu konnen. Basierend auf dem Zweistufenbindungsmodell der Chemokine,
wird angenommen, dal} eine sukzessive Verkiirzung des Aminoterminus zu einem Verlust der
Rezeptoraktivierung, jedoch nicht der Rezeptorbindung flihrt. In Peptid 10 wurde das bei
allen CC-Chemokinen konservierte Tyr70 gegen das in dieser Position bei den CXC-
Chemokinen konserviert vorliegende Leucin ausgetauscht. Hierdurch sollte untersucht
werden, ob diese Aminosdure eine entscheidende Rolle bei der Rezeptorselektivitit der CC-
und CXC-Chemokine spielt. Um die Funktion der C-terminalen a-Helix eingehender zu
untersuchen, wurde Peptid 11 dargestellt. Cys104 wurde durch ein Prolin ersetzt. Da die
Seitenkette des Prolins eine Ringstruktur bildet, indem sie sowohl mit dem Stickstoffatom als
auch mit dem a-Kohlenstoff verbunden ist, ist diese Aminosdure mit der Bildung einer o-

Helix inkompatibel.
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Uber die optimierte Fmoc-Synthesestrategie wurden mit Ausnahme der Peptide 2 und 4 alle
Derivate von HCC-2(48-113) am Peptidsynthesizer dargestellt (Tabelle 1). Die Peptide 1, 3,
4, 8, 10 und 11 wurden jeweils im Malstab von 0,1 mmol, die N-terminal modifizierten
Peptide 5, 6, 7 und 9 wurden in einem Ansatz von 0,5 mmol dargestellt. Nach Erreichen der
gewiinschten Peptidlinge wurde jeweils 0,1 mmol des Harzes aus dem Reaktor entnommen
und separat weiterverarbeitet. Peptid 2 wurde ebenfalls durch die optimierte Fmoc-
Synthesestrategie manuell in einem MaBstab von 0,5 mmol synthetisiert. Da es anschlieBend
fiir die regioselektive Synthese der beiden Disulfidbriicken eingesetzt wurde, lagen die
Cysteine 53 und 77 Acm-geschiitzt vor (siche 4.3). Peptid 4 wurde in einem Malistab von 0,1
mmol unter Durchlauf von Doppelkopplungszyklen aller Aminoséduren ohne einen
Acetylierungsschritt maschinell aufgebaut und direkt aus dem resultierenden Rohpeptid

oxidativ mit Luft in Gegenwart von GdnHCI gefaltet.
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2 [Ala64,104]JHCC-2(48-113) HFAADCCTSYISQSIPASLMKSYFETSSECSKPGVIFLTKKGRQVCAKPSGPGVQ LKPYSI
3. Disulfidbriicke

3 [Asp64,104]HCC-2(48-113) HFAADCCTSYISQSI LMKSYFETSSECSKPGVIFLTKKGRQVCAKPSGPGVQ LKPYSI

QFTNDAETELMMSKLPLENPVVLN

4 HCC-2(22-113) SFHFAADCCTSYISQSIPCSLMKSYFETSSECSKPGVIFLTKKGRQVCAKPSGPGVQDCMKKLKPYSI
5 HCC-2(46-113) SFHFAADCCTSYISQSIPCSLMKSYFETSSECSKPGVIFLTKKGRQVCAKPSGPGVQDCMKKLKPYSI
1 HCC-2(48-113) HFAADCCTSYISQSIPCSLMKSYFETSSECSKPGVIFLTKKGRQVCAKPSGPGVQDCMKKLKPYSI
Rezeptoraktivierung 6 HCC-2(49-113) FAADCCTSYISQSIPCSLMKSYFETSSECSKPGVIFLTKKGRQVCAKPSGPGVQDCMKKLKPYSI
7 HCC-2(50-113) AADCCTSYISQSIPCSLMKSYFETSSECSKPGVIFLTKKGRQVCAKPSGPGVQDCMKKLKPYSI
8 HCC-2(51-113) ADCCTSYISQSIPCSLMKSYFETSSECSKPGVIFLTKKGRQVCAKPSGPGVQDCMKKLKPYSI
9 HCC-2(52-113) DCCTSYISQSIPCSLMKSYFETSSECSKPGVIFLTKKGRQVCAKPSGPGVQDCMKKLKPYST
Rezeptorselektivitit 10 [Leu70]HCC-2(48-113) HFAADCCTSYISQSIPCSLMKSLFETSSECSKPGVIFLTKKGRQVCAKPSGPGVQDCMKKLKPYSI
o - Helix 11 [Ala64,Pro104]HCC-2(48-113) HFAADCCTSYISQSIPASLMKSYFETSSECSKPGVIFLTKKGRQVCAKPSGPGVQDBMKKLKPYSI

Abbildung 12: Sequenz und Numerierung der durch Fmoc-Chemie dargestellten HCC-2 Derivate zur Untersuchung der Struktur/Aktivitdtsbeziehung. Die
Derivate sind in Gruppen nach Art der Mutation angeordnet. Der EinfluB8 der dritten Disulfidbriicke (Peptid 2, 3) und der a-Helix (Peptid 11) soll untersucht
werden. Weiterhin soll die Rezeptorselektivitit (Peptid 10) und Rezeptoraktivierung (Peptid 4-9) anhand einer Einzelmutation und durch Verdnderung der

Léange des N-Terminus charakterisiert werden.
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Tabelle 6: Ausbeute und Charakterisierung aller liber die optimierte Fmoc-Chemie dargestellten und anschlieBend gefalteten Proteine.

Nr. Peptid Ausbeute des Anzahl der Isomere Endprodukt
linearen Peptids nach der Faltung Menge /Ausbeute Reinheit (%) Peptidgehalt MW MW
[durch CZE] (%) (Da) (Da)
HCC-1(25-93) 131 1 2,34 mg /12% 90 X 8128 8127
1 HCC-2(48-113) 72 1 4,9 mg /24% 96 68,1 7206 7206
2 [Ala64,104]JHCC-2(48-113) nicht priparativ 1 nicht préparativ X X 7145 7144
Isomer 3: 5,85 mg /29% 90 X 7232 7232
4 HCC-2(22-113) X 1 ca. 0,5 mg 81 X 10157 10157
5 HCC-2(46-113) 58 1 3,04 mg /15% 98 59,7 7441 7441
6 HCC-2(49-113) 35 1 10,69 mg /54% 92 67,6 7069 7069
7 HCC-2(50-113) 57 1 4,94 mg /25% 96 73,3 6922 6922
6 mg /30%*
8 HCC-2(51-113) 72 1 10 mg /50%* 98 71,8 6850 6851
9 HCC2(52-113) 31 1 4,97 mg /25% 98 63,7 6780 6780
10 [Leu70]JHCC-2(48-113) 82 1 6,52 mg /33%* 97 79,2 7157 7156
Isomer 2: 1,59 mg /8% ~60** X 7171 7170

Die Ausbeute der oxidativen Faltung bezieht sich auf 20 mg reduziertes Peptid. *Die Faltungen wurden mit der praparativen Faltungsmethode (sieche 3.1.4) durchgefiihrt. Der

Peptidgehalt wurde durch eine ASA bestimmt. **Reinheitsgrad der Endprodukte £ 5%.
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4.3 Einfiihren der Disulfidbriicken

Disulfidbriicken stabilisieren die Faltung des Peptidriickgrats und damit die rdumliche
Struktur des Proteins. Hierdurch wird die biologische Aktivitdt gewéhrleistet. HCC-2 sowie
die HCC-2 Derivate enthalten bis zu sechs Cysteine, die drei Disulfidbriicken ausbilden
(Cystein 53-77, Cystein 54-93 und Cystein 64-104). Die Disulfidbriicken wurden abhdngig
von der Zahl der Cysteine regioselektiv (4 Cysteine), semiregioselektiv (6 Cysteine) oder iiber
eine oxidative Faltung (4 und 6 Cysteine) eingefiihrt. Von besonderem Interesse ist hierbei, in
wieweit sich die Sequenzmodifikationen der HCC-2 Derivate auf das Faltungsverhalten
auswirken, da hierbei Peptide mit 6 bzw. 4 Cysteinen theoretisch 15 bzw. 3 Disulfidisomere

ausbilden konnen.

4.3.1 Regioselektive Verbriickung

Im Fall von [Ala64,104](HCC-2(48-113) reduziert sich das Problem der Disulfidverbriickung
auf vier Cysteine. Hier wurde ein regioselektiver Ansatz unter Verwendung der beiden
orthogonalen Schutzgruppen Trt (Cystein 54, 93) und Acm (Cystein 53, 77) gewéhlt
(Abbildung 13). Dieser Ansatz gewéhrleistet eine definierte Verbriickung der Cysteine [114,
115] und erspart so die aufwendige Analyse und chromatographische Abtrennung unspezifisch

gebildeter Disulfidisomere.

[Ala64,104;Cys(Acm)53,77]JHCC-2(48-113) wurde mit der optimierten Fmoc-Chemie
synthetisiert, vom Harz abgespalten und iiber einen chromatographischen Schritt gereinigt
[Ausbeute: ca. 70 mg; MW: 7290 Da; MW,.: 7289 Da]. AnschlieBend wurden die beiden
freien Thiolgruppen in drei unterschiedlichen Reaktionen, mit Luft, DMSO und
Luft/Aktivkohle [116] oxidiert. Der Verlauf der Oxidation wurde durch analytische C18-
HPLC verfolgt. Die Reaktionsgeschwindigkeit der Oxidationen ist sehr unterschiedlich.
Wihrend die durch Aktivkohle katalysierte Luftoxidation und die Oxidation mit DMSO
schon nach ca. 4 h beendet waren, dauerte die Luftoxidation ca. ein bis zwei Tage. Neben der
Produktbildung wird bei allen drei Ansiitzen zu einem geringen Teil eine Uberoxidation der
Methionine beobachtet. Eine Erhohung des Aktivkohleanteils um den Faktor 100 fiihrte
innerhalb weniger Stunden zu einer Degradation des Peptids. Basierend auf diesen
Ergebnissen wurden priparative Peptidmengen mit DMSO oxidiert, da es hier im Gegensatz

zu der mit Aktivkohle katalysierten Reaktion nicht zu einem Substanzverlust durch
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Adsorption des Peptids an Aktivkohle kommt. Das monozyklische
[Ala64,104;Cys(Acm)53,77]HCC-2(48-113) wurde durch C18-HPLC-Analyse der Fraktionen
isoliert [Ausbeute: 65%; MW: 7287 Da; MW_,.: 7287 Da]. In einem zweiten Schritt wurden
anschlieend die Acm-Schutzgruppen innerhalb 1 h mit lod abgespalten und das bizyklische
Produkt chromatographisch isoliert [Ausbeute: 60%; Peptidgehalt: 65%; MW: 7145 Da;
MW_ae: 7144 Dal.

o 20 30 40 “1‘0‘2‘0‘3‘0‘
Zegit (min) Zegit (min)

N ___A
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Abbildung 13: Regioselektive Synthese von [Ala64,104;Cys(Acm)53,77JHCC-2(48-113) (Peptid 2).
Analytische C18-HPLC-Profile: (A) einmal chromatographisch reines lineares Peptid 2; (B)
gereinigtes monozyklisches Peptid 2; (C) zweifach verbriicktes Peptid 2 direkt aus der
Reaktionsmischung. (D) CZE-Analyse des gereinigten zweifach verbriickten Peptids 2 (Reinheit
88%). Die nur liber CZE detektierbaren Verunreinigungen lassen sich auf kleine Mengen von

Fehlsequenzen und Disulfidisomeren zuriickfiihren.

