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Einleitung

1. Einleitung

Die Fehlfaltung von Proteinen spielt eine wichtige Rolle bei der Entstehung neurode-
generativer Krankheiten wie Alzheimer, Typ |l Diabetes, Parkinson und Huntington.!"
Die durch diese Fehlfaltungen entstehenden Ablagerungen (Plaques) akkumulieren
aufgrund ihrer Wasserunldslichkeit in Nervenzellen und erzeugen Durchblutungssto-
rungen, wodurch die Kommunikation der Zellen untereinander gestort wird.

Auf der Proteinfehlfaltung basierende neurodegenerative Krankheiten werden als
Amyloidosen bezeichnet. Historisch stammt der Ausdruck ,Amyloid“ aus dem Grie-
chischen, wodurch die Ahnlichkeit der Plaques in ihrer helicalen Struktur mit dem
Polysaccharid Amylose (Starke) unterstrichen werden sollte. Den Nachweis flir Abla-
gerungen in menschlichen Geweben erbrachte Virchow unter Verwendung eines lod-
Schwefelsaure-Gemisches unter Entstehung eines blauen Farbumschlages'®?®, wel-
cher charakteristisch fiir den lod-Amylose-Komplex ist.*! Der spatere Einsatz des

Farbstoffes Kongorot etablierte sich fiir den positiven Nachweis von Plaques.®

1.1. Amyloidcharakteristika

Amyloide sind geradlinig sowie unverzweigt fibrillar aufgebaut und weisen einen
Durchmesser von 5-10 nm auf. Die ,cross-g*“Faltblattstruktur konnte mit Hilfe von
Réntgenbeugungsexperimenten nachgewiesen werden.!® Der schematische Aufbau

einer Amyloid-Fibrille ist in Abbildung 1 gezeigt.

Abb. 1: Schematische Darstellung einer Amyloid-Fibrille in der p-Faltblatt-Konformation."
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Die ,cross-B“-Faltblattstruktur wird durch die Orthogonalitat der Faltblattstrange zuei-
nander sowie die Orientierung der Wasserstoffbrickenbindungen parallel zur Fibril-
lenachse definiert.”! Die Abhangigkeit von Aggregationsprozessen zu gréReren Fib-
rilen gegenuber vorhergehender Keimbildung konnte mit Hilfe kinetischer Messun-
gen nachgewiesen werden.®® Simulationen von Fehlfaltungsprozessen zeigten, dass
beitragende Proteine mehr a-helicale Fragmente in ihrer nativen Form beinhalten,
wobei im pathogenen Bereich der p-Faltblattanteil dominiert.”! Resultierend entste-
hen durch Konformationsanderungen in den nativen Proteinen fehlgefaltete Interme-
diate, welche in wassrigen Medien instabil sind und somit die Aggregation zu -

faltblattreichen Oligomeren fordern.!”!

1.2. Morbus Alzheimer

Die Alzheimer’'sche Krankheit ist die prominenteste Form im Bereich der neurodege-
nerativen Krankheiten und stellt eine Art der senilen Demenz dar, welche erstmals
von Alois Alzheimer (1864-1915) im Jahre 1906 erldutert wurde.!""'? In einem Alter
zwischen 65 und 75 Jahren sind circa 3%, zwischen 75 und 84 Jahren ungefahr 20%
und uber 85 Jahren etwa 50% der Menschen an dieser Form der Altersdemenz er-
krankt.["?!

Allgemein lasst sich der Krankheitsverlauf in drei Phasen unterteilen. Anfangliche
Symptome sind beispielsweise das Vergessen von kurzlich durchlebten Geschehnis-
sen oder Namen. Nach zwei bis vier Jahren zeigt die zweite Phase Personlichkeits-
veranderungen, Orientierungs- und Konzentrationsstérungen, Stimmungsschwan-
kungen sowie Beeintrachtigungen des Kurzzeitgedachtnisses. Letztlich kommen
physische Beeintrachtigungen und das familiare Austreten, zum Beispiel das Ver-
gessen von Familienmitgliedern, hinzu, was nach weiteren ein bis drei Jahren
schlieRlich zum Tod der betroffenen Person fiihrt.!'!

Eine sichere Diagnose der Alzheimer’'schen Krankheit Iasst sich nur nach dem Tod
des Patienten durch Untersuchung des Gehirns erstellen. Charakteristische Merkma-
le sind intrazellulare neurofibrillare Bandel und extrazellulare amyloide Ablagerun-
gen. Abb. 2 zeigt schematisch gesunde Neuronen sowie pathologische Veranderun-

gen, die durch Morbus Alzheimer hervorgerufen wurden.
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Abb. 2: Links: Gesunde Neuronen. Rechts: Neuronen mit neurofibrillaren Biindeln und
Plaques."