4.3.2 Oxidative Faltung

Die drei Disulfidbriicken von HCC-2(48-113) wurden durch eine oxidative Faltung der
Cysteine eingefiihrt. Hierbei konnen prinzipiell 15 unterschiedliche Disulfidisomere

entstehen. Unter optimalen Faltungsbedingungen sollte sich selektiv, bedingt durch



Ergebnisse 45

vorwiegend hydrophobe Wechselwirkungen der Peptidkette, das thermodynamisch stabilste
und damit biologisch aktive Disulfidisomer bilden [117, 118].

Eine analytische Menge von HCC-2(48-113) (100ug) wurde mit Luft bzw. alternativ mit
einem Redoxsystem bestehend aus Cystein und Cystin (Cys/Cys,, 119) bei 4 °C in entgastem
Phosphatpuffer oxidiert und der Verlauf der Faltung iiber C18-HPLC verfolgt. In Gegenwart
des Redoxsystems entsteht innerhalb von 1 bis 2 d selektiv ein homogenes Produkt. Durch
eine C18-HPLC-Koelution, mit rekombinantem in Pichia pastoris expremierten HCC-2(48-
113) [82], konnte es als das korrekt verbriickte Isomer identifiziert werden. Die Luftoxidation
dagegen verlduft wesentlich langsamer und unvollstindig. Nach 4 d hat sich nur ein Teil des

Eduktes zum korrekt verbriickten Isomer umgesetzt.

Die sechs Cysteine von HCC-2(48-113) kdnnen demnach unter optimierten Bedingungen zu
dem thermodynamisch stabilsten Isomer falten. Nach der préparativen, durch Cys/Cys;
katalysierten Faltung von HCC-2(48-113) wird das dreifach verbriickte Endprodukt schon
nach nur einem chromatographischen Reinigungsschritt mit einer Reinheit von ca. 96%
erhalten. Analog zu Peptid 1 entsteht bei der Faltung der Peptide 5-10, sowie bei HCC-1 in
Gegenwart des Redoxpuffers ausschlieBlich ein korrekt verbriicktes, homogenes Produkt
(Tabelle 6). Peptid 4 faltet ebenfalls zum korrekt verbriickten Isomer, obwohl diese Faltung
nicht in Gegenwart eines Redoxsystems durchgefiihrt wurde. Die unterschiedliche Linge des
N-Terminus und die Substitution von Tyr70 gegen Leucin haben keinen Einflul auf den
Verlauf der Oxidation. Die unterschiedlichen Ausbeuten hidngen entscheidend von der

Vorreinigung des reduzierten Peptids ab.
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Abbildung 14: C18-HPLC-Profil der oxidativen Faltung von HCC-2(48-113). Reaktionsweg A: Bei

der durch Cys/Cys, katalysierten Reaktion bildet sich aus dem Edukt (P1) iiber verschiedene

Zwischenprodukte (Z) selektiv das korrekt verbriickte Isomer (P2). Reaktionsweg B: In Gegenwart

von Luft erfolgt die Oxidation wesentlich langsamer. Nach 4 d hat sich nur ein Teil des Eduktes (P1)

zum erwarteten Produkt umgesetzt (P2).
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Der Einflu} der dritten Disulfidbriicke auf die oxidative Faltung

Der Einflul der dritten Disulfidbriicke auf die Faltungseigenschaften von HCC-2 wurde an
Peptid 2 und 3 untersucht. Um Peptid 2 bei einer oxidativen Faltung einsetzen zu konnen,
wurden zundchst die Acm-Schutzgruppen des vorgereingten [Ala64,104;Cys(Acm)53,77]-
HCC-2(48-113) mit Iod abgespalten. Im Laufe von zwei Stunden bildeten sich zwei Produkte,
die die Masse monozyklischer und bizyklischer Oxidationsprodukte enthielten. Nach der
Isolierung der oxidierten Produkte iiber C18-HPLC wurden diese mit Dithiothreitol (DTT)
reduziert. Das lineare Peptid wurde chromatographisch isoliert, zur Faltung eingesetzt und der
Verlauf der Reaktion durch C18-HPLC verfolgt (Abbildung 15). Analog zur Faltung von
Peptid 1 bildet sich in Gegenwart des Redoxsystems Cys/Cys, bei 4 °C innerhalb weniger
Stunden ausschlieBlich ein homogenes, korrekt verbriicktes Produkt, dessen Identitdt durch
eine HPLC-Koinjektion mit regioselektiv erzeugtem Peptid 2 nachgewiesen wurde. Eine
alternativ durchgefiihrte Luftoxidation bei 37 °C erzeugt innerhalb von 3 d ebenfalls das
gewiinschte Produkt. Es wurden jedoch Anfinge von Degradation beobachtet. Bei 4 °C

kommt es innerhalb von 2 d zu keiner nennenswerten Produktbildung.

Die oxidative Faltung der verbleibenden vier Cysteine von Peptid 3 wurde in Gegenwart des
Redoxsystems Cys/Cys, und mit Luft bei jeweils 4 °C bzw. 37 °C durchgefiihrt und iiber
C18-HPLC verfolgt. Ohne Beteiligung eines Redoxsystem kommt es zu keiner Reaktion. Mit
Cys/Cys; hingegen wird im Laufe von einem Tag die Bildung von zwei Hauptprodukten
beobachtet. Durch eine CZE-Analyse und einen anschlieBenden enzymatischen Verdau beider
Produkte mit Trypsin konnte gezeigt werden, da3 das zuerst eluierende Produkt (P1) zwei
zweifach verbriickte Isomere enthélt. Die beiden losmere konnten nicht durch
chromatographische Methoden getrennt werden, und wurden daher in allen folgenden
Versuchen in Mischung eingesetzt (Isomer 1:Isomer 2, =1:1). Im zweiten Produkt (P2) wurde
eine Disulfidbriicke zwischen den Cysteinen 77 und 93 nachgewiesen (Abbildung 16). Da die
beiden direkt benachbarten Cysteine 53 und 54 aufgrund des ungiinstigen Winkels zwischen
den beiden Thiolgruppen keine Disulfidbriicke ausbilden kdnnen, handelt es sich hierbei um

ein monozyklisches Produkt.

Unter thermodynamisch kontrollierten Reaktionsbedingungen faltet Peptid 2 analog zu
Peptid 1 ausschlieBlich zum korrekt verbriickten Protein. Die vier fiir alle Chemokine

charakteristischen Cysteine reichen folglich fiir die Selektivitit der Faltung aus.
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Abbildung 15: C18 HLPC-Profil der oxidativen Faltung von [Ala64,104JHCC-2(48-113): (A) bei
4 °C in Gegenwart des Redoxpuffers Cys/Cys,; (B) mit Luft bei 37 °C; (C) mit Luft bei 4 °C.

Der Ersatz der Cysteine 64 und 104 durch zwei unter den Reaktionsbedingungen der

oxidativen Faltung negativ geladenen Aminosduren fiihrt zu einem Selektivititsverlust. Alle

drei prinzipiell moglichen Produkte konnten identifiziert werden. Obwohl die dritte

Disulfidbriicke nicht zur Faltung des Peptids notwendig ist, scheinen sich die Peptidbereiche
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um Cystein 64 und 104 wihrend der Faltung nahe kommen zu miissen, damit selektiv das

korrekt verbriickte Isomer gebildet wird.

COOH

Abbildung 16: HPLC-Profil der oxidativen Faltung von Peptid 3 bei 37 °C in Gegenwart von
Cys/Cys,. Die Verbriickung der resultierenden Produkte ist schematisch angedeutet.

Der EinfluB} der a-Helix auf die oxidative Faltung

Der Einflu3 der a-Helix auf den Verlauf der oxidativen Faltung wurde anhand von Peptid 11
studiert. Mit Luft bei 37 °C bzw. in Gegenwart des Redoxsystems Cys/Cys, bei 4 °C oder
25 °C bilden sich innerhalb von drei Tagen zwei Hauptprodukte (dhnlich zu Peptid 3,
Abbildung 16). Das Verhiltnis beider Hauptprodukte wird durch die Reaktionsbedingungen
beeinflufit. Bei 37 °C entstehen Produkt 1 (frither eluierendes Produkt) zu Produkt 2 in einem
Verhiltnis von 1:2, bei 4 °C mit Cys/Cys, im Verhéltnis 2:1. Analog zu der unspezifischen
Faltung von Peptid 3 konnte auch hier durch eine CZE-Analyse und einen anschlieBenden
enzymatischen Verdau mit Trypsin gezeigt werden, da3 das zuerst eluierende Produkt zwei
zweifach verbriickte Isomere enthédlt. Im zweiten Produkt hingegen konnte nur eine
Disulfidbriicke zwischen den Cysteinen 77 und 93 nachgewiesen werden.

Das Fehlen der a-Helix fithrt demnach zu einem Selektivitdtsverlust der oxidativen Faltung.
Es wurden dhnlich zur oxidativen Faltung von Peptid 3 alle drei moglichen Faltungsprodukte
erhalten. Das monozyklische Produkt mit einer Disulfidbriicke zwischen den Cysteinen 77
und 93 wird bei allen bisher beobachteten unspezifischen Faltungen bevorzugt gebildet. Es
scheint energetisch wesentlich stabiler zu sein als die beiden zweifach verbriickten

Disulfidisomere.



Ergebnisse 50

4.3.3 Semiregioselektive Synthese

Die drei Disulfidbriicken von HCC-2(48-113) wurden alternativ {iber eine semiregioselektive
Methode der oxidativen Faltung/lodoxidation eingefiihrt [120, 121]. Die vier konservierten
Cysteine aller Chemokine (Cys53, 54, 77, 93) wurden Trt-geschiitzt eingesetzt, wihrend die
beiden zusitzlichen Cysteine Acm-geschiitzt vorlagen. [Cys(Acm)64,104]HCC-2(48-113)
wurde mit der optimierten Fmoc-Synthesestrategie dargestellt und vom Harz abgespalten
[Ausbeute: 40 mg; MW: 7354 Da; MW_,.: 7352 Da]. Nach der chromatographischen
Reinigung des reduzierten Peptids wurden im ersten Schritt die vier ungeschiitzten
Thiolgruppen unter verschiedenen Bedingungen oxidativ gefaltet. Die mit Acm-geschiitzten
Cysteine wurden anschlieBend selektiv mit Iod verbriickt. Dieser semiregioselektive Ansatz

reduziert die Anzahl aller moglichen Disulfidisomere von 15 auf 3.

In Gegenwart von Luft oder dem Redoxsystem DTT/DTTs; [122] wird innerhalb von 48 h bei
37 °C keine Oxidation des Tetrathioledukts beobachtet. In Gegenwart der Redoxsysteme
GSH/GSSG [123] und Cys/Cys; bilden sich zwei Hauptprodukte mit identischer molekularer
Masse (Abbildung 17, P2 und P3). Unabhidngig vom eingesetzten Redoxsystem bilden sich
Produkt 1 und 2 in einem Verhiltnis von 2:1. Bei der durch GSH/GSSG katalysierten Faltung
tritt bei 4 °C, 25 °C und 37 °C nach 29 h, 8 h bzw. 4 h eine Degradation der Produkte ein. Die
Cys/Cys; vermittelte Faltung ist bei 4 °C/25 °C nach 24 h/48 h beendet. Eine Erhohung der
Temperatur fiihrt zu einer erhohten Reaktionsgeschwindigkeit, hat aber keinen Einflu3 auf
das Verhiltnis der gebildeten Isomere. Unter Luftausschlufl bei 4 °C wird die Bildung von
Produkt 1 weiter favorisiert (P2:P3, 3:1).

In der Literatur wird eine Vielzahl von Reagenzien beschrieben, die in einzelnen Fillen die
Faltungsselektivitit von Proteinen beeinflussen [84]. Der Zusatz des chaotropen Salzes
GdnHCI [124] verlangsamt die Oxidation, beeinflult aber weder das Isomerenverhiltnis der
Produkte, noch die Degradation in Gegenwart von GSH/GSSG. Bei einer Konzentration von
GdnHCI > 2 M kommt es zu einem Oxidationsstopp. Kein Effekt wird bei der Zugabe von
Glycerin (10%) und L-Arginin (500 mM) beobachtet. Um zu {iberpriifen, welches der beiden
Faltungshauptprodukte die Chemokin-spezifische Verbriickung aufweist, wurde das
Faltungsprodukt in zwei Hauptfraktionen getrennt und mit Iod oxidiert (Abbildung 17). Die
Identitdt des korrekt verbriickten Produktes (P4), das aus der ersten Fraktion entsteht

(Reaktionsweg A), wurde durch eine C18-HPLC-Koelution mit rekombinant erzeugtem
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HCC-2(48-113) nachgewiesen. Die lodoxidation der zweiten Fraktion (Reaktionsweg B)

resultiert vorwiegend in der Bildung eines mi3gefalteten Produkts (P5).
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Abbildung 17: C18-HPLC-Analyse der semiregioselektiven Darstellung von HCC-2(48-113). Bei der
oxidativen Faltung von [Cys(Acm)64,104]JHCC-2(48-113) (P1) bilden sich in Gegenwart des
Redoxsystems Cys/Cys2 im Laufe von 49 h zwei Hauptprodukte, mit der molekularen Masse des
erwarteten Produkts (P2, P3). P2 und P3 wurden chromatographisch getrennt und mit Iod oxidiert. Die
Iodoxidation von P2 (Reaktionsweg A) resultiert in der Bildung des korrekt verbriickten HCC-2(48-

113) (P4), wihrend die Oxidation von P3 hauptsichlich zur Bildung eines miBgefalteten Produkts (P5)
fithrt.
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Die Selektivitit der oxidativen Faltung der vier konservierten Cysteine aller Chemokine wird
durch die beiden Acm-Schutzgruppen der Cysteine 64 und 104 beeinfluBt. Ahnlich wie bei
Peptid 3 146t sich vermuten, da die sterische Hinderung der relativ groBen Acm-
Schutzgruppen einen zur Faltung notwendigen Kontakt der Peptiddomidnen um Cystein 64
und 104 stort. Ein sterisch wenig anspruchsvolles Alanin an Position 64 und 104 (Peptid 2)

beeinfluflt diese essentielle Wechselwirkung nicht.

4.4 Strukturuntersuchungen

Die Struktur von HCC-2(48-113) und seiner Derivate wurde iiber NMR-Spektroskopie
aufgeklart. Es war von besonderem Interesse, in wieweit sich die Mutation einzelner

Sequenzabschnitte auf die dreidimensionale Struktur der Proteine auswirkt.

4.4.1 GroBenausschlu-Chromatographie

Der Oligomerisierungsgrad der Peptide 1, 2 und 4 wurde durch eine GroéfBenausschluf3-
Chromatographie bestimmt. Die Peptide eluieren von einer Superdex G75 Séule bei einer
Peptidkonzentration von ca. 7x10° M als symmetrische Peaks. Durch den Vergleich der
Retentionszeiten der Peptide mit der durch fiinf Proteine festgelegten Eichgeraden konnte das
Molekulargewicht der Peptide ermittelt werden, da3 auf die jeweiligen Monomere schlieBen
146t. Da keine frither eluierenden Peaks beobachtet wurden, scheinen die Proteine bei dieser

Konzentration in Losung weder Dimere noch hohere Oligomere auszubilden.

4.4.2  Strukturbestimmung von HCC-2(48-13)

Bei der Strukturuntersuchung von HCC-2 wurde rekombinant in Pichia pastoris exprimiertes
HCC-2(48-113) eingesetzt [82]. Homonukleare zweidimensionale NMR-Spektren von HCC-
2(48-113) zeigten eine weite Dispersion der Amid- bzw. C,- Protonenresonanz in einem
Bereich von 7,14 bis 9,75 p.p.m bzw. 3,36 bis 5,66 p.p.m. Dies deutet auf eine gut definierte
Struktur des Chemokins in Losung hin. Die Struktur des Proteins wurde mit

Standardmethoden (siche 3.3.2) berechnet (Abbildung 18).

Die Tertidrstruktur von HCC-2 wird durch eine kurze C-terminale o-Helix sowie ein
dreistrangiges antiparalleles B-Faltblatt dominiert. Der Aminoterminus des Proteins, dessen

ersten vier Aminosduren unstrukturiert vorliegen, enthilt die ersten beiden chemokin-
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typischen Cysteine (Position 53, 54), die Disulfidbriicken mit den Cysteinen 77 und 93
ausbilden. Der Bereich zwischen Thr55 bis Cys64 formt ein Reihe von Kriimmungen und
Drehungen und endet in einer einzelnen 3;(-helikalen Drehung (Position 64 bis 67). Hieran
schlieBen sich der erste Strang des B-Faltblatts (Met67 bis Glu72) und ein wenig strukturierter
Loop (Ser74-Gly81) an. Der zweite und dritte 3-Strang (Val82-Thr86; Arg90-Ala94) werden
durch eine B-Schleife verbunden. Die C-terminale o-Helix (Vall01-Lys107) wird schlieBlich
tiber zwei B-Schleifen (Lys95-Gly98, Gly98-Vall0l) an den dritten B-Strang gebunden,
wodurch gleichzeitig eine dichte Packung der o-Helix auf das B-Faltblatt hervorgerufen wird.

Die vier C-terminalen Aminoséduren liegen unstrukturiert vor.

Abbildung 18: (A) Uberlagerung des Polypeptidriickgrats einer Gruppe der 20 energieirmsten HCC-2
Strukturen. Die flexiblen Bereiche des N-Terminus und C-Terminus sind gut von der definierten
Chemokinstruktur zu  unterscheiden. (B) Schematische Darstellung des energiearmen
Polypeptidriickgrats von HCC-2(48-113). Die Abbbildung wurde mit Molscript [125] und Raster3D
[126] erstellt.

Zusétzlich zu den drei Disulfidbriicken wird die Tertidrstruktur von HCC-2 wesentlich durch
hydrophobe Wechselwirkungen zwischen dem B-Faltblatt und der o-Helix stabilisiert. Der
grofite Teil der hier involvierten Aminoséduren ist bei allen Chemokinen konserviert. Es ist
auffallig, dal HCC-2 ebenso wie das dreifach verbriickte Ckp-8 [127] an Position 100 ein
Glycin anstelle des hoch konservierten Tryptophan enthdlt. Die Strukturanalyse von HCC-2
zeigt deutlich, daB3 diese Substitution auf einen sterischen Effekt zuriickzufiihren ist. Gly100
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liegt direkt neben den Cysteinen der zusitzlichen Disulfidbriicke, so dal kein Raum fiir

sterisch aufwendigere Seitenketten wie z.B. von Tryptophan bleibt.