1.2.1. Das Amyloid-B-Peptid und die Amyloid-Kaskaden-Hypothese

Das Amyloid B-Peptid hat eine GréRe von 4 kDa und entsteht durch proteolytische
Spaltung des Amyloid Precursor Proteins (APP), welches ein Transmembranprotein
mit unbekannter Funktion ist."®'" Es besitzt eine lange extrazelluldre und eine kurze
intrazellulare Einheit und enthalt drei proteolytische Schnittstellen fur die a-, -, und

y-Sekretase. In Abbildung 3 ist die APP-Prozessierung schematisch dargestellt.

a-sAPP Z  aCTF

D E— Y

l y-secretase

p3 fragment

a-sAPP

— AICD
L e ) — ] amm Sy

Abb.3: Schematische Darstellung der APP-Prozessierung.

[18]
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Uber die o-Sekretase-Spaltung entsteht das l6sliche sAPP-a-Fragment, welches in
den extrazellularen Raum abgegeben wird sowie eine C-terminale Einheit (C83),
welche aus 83 Aminosé&uren besteht und in der Membran erhalten bleibt."®?% Fir die
Sequenz des Amyloid-pB-Peptids sitzen die Schnittstellen der a-Sekretase zwischen
dem Lysin (16) und dem Leucin (17). Die y-Sekretase spaltet das C83-Fragment in
ein kurzes Oligopeptid (p3: AB(17-40), Ap(17-42)).[2"]

Des Weiteren kann das APP Uber die B-Sektretase so gespalten werden, dass ein
sAPP-B-Fragment und ein C-terminales Fragment (C99) gebildet wird. C99 besteht
aus 99 Aminosauren und wird schlie8lich Uber die y-Sekretase gespalten. Letztlich
wird das AB-Peptid mit unterschiedlichen Grofen in Abhangigkeit von der Anzahl der
Aminosauren (zwischen 39 und 43) gebildet. Am haufigsten entstehen Ap(1-40) und
AB(1-42), wobei letzteres schneller Fibrillen ausbilden kann und somit die pathogene-
re Version der beiden AB-Proteine darstellt.?#%*!

Die Schnittstelle fur die y-Sekretase befindet sich im hydrophoben Teil des APP. Un-
gewohnlich ist allerdings, dass Wasser bei der Spaltung eine grof3e Rolle spielt, so
dass eine Schadigung der Membran vorhergehen miusste. Jedoch konnte festgestellt
werden, dass AP(1-40) und AB(1-42) in gesunden Zellen ohne jegliche Beein-
trachtigung der Membran generiert werden kénnen.? Es ist bekannt, dass zu circa
85% AB(1-40) und zu ungefahr 5-10% AB(1-42) im menschlichen Gehirn gebildet

werden. [

H-D'-A-E-F-R’-H-D-5-G-Y'°-E-V-H-H-O"-K§-B-§-B-7°°-2-E-D-v-
G*°-5-N-K-G-A*°-1-1-G-L-M*-V-l|-§-B-§'°-B-B**-or

Abb. 4: Aminosauresequenz von Af(1-42), wobei die rot unterlegten Einheiten als kritisch fiir

die Aggregation angesehen werden.””

Die Erscheinungsform von erblichen Pragungen, welche auf Mutationen innerhalb
des APPs basieren, veranschaulicht die zentrale Rolle von APP in der Pathogenese
der Alzheimer'schen Krankheit. Auf Grund dessen wurde die Amyloid-Kaskaden-
Hypothese aufgestellt. Eine erhdhte AB-Produktion, insbesondere Ap(1-42), wird
durch eine umgewandelte Prozessierung des APPs verursacht. In der Aggregations-
phase bilden sich Fibrillen aus und es kommt zu Ablagerungen in diffusen Plaques.

Solche amyloidogenen Ablagerungen fuhren zur Schadigung von Neuronen oder
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induzieren entzundliche Reaktionen, durch die Zellen in Mitleidenschaft gezogen
werden. Folglich entstehen Stoffwechselstérungen sowie oxidativer Stress. Durch
Hyperphosphorylierung des t-Proteins bilden sich sogenannte neurofibrillare Blndel,
die neuronale Fehlfunktionen und folglich die Neurodegeneration auslésen, was letzt-

lich zur Altersdemenz fiihrt.!'%%¢!

1.2.2. Fibrillogenese des AB-Peptids

Eine vollstandige Aufklarung des genauen Mechanismus von monomeren Af-
Peptiden bis hin zur Fibrille ist bis jetzt noch nicht bekannt.*”! Jedoch ist bereits be-
kannt, dass sich Vorstufen fibrillarer Aggregate mit spezieller Struktur ausbilden.?®2*!
Solche Protofibrillen scheinen Zwischenstufen bei der Aggregation amyloidogener

Peptide zu sein und wurden bei Untersuchungen von A3 entdecki.