Die Struktur des Monomers von HCC-2 ist der anderer Chemokine, wie z.B. RANTES und
MIP-1p sehr dhnlich. Die dritte Disulfidbriicke fiihrt zu keiner wesentlichen Verdanderung der
chemokin-typischen Tertidrstruktur. Kleinere strukturelle Verdnderungen wurden jedoch vor
allem im N-Terminus (His48-Met67) und der zweiten Loopregion (Ser74-Gly81) identifiziert.
Diese Regionen zeigten die hochste Flexibilitdt in der HCC-2-Struktur und sind auch
innerhalb der Chemokinfamilie nur wenig konserviert [25]. Trotz der hohen strukturellen
Ahnlichkeit des HCC-2-Monomers mit anderen Chemokinen wurde unter den hier
vorgenommenen MeBbedingungen keine dimere Quartérstruktur nachgewiesen [128]. Es ist
bekannt, dal die Linge des N-Terminus und die Salzkonzentration der Losung die
Oligomerisierungseigenschaften der CC-Chemokine wie z.B. MIP-1P wesentlich verdndern
[35]. Erhohte Salzkonzentrationen von bis zu 700 mM NaCl induzieren jedoch keine
Oligomerisierung  von HCC-2. Uber  GroBenausschluB-Chromatographie  konnte
nachgewiesen werden, dal weder HCC-2(48-113), noch das N-terminal um 26 Aminosduren
verlangerte HCC-2(22-113) Dimere oder hdhere Oligomere bildeten. Diese Beobachtung
wurde durch die Analyse der eindimensionalen NMR-Spektren von HCC-2(48-113) bestétigt.
Die Peakbreite der hochfeldverschobenen Methylprotonen (Abbildung 19) liegt in einem
Bereich von 8-10 Hz. Bei dimeren Chemokinen wie z.B. RANTES wird aufgrund von
Austauschphdnomenen eine Peakbreite von 16-18 Hz beobachtet. Erst vor kurzem wurden fiir
die Chemokine RANTES, MIP-1a und MIP-1P zwei Aminoséduren identifiziert, die fir die
Aggregation dieser Chemokine verantwortlich sind [39]. Alle drei CC-Chemokine weisen an
Position 69 und 109 (Numerierung bezogen auf HCC-2) je eine saure Aminosédure (Glu bzw.
Asp) auf. Es konnte gezeigt werden, dall durch Substitition einer dieser Aminosduren durch
Alanin oder Serin die Dimerisierungsneigung dieser drei Chemokine drastisch vermindert
bzw. unterbunden wird. HCC-2 hingegen enthélt weder an an Position 69 noch 109 eine saure

Aminoséaure.

Diese Ergebnisse legen nahe, dall geringfliigige Sequenzunterschiede fiir die fehlende
Dimerisierungsneigung von HCC-2 verantwortlich sein kdnnten: Position 55 (Thr anstelle
aromatischer Aminosduren), Position 48 (His anstelle einer sauren oder neutralen

Aminosaure), Position 69 und 109 (Serin und Lys anstelle von Glu oder Asp).
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4.4.3 Strukturuntersuchungen der HCC-2-Derivate

Die Struktur der Peptide 4-9 wurde nicht explizit bestimmt. Eine Verkiirzung des
unstrukturierten N-Terminus flihrte bei anderen Chemokinen zum Verlust der
Dimerisierungsneigung [35], beeinfluBBte jedoch nicht die Tertidrstruktur. Da bei Peptid 4 und
Peptid 1 keine Dimerisierung auftrat, ist dies auch fiir die Peptide 5-9 auszuschlieBen. Die
ein- und zweidimensionalen NMR-Spektren von Peptid 10 zeigten keine wesentlichen
Verianderung der Protonenresonanz. Die Substitution von Tyr70 gegen Leucin fiihrt demnach

nicht zu einer Beeinflussung der Proteinstruktur.

Der EinfluB3 der dritten Disulfidbriicke

Trotz der bei HCC-2(48-113) aufiretenden auBergewdhnlichen dritten Disulfidbriicke,
konnten keine signifikanten Verdnderungen der monomeren Struktur von HCC-2 im
Vergleich zu RANTES oder MIP-1[ festgestellt werden [100]. Es stellt sich die Frage, welche
Rolle diese Disulfidbriicke in der Struktur von HCC-2 spielt. Eine mogliche Hypothese ist,
daf} die zusitzliche Disulfidbriicke die Lage der a-Helix relativ zum B-Faltblatt festlegt.

Die NOE-Daten von Peptid 2 zeigten keine Verdnderung der Kontakte der o-Helix und des [3-
Faltblatts im Vergleich zum nativen Peptid. Einzig bei der Aminosdure Ile72, wurde eine
Verdnderung in der Orientierung der Seitenketten nachgewiesen. Die dritte Disulfidbriicke hat
demnach keinen Einfluf3 auf die Ausbildung der chemokin-typischen Tertidrstruktur. Es wird
angenommen, daf} die zusdtzliche Disulfidbriicke im wesentlichen die Orientierung der N-
terminalen Aminosiduren in Position 62 bis 67 festlegt. In den zweifach verbriickten
Chemokinen wird diese Region durch das konservierte Trp100 stabilisiert. Dieses Tryptophan
fehlt in HCC-2, so daB3 seine Funktion wahrscheinlich durch die dritte Disulfidbriicke

ubernommen wird.

Eindimensionale NMR-Spektren der zweifach verbriickten Isomere von Peptid 3 zeigten eine
signifikant verringerte Aufspaltung der Amid- bzw. C,- Protonenresonanzen. Die fiir die
dreidimensionale ~ Struktur von HCC-2  charakteristischen  hochfeldverschobenen
Methylgruppen bei ca. 0,5-0,3 p.p.m. wurden nicht identifiziert. Obwohl die zweifach
verbriickten Isomere in Mischung getestet wurden (Reinheit ca. 50%, Verhiltnis 1:1), scheint
die Mutation der Cysteine 64 und 104 gegen die negativ geladene Aminosiure Aparaginsiure

zu einem Verlust der definierten Tertidrstruktur zu fithren.
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Der EinfluB} der a-Helix

Homonukleare eindimensionale "H-NMR-Spektren der Isomere 1 und 2 von Peptid 11 zeigten
keine Dispersion der B-Faltblatt-typischen Amidprotonenresonanzen im Bereich von 7,5-9,7
p.p.m. (Abbildung 19). Die vom Wassersignal aus tieffeldverschobene C,-Protonenresonanzen
im Bereich von 4,8-5,5 p.p.m., die gut erkennbar in Peptid 1 vorliegen, sind bei Peptid 11
nicht zu erkennen. Zusétzlich fehlen in Peptid 11 die finf hochfeldverschobenen Methyl-
Gruppen (0,5-0,3 p.p.m., Peptid 1), was darauf hinweist, daB3 dieses Protein in Losung keine
stabile Tertidrstruktur ausbildet. Die NMR-Analyse von Peptid 11 im Vergleich zu Peptid 1
beweist, dal die Substitution von Cys106 gegen Prolin nicht wie angenommen zu nur einer
Storung der a-Helix, sondern sogar zum volligen Verlust der Sekundéir- und Tertidrstruktur
fiilhrt. Die dreidimensionale Struktur von HCC-2 kann sich folglich nur ausbilden, wenn die

o-Helix intakt ist.
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Abbildung 19: Vergleich der eindimensionalen 'H-NMR-Spektren von Peptid 1 (A), Peptid 11 (B)
und HCC-1(25-93) (C).

4.4.4 Strukturuntersuchung von HCC-1

Es wurden eindimensionale NMR-Spektren von HCC-1(25-93) und aus Hamofiltrat isolierten
HCC-1(20-93) [11] aufgenommen. Im Gegensatz zu HCC-2 zeigen die Spektren von HCC-1

eine wesentlich geringere Dispersion und erhohte Linienbreiten (Abbildung 19). Das zu HCC-
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2 verwandte HCC-1 bildet unter millimolaren Konzentrationen in Losung vermutlich

entweder die fiir Chemokine typischen Oligomere oder unspezifische Aggregate.

4.5 Biologische Aktivitit

Die biologische Aktivitdt von HCC-2 und seiner Derivate wurde an frisch aus Blut isolierten
Monozyten und der leukdmischen, monozytiren Suspensionszellinic THP-1 getestet.
Monozyten sind in vivo Zielzellen der CC-Chemokine und exprimieren die CC-
Chemokinrezeptoren 1, 2, 3 und 7 (Tabelle 1). Es wurde angenommen, da3 die monozytére
Krebszellinie THP-1 trotz der Immortalisierung weiterhin die typischen CC-
Chemokinrezeptoren der Monozyten exprimiert und deren Antwort iiber G-Protein gekoppelte
Signaltransduktionwege vermittelt. Da gezeigt werden konnte, dal HCC-2 die CC-
Chemokinrezeptoren CCR1 und wahrscheinlich auch CCR3 aktiviert, stellen Monozyten

somit ein geeignetes Zellsytem zur Uberpriifung der biologischen Aktivitit dar.

4.5.1 Calciumausschiittung

Nach der Aktivierung eines Chemokinrezeptors kommt es im Laufe der G-Protein-
vermittelten Signalkaskade zu einer kurzfristigen Ausschiittung von Ca®'-Ionen aus
intrazelluliren Speichern. Der temporire Anstieg der intrazelluliren Ca*"-Ionenkonzentration
in THP-1-Zellen wurde tiber die Fluoreszenzédnderung des Chelatbildners Fluo-4 verfolgt. Die

Fluoreszenzinderung ist proportional zur Anderung der Ca**-Ionenkonzentration.

Die Calciumausschiittung wurde in THP-1-Zellen auf einem FLPR”*-System gemessen. Pro
Chemokin wurden Konzentrationen in einem Bereich von 10° M bis 10® M eingesetzt, um
eine dosisabhingige Wirkung der Substanzen zu ermitteln. Fiir synthetische HCC-2-Derivate,
deren Peptidgehalt nicht explizit bestimmt wurde, wurde ein Peptidgehalt von 65%
angenommen. Alle aktiven Substanzen wurden mehrfach, mit je einer Verdiinnungsreihe,
parallel auf einer 96 Well-Platte gemessen, so daB die Ca*"-Ausschiittung der verschiedenen
Derivate direkt miteinander verglichen werden konnte. Als Positivkontrolle wurde ATP

(Adenosintriphosphat) verwendet.

Peptid 4, die Disulfidisomere 1 und 2 von Peptid 3 (in Mischung getestet), das monozyklische
Derivat von Peptid 3 und die dreifach verbriickten Isomere 1 (zuerst auf der C18-HPLC
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eluierendes Produkt) und 2 von Peptid 11 zeigen keine dosisabhidngige Aktivierung der
intrazelluliren Ca*"-Ausschiittung. Mit Ausnahme des monozyklischen Peptids 3 und dem
ersten Isomer von Peptid 11, wird ein schwaches Ca*"-Signal bei einer Konzentration von 107

M beobachtet. Dies ist wahrscheinlich auf einen unspezifischen Peptideffekt zuriickzuftihren.

Konzentration

10°M 2x10" M 1x10" M 0,75x10°M  0,5x10°M  10* M

o I AN /NS N e N N A
Pepids | VN N T I~ L L
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Abbildung 20: Typischer Verlauf des Fluoreszensignals bei der Aktivierung von THP-1-Zellen durch
HCC-2 und seine Derivate. Bei der Injektion der Chemokinldsungen werden bei Suspensionszellinien
die am Boden abgesetzten Zellen aufgewirbelt, wodurch der kurzfristige Abfall der Grundlinie vor

dem Ca**-Signal verursacht wird.
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Rekombinant erzeugtes HCC-2(48-113), Peptid 1, 2 und die Peptide 5-10 aktivieren
dosisabhing die intrazellulire Ca*’-Mobilisierung in THP-1-Zellen (Abbildung 20). Der
halbmaximale Effekt (ECso) aller Derivate liegt in einem Bereich zwischen 7x10® M und
2x107 M (Abbildung 21). Uber statistische Methoden (T-Test) wurde ermittelt, daB sich die
ECso-Werte nicht signifikant unterscheiden. AnschlieBend wurde die maximale Ca*'-
Auschiittung, d.h. die Fluoreszenzinderung des Chelatbildners im Séattigungsbereich der
Dosiswirkungskurve bei einer Chemokinkonzentration von 10® M aller aktiven Derivate
verglichen. Als interner Standard wurde die Ca®"-Ausschiittung von Peptid 1 auf 100%
gesetzt (Abbildung 22). Uber einen T-Test konnte gezeigt werden, daB sich die Peptide 7-9
und rekombinant erzeugtes HCC-2(48-113) signifikant von Peptid 1 unterscheiden. Wahrend
die Stimulation der Ca*"-Freisetzung von Peptid 7, 9 und rekombinant erzeugtem Peptid 1 bei
ca. 80% liegt, zeigt das um 3 Aminosduren N-terminal verkiirzte Peptid 8 eine deutlich

kleineren Effekt von etwa 45%.

10000 | * Peptid 1
@ Peptid 2
X Peptid 5
8000 + Pept?d 6
& Peptid 7
%D v Peptid 8
3 A Peptid 9
=§ 6000 — B Peptid 11
9
2
-
2 4000
=
2000 —
0 e : o : o
1E8 1E7 1E6
Chemokinkonzentration (M)

Abbildung 21: Dosiswirkungskurve der biologisch aktiven HCC-2 Derivate am FLPR”-System.

Jeder MeBwert stellt den Mittelwert aus fiinf unabhéngigen Versuchen dar.

Die Ergebnisse der Stimulation der Ca**-Ausschiittung korrelieren gut mit den Ergebnissen
der Strukturuntersuchung. Die Peptide 3 und 11, fiir die keine definierte dreidimensionale

Struktur nachgewiesen werden konnte, sind auf THP-1-Zellen inaktiv.
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Das 92 Aminosduren umfassende HCC-2(22-113) =zeigt im Gegensatz zu bisher
verOffentlichten Arbeiten anderer Arbeitsgruppen [79] keine biologische Aktivitit. Es ist
daher wahrscheinlich, das dies nicht die im Organismus vorkommende biologisch aktive
Form von HCC-2 ist. HCC-2(22-113) konnte jedoch als Proprotein sezerniert und am
Wirkungsort von Proteasen zum biologisch aktiven Peptid konvertiert werden. Das N-
terminal um zwei Aminosduren verlingerte bzw. die sukzessiv bis zu Asp52 verkiirzten
Derivate von HCC-2(48-113) stimulieren alle die intrazellulire Ca**-Ausschiittung. Dies steht
im Gegensatz zu Untersuchungen an RANTES, MCP-1 und MIP-1f [35, 52, 45], bei denen
eine Verkiirzung des N-Terminus zu Rezeptorantagonisten fiihrt. Das FLPR-System ist
jedoch nicht geeignet, quantitative Unterschiede im halbmaximalen Effekt (ECsy) der
Chemokine zu bestimmen, so da3 keine Aussage iiber Potenzunterschiede der Chemokine

gemacht werden kann.
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Abbildung 22: Maximale Ca*"-Ausschiittung in THP-1-Zellen hervorgerufen durch 10° M
Chemokinldsungen. Die Anzahl der Versuche (N) pro Chemokin ist angegeben.

Deutliche Unterschiede werden indes bei der maximalen Ca*'-Stimulation in THP-1-Zellen
beobachtet. Rekombinant erzeugtes HCC-2(48-113) zeigt im Vergleich zu synthetisch

dargestelltem Material eine verringerte Aktivitdt. Dies ist auf einen systematischen Fehler bei
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der Berechnung der Verdiinnungsreihe zuriickzufiihren, da der Peptidgehalt des
rekombinanten Proteins nicht durch eine Aminosdureanalyse bestimmt wurde und so
falschlich als 100% angenommen wurde. Rekombinant erzeugtes und synthetisch
dargestelltes Material unterscheiden sich daher nicht. Die um 2, 3 und 4 Aminosiduren N-
terminal verkiirzten HCC-2 Derivate zeigen eine um mindestens 20% verminderte maximale
Ca”"-Ausschiittung in THP-1-Zellen. Phe49 ist demnach eine in die Rezeptoraktivierung
involvierte Aminosdure. Es ist interessant, daf8 die Ca*"-Freisetzung nicht kontinuierlich mit
jeder weiteren Verkiirzung abnimmt, sondern bei Peptid 8 ein Minimum durchliuft. Ein
moglicher Grund fiir diesen Effekt konnte sein, dal HCC-2 in Abhdngigkeit von der Lénge
des N-Terminus unterschiedliche Rezeptoren aktiviert oder blockiert, bzw. einen Rezeptor
unterschiedlich stark stimuliert. Da bisher kein Zusammenhang zwischen der Hohe des
intrazelluliren Ca®’-Signals und den Leukozytenreaktionen wie z.B. Chemotaxis
nachgewiesen wurde, muf3 ein Unterschied auf dem Niveau der Signaltransduktionnicht

notwendigerweise einen Effekt auf die Leukozytmigration haben.

In zukiinftigen Untersuchungen sollen Rezeptorbindungsstudien an mit Chemokinrezeptoren
stabil transfizierten Zellen, die einzelne definierte Chemokinrezeptoren iiberexprimieren,
durchgefiihrt werden. Alle bisher aktiven Derivate sollten hierbei an den Rezeptoren CCR1-5
getestet werden. Zusitzlich sollte die Bindung von Peptid 10 an CXC-Rezeptoren untersucht
werden, um eine mogliche Verschiebung der Rezeptorselektivitit von CC- nach CXC-

Chemokinrezeptoren nachzuweisen.

4.5.2 Chemotaxis

Peptid 1 und 2 wurden in vitro auf ihre Fahigkeit getestet, Chemotaxis bei Monozyten durch
eine semipermeable Polycarbonatmembran auszulosen. Als Positivkontrolle diente MIP-1aq,
das die CC-Chemokinrezeptoren CCR1, 4, und 5 aktiviert (Abbildung 23). Beide HCC-2
Derivate induzieren #hnlich wie MIP-1o. Chemotaxis bei einer Konzentration von 10 M.
Peptid 1 und 2 stimulieren demnach Monozyten in einem physiologisch relevanten
Konzentrationsbrereich. Das Fehlen der dritten Disulfidbriicke hat keinen Einflu3 auf die

Aktivierung der Monozyten.

Es ist auffillig, daB die Migration bei einer Chemokinkonzentration von 10° M ausgelost

wird, bei der es zu keiner Ca*"-Ausschiittung in THP-1-Zellen kommt. Es kann daher
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vermutet werden, daB Chemotaxis nicht iiber eine Ca*'-abhingige Signalkaskade induziert
wird. Zur niheren Charakterisierung der bei der Ca*"-Stimulation aktiven HCC-2 Derivate
sollten diese in weiteren Versuchen auf ihre Potenz, Chemotaxis in Monozyten oder einer

monozytiaren Zellinie, wie z.B. HL60-Zellen [129], zu induzieren, untersucht werden.
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Abbildung 23: Darstellung eines exemplarischen Versuchs zur Stimulation von Chemotaxis bei

Monozyten. Chemotaxis wird ausgelost durch Peptid 1, Peptid 2 und MIP-1a (Azahl durchgefiihrter

Versuche: N=3).



Diskussion 63

5 Diskussion

In dieser Arbeit wurden erste Untersuchungen zur Struktur/Aktivititsbeziehung des neuen
humanen CC-Chemokins HCC-2 durchgefiihrt. Eine notwendige Voraussetzung hierfiir ist die
Verfligbarkeit von HCC-2 und HCC-2-Derivaten mit einer nativen Disulfidverbriickung. Die
darzustellenden Proteine stellen aufgrund ihrer Gréfe und ihres Cysteinreichtums schwierige

synthetische Zielmolekiile dar, so dafl zundchst die Synthese von HCC-2 etabliert wurde.

5.1 Synthese von HCC-2 und verwandten Proteinen

Zwei Synthesestrategien, der schrittweise Aufbau der Peptidkette am Harz durch die Fmoc-
bzw. Boc-Schutzgruppentaktik und die Segmentkopplung native chemical ligation wurden
auf ihre grundsitzliche Eignung zur Darstellung von HCC-2 und verwandter Proteine

iberpriift.

Es konnte gezeigt werden, da3 HCC-2 durch eine systematische Optimierung der Fmoc-
Chemie in ausreichender Menge und Reinheit dargestellt werden kann. Bei der Totalsynthese
des Proteins trat zunichst eine Akkumulation von Fehlsequenzen und Abbruchpeptiden auf,
die eine Analyse ,schwieriger Sequenzbereiche unmdglich machte. Die Sequenz des
Proteins wurde daher halbiert, so dal beide Proteinteilstiicke separat synthetisiert und
analysiert werden konnten. Ein Acetylierungsschritt nach jeder Aminosdurekopplung
unterdriickte hierbei die Bildung von Fehlsequenzen und erlaubte so eine eindeutige
Identifikation unvollstindig koppelnder =~ Aminosduren, deren Acylierungseffizienz
anschlieBend gezielt verbessert werden konnte.