€ J
Monomere Nucleus Protofibrille Fibrillen

Abb. 5.: Schematische Darstellung der Ap-Fibrillogenese.””®

Fir die Fibrillenbildung von AP liegt eine Sekundarstrukturanderung zu einer B-
Faltblattkonformation zugrunde. Mittels CD-Spektroskopie konnte zunachst ein an-
steigender, dann jedoch wieder abnehmender Anteil einer a-helicalen Struktur ge-
messen werden. Es ist zudem noch bekannt, dass sich AB(1-40) in einem Gleichge-
wicht zwischen monomeren, dimeren, trimeren und tetrameren Einheiten befindet,
wahrend AB(1-42) sofort zu pentameren bis hexameren Zustanden aggregiert, wel-
che als sogenannte spharische perlenartige Paranuclei bezeichnet werden.® Diese
grolReren Oligomere dienen als Nukleationskeime fur die Bildung von Protofibrillen,
welche letztlich zu den Fibrillen heranwachsen. Von grof3er Bedeutung fur die Aggre-
gation und die daraus folgende Fibrillenbildung ist die Sequenz AB(16-20). Einheiten
dieser Sequenz sind zwar nicht fahig alleine zu aggregieren, jedoch konnte eine Fib-

rillenbildung mit den benachbarten Aminosauren 14-15 und 21-23 beobachtet wer-
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den.®" Ohne Vorhandensein dieses kritischen Sequenzabschnittes ware Ap(1-42)
nicht in der Lage Fibrillen auszubilden. Es ist darauf hinzuweisen, dass die a-
Sekretase das APP so zerlegt, dass die besagte kritische Sequenz in p3 nicht mehr
vorhanden ist. Ebenfalls von kritischer Bedeutung ist der Sequenzabschnitt Ap(17-
20).*? In Bezug auf das oben beschriebene Modell stehen Monomereinheiten von
AB im Gleichgewicht zwischen einer a-helicalen und p-Faltblattkonformation, wobei
die zur Aggregation fahigen ,cross-f“-Monomere aus dem Gleichgewicht entfernt
werden konnen, was das Gleichgewicht auf die Seite der p-faltblattkonformierten
Einheiten schiebt.

Da die Aggregation von AB(1-42) im Vergleich zu AB(1-40) wesentlich schneller ver-
lauft, sind die beiden Aminosauren des C-Terminus von AB(1-42) ebenfalls als kri-
tisch einzustufen. Es besteht die Moglichkeit, dass durch zwei zusatzliche hydropho-
be Aminosauren die Aggregation begunstigt wird. ,Cross-linking“-Studien von AB(1-
42) via Photoinduktion zeigten, dass Isoleucin(41) fur die Bildung der Paranuclei und
Alanin(42) fur die Selbstorganisation dieser Paranuclei zu groReren Oligomeren ver-
antwortlich sein kénnten. !

Spater wurde von Teplow et al. gezeigt, dass die monomere Konformation, die an
der Fibrillenbildung beteiligt ist, durch den Sequenzabschnitt AB(24-28) induziert
wird.[*4

Zum Prozess der Fibrillogenese tragt die Akkumulation eines a-helicalen, oligomeren
Intermediates bei, weshalb Kirkitadze et al. ein Modell unter Verwendung dieses
Nachweises definierten.®® Ebenfalls auf oligomerer Ebene findet der Ubergang zu
einer B-Faltblattkonformation statt. GroRere, unlésliche Oligomere besitzen eine -
Faltblattstruktur, wohingegen kleinere, l6sliche Oligomere eine a-helicale Struktur
aufweisen.?® Die Bildung von Fibrillen ist vermutlich entropisch abhéngig von hydro-
phoben Kontakten zwischen drei bis sechs Protofibrillen. Mit Hilfe von Untersuchun-
gen des Fibrillenwachstums konnte herausgefunden werden, dass ein kooperativer
Prozess mit konstanter Elongationsgeschwindigkeit vonstatten geht.*® Ebenfalls be-
steht die Moglichkeit der Entstehung reifer Fibrillen aus gréReren Oligomeren oder
die Bildung von Protofibrillen durch Monomeraddition.®” Uber die vorhandenen Dis-
kussionsansatze hinaus kann gesagt werden, dass die Entwicklungsstadien von A

neurotoxische Eigenschaften besitzen.
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1.2.3. Therapeutische MaRnahmen

Die Entwicklung effektiver Therapieansatze wird dadurch eingeschrankt, dass der
Mechanismus der Alzheimer’'schen Erkrankung auf chemischer Grundlage nicht voll-
standig geklart ist. Standardisierte Behandlungsmethoden flihren nur zu kurzzeitigen
Hemmungen mancher Symptome. Die Deutsche Gesellschaft fir Allgemein- und

Familienmedizin (DEGAM) empfiehlt folgende Antidementival®®:

e Acetylcholinesterasehemmer: Donepezil (1) (Aricept®), Galantamin (Remi-
nyl®), und Rivastigmin (Exelon®)
e N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptor-Antagonist: Memantin (2) (Axura®, Ebixa®)

0O HoN
_O
~No N
1 C 2
Abb. 6: Strukturen von Donepezil (1) und Memantin (2) (Stand 2008).