Da die Primirstruktur von Proteinen den Ablauf der schrittweisen Peptidsynthese bestimmt,
ist es bisher nicht gelungen eine universell anwendbare Synthesestrategie flir Chemokine und
andere Proteinen dieser Grof3e zu etablieren [86, 88, 111]. Aus diesem Grund wurde iiberpriift,
inwieweit sich die hier verwendete Optimierungsstrategiec der Fmoc-Chemie auf ein
cysteinreiches Protein dhnlicher GroBie jedoch signifikant abweichender Aminosduresequenz,
das CC-Chemokin HCC-1, {bertragen 148t. Die bei HCC-1 aufiretenden
Acylierungsprobleme einzelner Aminoséuren, die bei anderen Sequenzbereichen als bei
HCC-2 auftreten, konnten erfolgreich identifiziert und optimiert werden. Das Resultat der
HCC-1 Synthese weist darauf hin, daB sich die hier verwendete Synthesestrategie

grundsétzlich zur Darstellung kleiner Proteine (50-100 Aminosduren) eignet. Obwohl die hier
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etablierte Optimierungsstrategic eine zeitaufwendige, individuelle Analyse unvollstindig
koppelnder Sequenzbereiche von HCC-1 und HCC-2 notwendig macht, konnten aufbauend
auf diesen Ergebnissen HCC-2-verwandte Proteine, die Punktmutationen und N-terminale
Verkiirzungen enthalten, schnell, in ausreichender Menge und Reinheit fiir strukturelle und
biologische Folgeuntersuchungen dargestellt werden. Dieses Syntheseverfahren basierend auf
Fmoc-Chemie eroffnet daher den Zugang zu einer Reihe weiterer pharmakologisch relevanter
Proteine, wie z.B. Proteinkinaseinhibitoren und Wachstumsfaktoren. GroBere Proteine (> 110
Aminosduren) sind tliber eine schrittweisen Peptidsynthese jedoch nur in Einzelfdllen
zuganglich (z.B. HIV-Protease), da im Laufe der Synthese eine mogliche Aggregation der
wachsenden Peptidkette sowie die Bildung von Sekundérstrukturelementen zu geringeren

Acylierungseftizienzen der Aminoséure bzw. zum Abbruch der Peptidkette fiihren.

HCC-2 und HCC-1 wurden alternativ unter Verwendung der Boc-Schutzgruppentaktik in
manueller Arbeitsweise dargestellt. Trotz einer zur Fmoc-Chemie analogen Aktivierung der
Aminosduren mit HBTU resultierte ein Rohprodukt von deutlich minderer Qualitdt. Da bei
der Boc-Chemie andere Seitenkettenschutzgruppen und Harze als bei der Fmoc-Chemie
eingesetzt werden, ist die Vielzahl der Nebenprodukte auf eine vermehrte Bildung von
Sekundirstrukturelementen im Laufe der Peptidsynthese und auf Adduktbildungen bei der
Abspaltung des Produkts vom Harz mit FluBsdure zuriickzufiihren. Die Synthese von HCC-2
und HCC-1 durch Boc-Chemie scheint daher im Vergleich zur Fmoc-Schutzgruppentaktik ein
weniger geeignetes Syntheseverfahren zu sein. Die im Gegensatz zur automatisierten Fmoc-
Synthese sehr zeitaufvendige manuelle Durchfiihrung von Boc-Synthesen stellt einen
weiteren Hinderungsgrund dar, die Boc-Chemie analog zur Fmoc-Chemie durch eine Analyse
schwieriger Sequenzbereiche weiter zu optimieren. Die erhaltenen Resultate zeigen jedoch
eindeutig, daB eine von Clark-Lewis et al [130] publizierte generelle und einheitliche
Darstellung von Chemokinen iiber Boc-Chemie, ohne eine eingehende Analyse der

individuell unterschiedlichen Primérstruktur der Proteine, wenig realistisch ist.

Erste methodische Untersuchungen zur native chemical ligation, in denen authentische
Peptidsegmente von HCC-2 ligiert wurden, zeigten, da HCC-2 hierdurch prinzipiell
zuganglich ist. Die in dieser Arbeit verwendete Methode zur Synthese des harzgebundenen
Peptidthioesters umgeht die bisher notwendige zeitraubende Darstellung eines
Thioesterlinkers und vereinfacht so die Ligation wesentlich. Da bei der native chemical

ligation ungeschiitzte, wasserlosliche Segmente eingesetzt wurden, konnte das
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Ligationsprodukt analog zur Fmoc-Chemie direkt iiber nur einen chromatographischen Schritt
isoliert und weiterverarbeitet werden.

Die Segmentkopplung stellt eine effiziente Alternative zum schrittweisen Aufbau der
Peptidkette durch die Fmoc-Chemie dar. Bei der Ligation werden kurze Proteinteilstiicke
eingesetzt, die sich in der Regel unproblematisch darstellen lassen. Eine individuelle
Optimierung ist daher nicht notwendig, so da} unterschiedlichste Proteine schnell und einfach
zugdnglich sind. Speziell modifizierte Aminosduren, die z.B. aufgrund eines erhohten
sterischen Anspruchs nur eine geringe Acylierungseffizienz aufweisen, konnen eingebaut
werden, da das betroffene Segment in einem groBeren Ansatz dargestellt werden kann und so
die Ausbeute der Gesamtsynthese nicht beeinfluflit. Die durch die Ligation gebildeten linearen
Proteine werden mit in einer hoheren Reinheit und Ausbeute als bei der Fmoc-Chemie
erhalten, da das wasserlosliche Segment vorgereinigt eingesetzt werden kann. Ein von
Hackeng et al. [131] kiirzlich entwickelter Thiolinker ermdglicht eine unkomplizierte
Synthese 16slicher Thioesterpeptide iiber Boc-Chemie, wodurch die Reinheit und Ausbeute
der Reaktion noch weiter verbessert werden konnte.

Weiterflihrende Untersuchungen zur Etablierung der Ligation miissen in Zukunft jedoch noch
durchgefiihrt werden. Die Darstellung cysteinreicher Proteine wie z.B. der Chemokine HCC-2
und HCC-1 konnte durch eine multiple Ligation kleinerer Peptidsegmente weiter optimiert
werden. Gezielt modifizierte Derivate, die Verédnderungen auf nur einem Proteinsegment
tragen, konnten auf diesem Weg wesentlich schneller als mit der schrittweisen Peptidsynthese
dargestellt werden. Obwohl die Segmentkopplung native chemical ligation bisher nicht
vollstindig entwickelt ist, birgt dieses Syntheseverfahren, im besonderen die multiple
Ligation, zukiinftig ein groBes Potential zur schnellen Darstellung grofler, cysteinreicher
Proteine (bis zu 200 Aminosduren) [131]. Insbesondere der Einbau unnatiirlicher Aminoséuren

sowie kombinatorischer Synthesen kommen durch diese Moglichkeiten in Betracht.

Die Disulfidbriicken von HCC-2, einem Grofteil der HCC-2-Derivate sowie HCC-1 konnten
iiber eine oxidative Faltung in Gegenwart des Redoxsystems Cys/Cys, selektiv eingefiihrt
werden. Die regioselektive Verbriickung der Cysteine in [Ala64,104]HCC-2(48-113) stellt
eine sinnvolle Alternative zur oxidativen Faltung dar, da sie eine definierte
Disulfidverbriickung des resultierenden Proteins gewéhrleistet. Dies erspart die aufwendige
Analyse der Verbriickung unspezifisch oxidierter Disulfidisomere, die z.B. bei der oxidativen
Faltung von [Asp64,104]HCC-2(48-113) und [Ala64, Pro104]HCC-2(48-113) entstehen. Die

durch die optimierte Fmoc-Chemie dargestellten und anschlieBend gefalteten Proteine wurden
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innerhalb von 3-4 Wochen in Mengen von mehreren Milligramm (10-20 mg) erhalten, was
durch rekombinante Techniken nicht moglich ist. Dies entspricht einer Gesamtausbeute von
ca. 2,5% (bezogen auf 1 mmol eingesetztes Harz). Das primire Ziel, das Chemokin HCC-2
und gezielt modifizierte HCC-2-Derivate in ausreichender Menge flir biologische und
strukturelle Folgeuntersuchungen auf synthetischen Weg darzustellen wurde somit erreicht.
Da bei der regioselektiven Synthese von [Ala64,104]HCC-2(48-113) ein zusitzlicher
Reinigungsschritt nach der Bildung des monozyklischen Intermediats notwendig ist, liegt hier
die Gesamtausbeute bei ca. 1%. [Asp64,104]HCC-2(48-113) und [Ala64, Pro104]HCC-2(48-
113) wurden in geringerer Ausbeute erhalten, da die Sequenzmodifikationen offensichtlich

die fiir die Faltung notwendigen intramolekularen Wechselwirkungen storen.

5.2 Die Struktur/Aktivitiatsbeziechung von HCC-2

Die Funktion der ungewdhnlichen dritten Disulfidbriicke zwischen Cystein 64 und 104, des
Aminoterminus, der C-terminalen o-Helix und der bei allen CC-Chemokinen konserviert
vorliegenden Aminosdure Tyr70 sollte anhand von Punktmutationen und N-terminalen
Modifizierungen in Bezug auf die oxidative Faltung, die dreidimensionale Struktur sowie die

biologische Aktivitdit von HCC-2 untersucht werden.

Hierzu wurde zundchst HCC-2(48-113) eingehend untersucht. Die sechs freien Cysteine des
linearen HCC-2 falten ausschlieBlich d.h. selektiv in Gegenwart eines Redoxpuffers zu einem
korrekt verbriickten Produkt (Cystein 53-77, Cystein 54-93 und Cystein 64-104). Obwohl
HCC-2(48-113) im Vergleich zum Proprotein HCC-2(22-113) um 26 Aminosduren
N-terminal verkiirzt vorliegt, beinhaltet dieses Protein alle fiir eine selektive Faltung
notwendigen Informationen.

NMR-spektroskopische Strukturuntersuchungen von HCC-2(48-113) zeigten, daB3 dieses
Chemokin die chemokin-typische Tertidrstruktur, bestehend aus einem dreistringigen [3-
Faltblatt und einer dariiberliegenden C-terminalen o-Helix ausbildet [100]. Die
ungewOhnliche dritte Disulfidbriicke scheint keine Auswirkung auf die dreidimensionale
Struktur von HCC-2 zu haben und legt wahrscheinlich die Orientierung der N-terminalen
Aminosduren in Position 62 bis 67 fest. Diese Aufgabe wird bei den zweifach verbriickten
Chemokinen durch das konservierte Tryptophan erfiillt, das in HCC-2 durch Glyl00 ersetzt
ist. Im Gegensatz zu den meisten anderen CC- und CXC-Chemokinen, die zur einer

spezifischen Oligomerisierung unterschiedlichen Grades neigen, liegt HCC-2 unter den
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Bedingungen der bisher durchgefiihrten Messungen (NMR, SEC) ausschlieBlich als Monomer
vor.  Geringfligige  Sequenzunterschiede sind  vermutlich  fir die  fehlende

Dimerisierungsneigung von HCC-2 verantwortlich.

Es konnte gezeigt werden, dal HCC-2(48-113) einen  temporiren intrazelluliren
Ca”"-Anstieg in THP-1-Zellen (eine leukéimische, monozytire Suspensionszellinie) sowie die
Migration von Monozyten bei physiologisch relevanten Konzentrationen induziert. Wie
erwartet unterschieden sich die rekombinant und synthetisch erzeugten Chemokine nicht. Die
hier beobachtete biologische Aktivitdt des monomeren HCC-2(48-113) ist ein weiterer
Hinweis darauf, da Chemokinrezeptoren in vitro und in vivo durch monomere und nicht
dimere Chemokine aktiviert werden. Dieser Befund stimmt mit Untersuchungen iiberein, aus
denen klar hervorgeht, dal bei physiologisch relevanten Konzentrationen alle Chemokine
dissoziiert vorliegen [37]. Neueste Untersuchungen zur Dimerisierungsneigung der
Chemokine RANTES, MIP-1o. und MIP-1fB legen jedoch nahe, da3 auch die aggregierte
Form der Chemokine biologische Effekte {iber Chemokinrezeptor-unabhéngige Signaltrans-
duktionswege wie z.B. iiber Glycosaminglycane vermitteln [39]. Sollten Chemokine zu
therapeutischen Zwecken eingesetzt werden, wiirden bei einer Applikation der Proteine lokal
erhohte Konzentrationen auftreten unter denen die meisten Chemokine dimerisieren und
daher ungewollte Nebenwirkungen verursachen konnten. Monomere Chemokine wie z.B.
HCC-2 stellen demzufolge interessante Zielmolekiile zur weiteren Erforschung der

Mechanismus der Aggregation und deren Unterdriickung dar.

5.2.1 Die Funktion der dritten Disulfidbriicke

Der EinfluBB der fiir HCC-2 charakteristischen dritten Disulfidbriicke wurde anhand der
Proteine [Ala64,104]HCC-2(48-113), [Asp64,104]JHCC-2(48-113) und
[Cys(Acm)64,104]HCC-2(48-113) untersucht, die alle die vier typischen Cysteine der

Chemokine in konservierter Position tragen.

Von allen drei Proteinen konnte nur [Ala64,104JHCC-2(48-113), das anstelle der Cysteine 64
und 104 die sterisch weniger anspruchsvolle Aminosdure Alanin tragt, selektiv zum korrekt
verbriickten Produkt falten. Ein Selektivitdtsverlust der oxidativen Faltung wurde fiir
[Asp64,104]JHCC-2(48-113) und [Cys(Acm)64,104]HCC-2(48-113) beobachtet.
[Ala64,104]HCC-2(48-113) weist im Vergleich zu HCC-2(48-113) eine sehr #hnliche
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dreidimensionale Struktur auf. Abgesehen von geringfiigigen Verschiebungen der
Orientierung der Seitenkette von Ile72 wurden keine Verdnderungen beobachtet. Die beiden
erhaltenen zweifach verbriickten Disulfidisomere von [Asp64,104]JHCC-2(48-113) hingegen
bilden nach NMR-Experimenten keine definierte Tertidrstruktur aus. [Ala64,104]JHCC-2(48-
113) induziert in gleicher Weise wie HCC-2(48-113) bei physiologisch relevanten
Konzentrationen eine intrazellulire Ca”*-Ausschiittung in THP-1-Zellen sowie Chemotaxis
bei Monozyten, wohingegen die Disulfidisomere von [Asp64,104]HCC-2(48-113)

entsprechend ihrer undefinierten Struktur inaktiv sind.

Diese Ergebnisse zeigen, dal die ungewdhnliche dritte Disulfidbriicke von HCC-2 keinen
EinfluB} die Selektivitdt und das Produkt der Faltung, die Ausbildung der Tertidrstruktur sowie
die biologische Aktivitdit des Chemokins hat. Die vier konservierten Cysteine aller
Chemokine reichen hierfiir aus. Es kann spekuliert werden, daf3 die dritte Disulfidbriicke eine
zusétzliche Stabilisierung der dreidimensionalen Struktur bewirkt und so das zirkulierende

Chemokin vor einem vorzeitigen Abbau durch Proteasen schiitzt.

Werden an die Stelle der dritten Disulfidbriicke jedoch eine erhohte sterische Hinderung,
verursacht durch die Cysteinseitenkettenschutzgruppe Acm oder negative Ladungen, durch
die beiden y-Carboxygruppen der Asparaginsdure, gesetzt, so verlduft die bisher selektive
oxidative Faltung unspezifisch. Eine sterische Hinderung oder sogar eine AbstoBung der
Peptidketten in Position 64 und 104 aufgrund zweier negativer Ladungen unterdriicken
demzufolge eine fiir die oxidative Faltung essentielle, intramolekulare Wechselwirkung. Die
Selektivitdt des Faltungsprozesses wird daher zusétzlich zu den Wechselwirkungen der vier
konservierten Cysteine durch eine kovalente Bindung bzw. die rdumliche Anndherung der
Peptidregionen um Cys64 und 104 gesteuert. Keines der oxidierten Produkte von
[Asp64,104]HCC-2(48-113) scheint das fiir Chemokine typische dreistringige [-Faltblatt
bzw. die C-terminale a-Helix auszubilden. Eines der Produkte der oxidativen Faltung von
[Cys(Acm)64,104]HCC-2(48-113) hingegen zeigte nach einer sich anschlieBenden
Einfiihrung der dritten Disulfidbriicke die chemokin-typische Tertidrstruktur. Wéhrend eine
erhohte sterische Hinderung nur zu einem Selektivitatsverlust der Faltung fiihrt, scheint eine
komplette Unterdriickung der Annidherung der Peptidregionen um Position 64 und 104,
verursacht durch eine moglichst weite Abstoung negativer Ladungen, mit der Bildung der

dreidimensionalen Struktur des Chemokins unvereinbar zu sein. Aufgrund des Verlusts der
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Tertidrstruktur sind beide Produkte von [Asp64,104]HCC-2(48-113) folglich nicht mehr in
der Lage, die Membranrezeptoren CCR1 und CCR3 von HCC-2 zu aktivieren

5.2.2 Die Rolle des N-Terminus

Zwei N-terminal verldngerte und drei N-terminal verkiirzte Derivate von HCC-2(48-113)
wurden dargestellt. Alle N-terminal modifizierten Peptide falten oxidativ analog zu HCC-
2(48-113) selektiv zum korrekt verbriickten Protein. Der Aminoterminus des Chemokins ist in
den Faltungsproze8 folglich nicht bzw. nur in wuntergeordnetem Male involviert.
Dariiberhinaus konnte gezeigt werden, da3 das N-terminal um 26 Aminosduren verldngerte
HCC-2(22-113) analog zu HCC-2(48-113) vermutlich ausschlielich als Monomer vorliegt.
Systematische NMR-spektroskopische Strukturuntersuchungen des CC-Chemokins MIP-1[3
haben gezeigt, dal N-terminale Verkiirzungen nicht die Tertidrstruktur jedoch die
Oligomerisierungsneigung der Chemokine beeinflussen [35]. Da weder bei HCC-2(22-113)
noch bei dem um 26 Aminosduren N-terminal verkiirzten HCC-2(48-113) eine dimere
Quartéarstruktur auftritt, kann fiir die vier verbleibenden, N-terminal nur noch um bis zu drei
Aminosduren verkiirzten HCC-2-Derivate eine zu HCC-2(48-113) analoge monomere

Tertidrstruktur angenommen werden.

Mit Ausnahme von HCC-2(22-113) stimulieren alle N-terminal modifizierten Peptide
dosisabhiingig eine intrazellulire Ca*'-Ausschiittung in THP-1-Zellen. Das 92 Aminosiuren
enthaltene Protein ist demnach entweder ein Antagonist oder wahrscheinlicher eine biologisch
inaktive Form von HCC-2. Dieses Ergebnis steht im Widerspruch zu Arbeiten von Youn ef al.
[79], in denen eine agonistische Aktivitit des rekombinant in E. coli erzeugten Chemokins an
CCRI1- und CCR3-Rezeptoren gezeigt wurde. Unter Berlicksichtigung, daB3 das Gen von
HCC-2 ein sekretorisches Signalpeptid aufweist, legen die hier erhaltenen Ergebnisse nahe,
daB es sich bei HCC-2(22-113) um das inaktives bzw. sehr schwach aktive Proprotein von
HCC-2 handelt. Proproteine werden nach der Transkription aus der Zelle ausgeschleust und
im Folgenden durch eine proteolytische Prozessierung in das funktionell aktive Peptid, wie
z.B. HCC-2(48-113), konvertiert. Diese Vermutung sollte in Zukunft durch weitere

biologische Versuchssysteme bestatigt werden.

Die Verkiirzung des Aminoterminus von HCC-2 fiihrte im Gegensatz zu Studien an RANTES
[51, 52], MCP-1 [45, 46] und MDC [44] zu keiner antagonistische Aktivitdt der resultierenden
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HCC-2-Derivate. Dieses  Ergebnis steht  nicht im  Widerspruch  zum
Zweistufenbindungsmodell der Chemokine (siche 1.3), da die bisher durchgefiihrten
biologischen Versuche nicht geeignet sind, spezifische Unterschiede der Ligand-Rezeptor-
Interaktionen der einzelnen HCC-2-Derivate exakt nachzuweisen. Unterschiede in der
maximalen Ca’"-Stimulation weisen jedoch auf mogliche Verinderungen der
Rezeptorselektivitdt und -aktivierung hin. Abhéngig von der Linge des N-Terminus ist es
denkbar, dall verschiedene CC-Chemokinrezeptoren, in diesem Fall CCR1 und CCR3, in
unterschiedlichem Ausmal} aktiviert bzw. blockiert werden. Aufbauend auf diesen initialen
Untersuchungen werden z. Z. quantitative Bindungsstudien an stabil mit nur einem
CC-Chemokinrezeptor (CCR1 oder CCR3) transfizierten Zellen durchgefiihrt. Diese Studien
erlauben die Kinetik der Rezeptor-Ligand-Interaktion und die Affinitdtsunterschiede einzelner
Liganden nachzuweisen, wodurch funktionelle Unterschiede der N-terminal verkiirzten

HCC-2-Derivate im Detail aufgeklart werden konnen.