Im Allgemeinen zeigen die verwendeten Medikamente eine geringe Effektivitat und
kdnnen ebenfalls schwerwiegende Nebenwirkungen auslésen.?*4°4"! |n gegenwarti-
gen Therapieansatzen werden neuroprotektive Wirkstoffe*, antiinflammatorische
Mittel*®!,  Antioxidantien**, Metallchelatorent*>*¢4"48l ynd N-Methyl-D-Aspartat-
Rezeptor-Antagonistent9°°°1:%?] gingesetzt.

Auf Grundlage der Amyloid-Kaskaden-Hypothese versuchen die meisten Therapie-
ansatze die Amyloid-Kaskade zu beeinflussen. Es sollen die Bildung der neurotoxi-
schen Ap-Aggregate inhibiert oder schon gebildete Aggregate aufgeldst werden. Am
haufigsten durchgefilhrte Methoden sind die AB-Immunisierung®®***! sowie die Inhi-

bierung der AB-Bildung.>>*®
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Abb. 7: Schematische Darstellung therapeutischer Anséatze im Hinblick auf die AB-Produktion

und Oligomerisierung.[m]

Es gibt drei Hauptansatze die Bildung des AB-Peptids zu verhindern, und zwar die
Inhibierung der p-Sekretase®’ % der y-Sekretase!®®®"! und der Ap-Polymerisation.
Im Folgenden soll die Inhibierung der AB-Polymerisation naher behandelt werden, da

dieser Bereich fur die vorliegende Thematik als Grundlage dient.

1.2.4. Suppression der Fibrillogenese

Aufgrund der Amyloid-Kaskaden-Hypothese ist die AB-Polymerisation die grund-
legende pathogene Ursache von Morbus Alzheimer. Im Gegensatz zu monomerem
AB, das ebenfalls im gesunden Organismus gebildet wird, besitzt oligomerisierendes
AP neurotoxische Eigenschaften, die zum Auftreten von Demenz fuhren. Es ist je-
doch nicht ganz deutlich, ob grof3e Fibrillen oder kleine I6sliche Oligomere als neuro-
toxische Spezies angesehen werden sollen. Bis heute konnte noch keine direkte Re-
lation zwischen der Anzahl der Plagues und dem Fortschreiten der Krankheit nach-
gewiesen werden. Aus diesem Grund stellt die Inhibierung der Proteinaggregation
durch kompetitive Liganden einen eventuell wichtigen therapeutischen Ansatz dar,
um eine Polymerisation mdglichst vollstandig zu unterdricken. Mdoglichkeiten sind
beispielsweise der Einsatz von Reagenzien, welche die pB-Faltblattstruktur destabili-

sieren oder durch Komplexierung von monomerem Ap die Bildung von Oligomeren
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verhindern. ldealerweise sollte A auf der monomeren Stufe oder auf noch nicht toxi-
schen oligomeren Stufen stabilisiert werden. Aufgrund dessen waren Liganden, die
eine Komplexierung der AB-Monomere hervorrufen im ungunstigsten Fall ungeeignet,
da dies ebenfalls zur Stabilisierung von toxischen Intermediaten fuhren kénnte und

sich der Krankheitsverlauf somit verschlechtern wiirde.®?

B-Faltblattliganden: Stabilisierung
der Monomer Stufe

Inhibieren auf einer oligomeren Stufe
durch Verkappen der B-Faltblatter

Abb. 8: Schematische Darstellung fiir mégliche Aggregationsinhibitoren.””’

Die in vitro Inhibierung der Ap-Fibrillogenese sowie die Reduzierung der Toxizitat
konnten fiir mehrere kleine Molekiile beobachtet werden.®?

Die Hemmung der AB-Neurotoxizitat durch den Farbstoff Kongorot (3) begrindet sich
in der Komplexierung amyloider beziehungsweise vorgeformter Fibrillen, woraus die
Inhibierung der Fibrillenbildung resultiert.®® Ebenfalls inhibierende Wirkung zeigen
Farbstoffe wie Benzofuran-Derivate!®*®>%®7l kleine anionische Sulfonat- und Sulfat-
Einheiten!®® und arylische Sulfonamide.!®!

Das Lepra-Medikament Rifampicin (4) hemmt die Aggregation des AB(1-40)-Peptids
und fiihrt ebenfalls zur Reduzierung der Neurotoxizitat.'” Der kdrpereigene Wirkstoff
Melatonin (5), welcher in der Behandlung von Schlafstdrungen eingesetzt wird, zeigt
ebenfalls erfreuliche Resultate.”""? Clioquinol (6), ein Kupfer- und Zinkchelator, re-
duziert die Agglomeration von AB-Monomeren durch Komplexierung von Kupfer-

lonen aus dem Aggregationsprozess.l’>747°:7¢l
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Abb. 9: Strukturen von Kongorot (3), Rifampicin (4), Melatonin (5) und Clioquinol (6).

Die Hemmung der Fibrillogenese und sogar die Auflésung von schon entstandenen
Fibrillen verursachen weitestgehend aromatische Verbindungen, zum Beispiel Poly-
phenole und Nordihydroguaiaretische Saure.’”"® Das Polyphenol Tannin (7) konnte
die Fibrillenbildung aufhalten, wobei der genaue Mechanismus noch nicht geklart
ist.”® Curcumin (8) und Rosmarinsdure (9) besitzen laut Ono et al. anti-
amyloidogene Eigenschaften.’®® Sowohl in vitro als auch in vivo bindet Curcumin (8)

direkt an amyloide Untereinheiten und blockiert somit die Aggregation sowie die Fib-
81]

OH
R 0 OH
T R=—o*@[°m)©[w
R OHO
OH

7

rillenbildung.

OH
H H
o o o 0.0 0]
HO 8 OH HO 9
Abb. 10: Strukturen von Tannin (7), Curcumin (8) und Rosmarinsaure (9).

Jedoch zeigen manche dieser Inhibitoren unter anderem eine gewisse toxische Wir-
kung, einen ungeklarten Wirkmechanismus sowie eine geringfugige Spezifitat.
Darauf folgend wurden peptidische Verbindungen entwickelt, welche selektiv Ap bin-

den und ebenfalls dessen Aggregation inhibieren sollen. Von Hilbich et al. wurde ge-

10
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zeigt, dass ein Areal im hydrophoben Bereich um die Reste LVFF (17-20) (siehe
Abb. 4) fur die Entstehung von p-Faltblattstrukturen von duRerster Wichtigkeit ist.*"

FUr den Sequenzabschnitt KLVFF (16-20) konnten Tjernberg et al. beobachten, dass
diese Einheit ausschlaggebend fur die AB-Protein-Protein-Wechselwirkung ist. Dieser
Abschnitt bindet stereospezifisch unter Ausbildung einer anti-parallelen f-
Faltblattstruktur an die homologe Sequenz des Ap-Peptids.®? Fiir diese Stereospezi-
fitat sollen die Aminosauren Leucin, Lysin und das C-terminale Phenylalanin verant-
wortlich sein.[¥

Die Sequenz 16-21 wurde dann als Erkennungsmotiv fur weitere Strategien zur Inhi-
bierung der Aggregatbildung verwendet.

Es sollte die Erkennungssequenz mit geladenen Resten verknupft werden, um den
hydrophoben Anteil zu reduzieren.®*#® Eine erhéhte Oberflachenspannung diente

als Antrieb fiir die Aggregation toxischer Ap-Oligomere. !

Abb. 11: Struktur von KLVFF-KKKK (10) nach Murphy et al..*

Zum anderen wird durch das Einfihren von N-Methyl- oder N-Alkyl-Gruppen die
Ausbildung von Wasserstoff-Wasserstoff-Briickenbindungen auf einer Bindungsseite
blockiert.®’!

blockierte Seit

O Leu | O Phe | 0]
AcHN\é)LH N \ N A,
Lys O Val O Phe

Interaktion durch Ausbildung von Wasserstoffbriicken

Abb. 12: Blockierung eines Peptidriickgrats durch N-Methylaminoséuren.[m

11
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Durch Einfuhren sperriger Gruppen soll die Kommunikation mit weiteren Faltblatt-

strangen unterdriickt werden.[®®

0
N H o
N N
o ?/4N o
© ¢ N OH
11 H

HOY "OH

Abb. 13: Ein Beispielpeptid Cholyl-LVFFA-OH 11 nach Findeis et al..*®

Uber die Einfiihrung der Aminoséure Prolin wird die B-Faltblattstruktur des Ap-
Peptids destabilisiert, da die ringformige Geometrie der sekundaren Aminosaure ei-
nen Knick in der Struktur bewirkt.!

Abb. 14: Nach Soto et al. modifiziertes Peptid 12.°°!

Die oben aufgezeigten Verbindungen neigen sowohl in vitro als auch in vivo zu inhi-
bierenden und disaggregierenden Wirkungen, jedoch werden diese durch ihre Ei-

genschaft selbst Fibrillen auszubilden und aufgrund ihrer GroRe eingeschrankt.

Die Verbindung Tramiprosat (13) besitzt anti-amyloidogene Eigenschaften. Ldsliche
AB-Monomere sollen durch diese Substanz gebunden werden und somit die Ablage-

rung von Plaques verhindern.®!

Abb. 15: Struktur von Tramiprosat (13).