5.2.3 Die Rolle der a-Helix

Die Funktion der C-terminalen o-Helix sollte anhand von [Ala64, Pro104]JHCC-2(48-113)
untersucht werden, in dem die Bildung dieses Strukturelements durch eine Substitution von
Cys104 gegen ein helixbrechendes Prolin gestort wurde. Die oxidative Faltung dieses Proteins
verlief in hohem Ausmal unspezifisch. Es bildete sich bevorzugt ein monozyklisches Produkt
sowie zwei zweifach verbriickte Disulfidisomere. Keines der beiden zweifach verbriickten
Isomere zeigte bei NMR-Untersuchungen eine definierte Tertidrstruktur. Demnach
unterdriickt die Substitution von Cys104 gegen Prolin nicht nur wie beabsichtigt die Bildung
der C-terminalen o-Helix, sondern ebenso die Bildung des chemokin-typischen
dreistrangigen, antiparallelen B-Faltblatts. Dieser tiberraschende Befund weist darauf hin, dal3
die o-Helix ein essentieller Bestandteil der Gesamtstruktur von HCC-2 ist, welche die
Ausbildung der Tertidrstruktur und damit die Selektivitdt der oxidativen Faltung mafgeblich
beeinfluft. Keines der beiden erhaltenen Disulfidisomere stimulierte eine intrazelluldre
Ca”"-Ausschiittung in THP-1-Zellen. Dies ist aufgrund der fehlenden Tertidrstruktur des

Chemokins nicht verwunderlich.

Anhand von [Ala64, Pro104]HCC-2(48-113) konnte der EinfluB3 der a-Helix auf die Ligand-
Rezeptor-Interaktion von HCC-2 nicht aufgeklart werden, da die fehlende o-Helix zu einem

kompletten Verlust der Sekundér- und Tertidrstruktur des Chemokins fiihrt. Ein hierzu
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widerspriichliches Ergebnis wurde von Clark-Lewis et al. [43] bei der Synthese C-terminal
verkiirzter Derivate des CXC-Chemokins IL-8 erhalten. Analog zu der in dieser Arbeit
verfolgten Synthesestrategie wurden dort IL-8-Derivate durch einen schrittweisen Aufbau der
Peptidkette und einer sich anschlieBenden oxidative Faltung erhalten. In Folgeuntersuchungen
zeigte ein IL-8-Derivat, dem die C-terminale o-Helix sowie ein PB-Turn fehlten, eine
verminderte, jedoch detektierbare chemotaktische Aktivitdt an neutrophilen Granulozyten. Es
war dartiber hinaus in der Lage, an neutrophilen Granulozyten gebundenes, iodiertes IL-8 zu
verdrangen. Die biologische Aktivitit diese IL-8-Derivats legt nahe, dafl es im Gegensatz zu
[Ala64, Prol104]JHCC-2(48-113) trotz der fehlenden a-Helix alle anderen prinzipiell fiir die
Rezeptorinteraktion notwendigen Strukturelemente ausbildet. Untersuchungen an anderen
Chemokinen miissen zeigen, ob die bei HCC-2 beobachtete essentielle Rolle der a-Helix fiir
die Ausbildung der Tertidrstruktur generell giiltig ist oder ausschlieBlich hier auftritt. Um die
funktionelle Relevanz der a-Helix von HCC-2 aufzukliren, muf3 fiir ein geeignetes Derivat
eine alternative Synthesestrategie etabliert werden. Ein moglicher Ansatz konnte die
enzymatische Abspaltung der kompletten a-Helix aus dem korrekt verbriickten Chemokin

[Ala64,104]HCC-2(48-113) sein.

5.2.4 Die Rolle der Einzelmutation Tyr70Leu

Fiir das CXC-Chemokin IL-8 konnte gezeigt werden, dall eine Substitution der konservierten
Aminosdure Leucin70 im ersten Strang des P-Faltblatts gegen sterisch aufwendigere
Aminoséduren wie z.B. Tyrosin zu einer verminderten CXC-Chemokinaktivitit jedoch auch zu
einer neu hinzu gewonnenen agonistischen Aktivitdt an CC-Chemokinrezeptoren fiihrt [132,
42]. CD- und NMR-spektroskopische Untersuchungen der IL-8-Mutanten legen die
Vermutung nahe, daBl der im Vergleich zu CXC-Chemokinen verminderte o-helikalen
Strukturanteil ein Grund fiir die agonistische Aktivitit an dem CCR1-Rezeptor ist. Der o-
helikale Anteil der CC-Chemokine liegt sogar noch darunter. Um den Mechanismus der
Rezeptorselektivitit der Chemokinfamilien eingehender zu untersuchen, wurde ein HCC-2-
Derivat dargestellt, in dem das bei den CC-Chemokinen an dieser Stelle konservierte Tyrosin
durch Leucin ersetzt wurde.

Anhand von [Leu70]HCC-2(48-113) konnte gezeigt werden, dafl diese Einzelsubstitution
weder die Selektivitdt der oxidativen Faltung, die Tertidrstruktur, noch die intrazellulire
Ca®’-Stimulation in THP-1-Zellen beeinfluft. NMR-Strukturuntersuchungen zeigen
eindeutig, daB3 sich der a-helikale Anteil dieses Chemokins im Vergleich zu HCC-2(48-113)
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nicht verdndert hat. Sollte der o-helikale Anteil der Tertidrstruktur fiir die spezifische
Rezeptorerkennung der CC- und CXC-Chemokine verantwortlich sein, so miiften
Folgeuntersuchungen zeigen, dall [Leu70]JHCC-2(48-113) keine neu hinzugewonnene CXC-
Chemokinaktivitdt aufweist. Die bisher durchgefiihrten Untersuchungen eignen sich indes
nicht, Effekte auf die Rezeptorerkennung und -selektivitit nachzuweisen. In dieser Arbeit
wurde jedoch die Voraussetzung fiir Rezeptorbindungsstudien an CXC- und CC-
Chemokinrezeptoren geschaffen, die den Effekt der hier vorgenommenen Einzelsubstitution
auf die Affinitdt und Kinetik der Ligand-Rezeptor-Interaktion nachweisen werden. Ebenso
erlaubt die entwickelte Synthesemethodik die Herstellung von praktisch beliebigen
Chemokin-Chimédren, die wichtige Hilfsmittel bei der Aufklarung der Interaktion von

Chemokinen und ihrer spezifischen Zelloberflichenrezeptoren darstellen.
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6 Zusammenfassung

Chemokine spielen eine zentrale Rolle bei der Aktivierung und Rekrutierung bestimmter
Leukozytenfamilien und beeinflussen so mallgeblich die Pathogenese entziindlicher
Krankheiten. Das Interesse an dem Mechanismus der Ligand-Rezeptor-Interaktion der
Chemokine ist seit der Entdeckung, daBl HIV Leukozyten iiber Chemokinkorezeptoren
infiziert,  erheblich  gestiegen. In  der  vorliegenden  Arbeit sollte  die
Struktur/Aktivititsbeziechung des neuen humanen CC-Chemokins HCC-2 anhand
synthetischer Derivate aufgekldrt werden. Aus diesem Grund wurden verschiedene
Synthesestrategien, die schrittweise Peptidsynthese und die Segmentkopplung durch native
chemical ligation und Schutzgruppentaktiken, Boc- und Fmoc-Chemie, auf ihre Eignung zur
Darstellung von HCC-2 und verwandter Proteine erprobt. Die zwei bzw. drei Disulfidbriicken
dieser Proteine wurden durch eine oxidative Faltung und alternativ durch einen regio- und
semiregioselektiven Ansatz selektiv eingefiihrt.

Es konnte gezeigt werden, daB HCC-2(48-113) und HCC-2-Derivate iiber eine optimierte
Fmoc-Synthesestrategie, gefolgt von einer oxidativen Faltung der linearen Peptide schnell
und in hoher Reinheit hergestellt werden kdnnen. Unvorhergesehene Modifikationen durch
posttranslationale Prozessierungen, wie sie bei der Expression von HCC-2 in verschiedenen
Wirtsorganismen beobachtet wurden, werden so umgangen. Das verwandte Chemokin HCC-1
konnte durch einen analogen Syntheseweg ebenfalls synthetisiert werden. Das in dieser Arbeit
verwendete Syntheseverfahren basierend auf einer systematische Optimierung des Fmoc-
Chemie ermoglicht demzufolge auch den Zugang auch zu anderen pharmakologisch
relevanten Proteinen von dhnlicher GroBe. Erste Untersuchungen zur native chemical ligation
zeigten, dall diese Methode zukiinftig ein vielversprechendes Potential zur Darstellung
groBerer cysteinreicher Proteine aufweist.

Strukturuntersuchungen von HCC-2(48-113) zeigten, daBl dieses Chemokin die typische
Tertidrstruktur aller Chemokine, jedoch keine dimere Quartdrstruktur ausbildet. Es konnte
zudem nachgewiesen werden, dafl die C-terminale a-Helix fiir die Bildung der Sekundér- und
Tertidrstrukturelemente von HCC-2 essentiell ist. Die dritte Disulfidbriicke, die Lange des
Aminoterminus sowie eine Einzelsubstitution (Tyr70Leu) auf dem ersten Strang des -
Faltblatts hingegen beeinflussen die dreidimensionalen Struktur von HCC-2 nicht. Mit
Ausnahme von HCC-2(22-113) bewirken alle HCC-2-Derivate mit einer stabilen
Tertidrstruktur in vitro eine Erhohung der intrazelluliren Ca*"-Konzentration. Weitere
detaillierte Untersuchungen insbesondere Rezeptorbindungsstudien sind notwendig, um die
Verdnderungen der Rezeptorselektivitidt und —aktivierung der N-terminal modifizierten HCC-
2-Derivate sowie der Leucin70-Mutante eingehender zu untersuchen. Die bisher
durchgefiihrten und nunmehr moglichen exakten Studien zur Struktur/Aktivitdtsbeziehung
von HCC-2 stellen eine Grundlage zur Charakterisierung des Mechanismus der
Chemokinrezeptorbindung und -aktivierung dar. Hierdurch kann die notwendige
Voraussetzung fliir ein Design therapeutisch wirksamer Chemokinrezeptorantagonisten
geschaffen werden.
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