Wiesehan et al. konnten beobachten, dass sogenannte D-Peptide Uber Phagen-

Display-Verfahren spezifisch an das Ap-Peptid binden."9293

12
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Bartnik et al. identifizierten 2 D-Peptide Uber Spiegelbild-Phagen-Display-
Selektion.® Das D1-Peptid (oben) zeigte hohe Affinitdt gegeniiber der Ap-
Aggregation im submikromolaren Bereich der Bindungskonstante. Ebenfalls konnte
keine Interaktion mit fibrillaren Strukturen gezeigt werden. Das D3-Peptid (unten) be-
einflusst die AB-Aggregation und setzt dessen Zelltoxizitat herab. In vivo konnten
Plaques und Entzindungsprozesse im Gehirn transgener Mause reduziert werden.
Abb. 16 zeigt die Strukturen der beiden D-Peptide.!®>96-%"]

OH
o 0 = \EO
H,N N AN AN ANGS
2 ” o) H/\c[)r H o) H/\n/ i i
N

14

5 SUP S PSSP SED S
D ﬁtuﬁr ﬁt”“ff YUY ﬁ:ﬁr
//\k o o) O 0 © NH, ©

0 = - i
HN o

N N
< HN—

HN)\NHz HN)\NHz 15

Abb. 16: Strukturen des D1-Peptids 14 (oben) und des D3-Peptids 15 (unten).

AB(1-42)-Monomere oligomerisieren zu toxischen Pentameren beziehungsweise He-
xameren (Paranuclei), welche mit sich selbst interagieren und daraus folgend grof3e-
re Oligomere bilden. Dies zeigten Bitan et al., AB(1-40) bildet diese Oligomere nicht,
was erklaren kénnte, warum AB(1-42) die pathogenere Variante ist. Die Bildung der
Paranuclei wurde durch eine gezielte Oxidation des Methionins (35) am Ap(1-42)-
Peptid verhindert, wodurch Oligomere entstanden, die in ihrer Beschaffenheit sowie
ihrer GroRe nicht von denen des AB(1-40)-Peptids differenziert werden konnten.®

Derzeit sind jedoch wenige strukturelle Aufklarungen in Bezug auf die Inhibitor-Ap-
Peptid-Wechselwirkung bekannt. Sato et al. verdffentlichten strukturelle Angaben in

Bezug auf eine solche Interaktion.!®!

13
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Abb. 17: Strukturmodell der Ap(1-40)-Fibrillen nach Sato et al..”*

Amyloide Fibrillen in der p-Faltblattstruktur besitzen eine gewellte Oberflache.!'?%1%"
Aufgrund dieser Strukturbegebenheit entwickelten Sato et al. eine neue Klasse von
Inhibitoren. Sie konnten mittels Festkérper-NMR-Spektroskopie erkennen, dass eine
raumliche Beziehung zwischen Glycin (33) und Methionin (35) im C-terminalen Areal
in gegenuberliegenden Fibrillen des AB(1-40)-Peptids besteht. Im Vergleich dazu
sind es die Positionen 35 und 37 fur Methionin und Glycin im AB(1-42)-Peptid.

Es wurden verschiedene Peptidsequenzen entwickelt, welche in jeder zweiten Se-
quenz abwechselnd eine Glycin- und eine Phenylalanin-Einheit besitzen (G-(AS)-F-
(AS)-G-(AS)-F, wobei (AS) fur eine beliebige Aminosaure steht). Die Bildung von Fib-
rillen kann so inhibiert und die Anlagerung weiterer B-Faltblatter verhindert werden. In
dieser peptidischen Sequenz wurden die abwechselnden Aminosauren so gewahlt,
dass diese mit dem Motiv I-(AS)-G-(AS)-M-(AS)-G, welches dem C-terminalen Be-
reich 31-37 im AB(1-40) beziehungsweise AB(1-42) entspricht, korrespondieren. Mit
Hilfe dieser Inhibitoren konnte in vitro die Toxizitat erheblich gesenkt werden (Bei-
spiel Abb. 18).

14
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Abb. 18: Festkorper-NMR-Struktur des Liganden H;N*-RGTFEGKF-CONH,, gebunden an das
AB(1-40)-Monomer.**!

29

1.2.5. Synthetische Liganden zur Inhibierung der Ap-Aggregation

Frydman-Marom et al. entwickelten D-Trp-Aib (16) als neuen Liganden, welcher ei-
nen erfolgversprechenden Inhibitor darstellt, der die Entstehung toxischer Ap-

Oligomere eingrenzt.['*

HN 16

Abb. 19: Struktur von D-Trp-Aib (16) nach Frydman-Marom et al..l""”

Die spezifische Wirkung resultiert einerseits aus der aromatischen Wechselwirkung
zwischen Tryptophan und den Phenylalaninen an den Sequenzabschnitten 19 bis 20
im AB-Peptid und andererseits aus der Rolle der Aminoisobutansaure als Aufloser
von B-Faltblattern. In Tierversuchen konnten mit dieser Verbindung amyloide Plaques
im Gehirn von Mausen erheblich verringert und kognitive Eigenschaften verbessert
werden.

Sinha et al. berichteten Uber eine Lysin-spezifische molekulare Pinzette, ausgestattet
mit zwei Phosphat-Einheiten, welche die Fahigkeit besitzt, sowohl die Aggregation
als auch die Toxizitat des Ap-Peptids Uber die Bindung an Lysin-Reste zu inhibieren.

Abb. 20 zeigt die Struktur der symmetrischen Diphosphat-Pinzette 17.1'%*!

15
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Abb. 20: Struktur der molekularen Pinzette 17 nach Sinha et al.."™

Die Bindung der Pinzette an die Lysin-Reste konnte mit massenspektrometrischen
Untersuchungen sowie Festkorper-NMR nachgewiesen werden.

Eine weitere interessante Verbindung fur die Entwicklung von Wirkstoffen gegen die
Alzheimer'sche Krankheit ist das Epigallocatechin-3-gallat (18, EGCG). Uber NMR-
spektroskopische Untersuchungen konnte festgestellt werden, dass EGCG (18) mit
dem aromatisch-hydrophoben Kern von Ap wechselwirkt und dabei die Neurotoxizitat
herabsetzt sowie die strukturelle Information verandert. Abb. 21 zeigt die Struktur von
EGCG (18).110410]

OH
OH
0] 0
H
OH
@)
OH

Abb. 21: Strukturformel der Verbindung EGCG (18).I'*"

Froestl et al. stellten eine Zusammenfassung von Inhibitoren vor, die sich momentan
zum Teil in verschiedenen klinischen Tests befinden.'®! Abb. 22 zeigt drei vielver-
sprechende Wirkstoffe mit ihrer aktuellen klinischen Phase, die mit A in Interagie-

ren.

16
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Na 19 Na

OH
HO OH

20 Cl 21 OH

Abb. 22: Strukturen der Verbindungen Eprodisat (19, Stufe Ill), Tafamidis (20, Stufe Ill) und

ELND-005 (21, Stufe 11).'%

Ein anderer interessanter Ansatz ist die Herstellung kunstlicher Proteasen als kataly-
tische Wirkstoffe gegen die pathologische Proteinaggregation. Hierbei berichteten
Lee et al. Uber eine Bibliothek mit einem Co
teolytischen Funktion. Dieser ist mit bekannten Ap-affinen aromatischen Bausteinen
gekuppelt, um die Selektivitit zu erhdhen.['""'%! Bei Spaltungsexperimenten kristalli-
sierten sich mehrere Derivate heraus, welche eine proteolytische Aktivitat bezuglich
AB(1-40) und AB(1-42) haben. Abb. 21 zeigt die Strukturen zweier aktiver Proteolyse-

Derivate.

{NH_ lILOH,
AY A ) O

NH" | “OH,

{NH_ lILOH,

-Cyclen-Komplex als Zentrum der pro-

N—

Cl

Abb. 23: Strukturen des Co"-Cyclen-Komplexes 22 und zweier proteolyseaktiver Derivate 23

und 24.1'°71%
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Massenspektrometrische Ergebnisse nach Inkubation der klnstlichen Protease mit
dem jeweiligen AB-Peptid zeigten die Anwesenheit von Spaltfragmenten wie AB(1-
20) und AB(1-21).1"%!

Der Mechanismus der Proteolyse ist in Abb. 24 dargestellt. Hierbei besitzt das Cobalt
zwei koordinierte Wassermolekule und es liegt ein Gleichgewicht zwischen protonier-
ter und deprotonierter Form eines Wassermolekuls vor. Anschliel3end substituiert ein
Peptid mit seiner Carbonyl-Gruppe einen Wasserliganden. Uber eine viergliedrige

Zwischenstufe bildet sich der Co-Cyclen-Komplex zurlck und liefert auRerdem die

Produkte der Peptidspaltung — eine freie Carbonsaure und ein primares Amin.

0
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Abb. 24: Mechanismus der katalytischen Peptidspaltung mit dem Co"-Cyclen-Komplex.!'”""%

1.2.6. Immunotherapeutische Ansatze

Seit mehr als einer Dekade liegt der Fokus der Forschung ebenfalls in der Immuno-
therapie fUr die kausale Behandlung der Alzheimer'schen Krankheit. Bei klinischen
Tests aktiver Immunisierung durch die Verwendung von AP traten unterschiedliche
Komplikationen auf, wodurch das Augenmerk auf der passiven Immunisierung mit
Antikérpern lag.'""! Als Alternative zu groRen Immunglobulinen (IgGs) wurden A
bindende Antikérperfragmente (scFvs) fur diagnostische und therapeutische Zwecke
eingesetzt. Die scFvs besitzen verstarkte pharmakokinetische Eigenschaften wie ei-
ne erhohte Diffusionsfahigkeit durch die Blut-Hirn-Schranke oder reduzierte Neben-
wirkungen in in vivo Experimenten. Als Beispiel dient das AB-bindende IC16-scFv.

Dieses Fragment erkennt die AB(1-8)-Sequenz, interagiert mit verschiedenen A
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Spezies und beeinflusst dessen Fibrillenbildung. Abb. 25 zeigt die Interaktion von
IC16-scFv mit ApB(1-8).

Abb. 25: Interaktion von monomerem Af(1-8) mit dem IC16-scFv."""

Ein weiterer monoclonaler Anti-Ap-Antikorper 266 wurde entwickelt, um monomeres
AB zu erkennen. Es konnte gezeigt werden, dass in Hirnen von Mausen die Eliminie-
rung von A durch AB-Antikbrper-Komplexe gebremst wurde. Es wurden hohere Le-
vel von monomeren AB-Spezies gefunden, welche in der Antikérper-gebundenen

Form vorlagen, ohne die Zahl insgesamt gebildeter Ap-Molekiile zu beeinflussen.!''?

1.2.7. B-Faltblattbrecher auf Aminopyrazolbasis

Schrader und Kirsten entwickelten Anti-B-Faltblattreagenzien, welche acylierte und
monomere Aminopyrazole enthalten.!"" Diese erkennen das Riickgrat der Peptide,
was auf eine Komplexierung mit Dipeptiden in organischen Losungsmitteln zurlck zu
fuhren ist. Mit ihrem Donor-Akzeptor-Donor-Bindungsmotiv sind sie aufgrund von
Wechselwirkung mit dem Akzeptor-Donor-Akzeptor-Motiv des Peptids als vorteilhaft
einzustufen. Unter Durchfihrung von Kraftfeldrechungen und NMR-Analysen konnte
dargelegt werden, dass Aminopyrazole Uber Wasserstoffbrickenbindungen das

Ruckgrat des Peptids stabilisieren kdnnen
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Abb. 26: p-Faltblattstabilisierung durch ein Aminopyrazol an einem Dipeptid.""!

Daraus folgend konnten Schrader und Wehner neue Rezeptoren synthetisieren, wel-
che kleine Peptideinheiten selektiv erkennen kdnnen. Hierbei wurden zwei Aminopy-

razol-Einheiten Uber Dicarbonsauren verknlpft. Diese neue Art von Rezeptoren wies
dasselbe Bindungsmotiv auf wie das Aminopyrazol-Monomer.'*!

o O
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Abb. 27: Interaktion des Liganden-Dimers mit dem Tetraglycin-Peptid.ms]

Der nachste Schritt war die Substitution des Aminopyrazols durch eine hetero-
cyclische Aminosaure (speziell: 3-Aminopyrazol-5-carbonsaure), welche mit protein-
artigen Aminosduren zu sogenannten Hybridverbindungen modifiziert wurde.!'®
Schrader und Rzepecki gelang es Liganden zu synthetisieren, welche eine Selektivi-

tat in Bezug auf die KLVFF-Sequenz des Ap-Peptids aufweisen.['"!
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Abb. 28: Komplexierung eines Hybridliganden mit einem Hexapeptid."''”’

Dieser Ligand und seine Derivate zeigten sowohl in Zellkultur-Assays mit neuronalen
Zellen""® als auch bei in vitro Experimenten erfolgversprechende inhibierende Ei-
genschaften. Daraus folgend konnte Uber Peptidkupplungsreaktionen der Ligand 3-
(3-(3-Nitro-1H-pyrazol-5-carboxamido)-1H-pyrazol-5-carboxamido)-1H-pyrazol-5-

carbonsauremethylester (25, Trimer) synthetisiert werden. Dieses Aminopyrazol-
Trimer 25 komplexiert spezifisch die KLVFF-Sequenz und bringt hohe inhibierende
Eigenschaften mit sich. Mit dieser Verbindung konnte Uber Fluoreszenz-
korrelationsspektroskopie und Dichte-Gradienten-Ultrazentrifugation gezeigt werden,
dass inhibierende sowie disaggregierende Effekte zu beobachten sind und dass die

Agglomeration kleiner Ap-Oligomere verhindert wird.

Abb. 29: Struktur des Aminopyrazol-Trimers 25 und die Interaktion mit einem Pentapep-
tid_[118,119]

Hochdbérffer modifizierte das Trimer 25 C-terminal mit verschiedenen peptidischen
Sequenzen, um spezifische Bindungen an das AB-Peptid zu ermdglichen. Dabei
konnten verschiedene Kombinationen der Sequenzen mit variierender Grof3e synthe-

tisiert werden."™>""%l Eine der erfolgversprechenderen Verbindungen war das Trimer-
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KKKKKG (26), das als Ligand die Aggregation des AB(1-42)-Peptids bis zu 25% inhi-

bieren konnte.

Abb. 30: Oben: Struktur von Timer-KKKKKG (26). Unten: Energieminimierter Komplex zwi-
schen dem Liganden Trimer-KKKKKG (27) und einer pentameren Protofibrille.">'"]

Jedoch konnte das Ergebnis bei diesem Liganden aufgrund der Bildung von Fibrillen
anderer Beschaffenheit verfalscht worden sein, was mittels CD-Spektroskopie beo-
bachtet werden konnte, da andere Fibrillenformen nur schlecht mit Thioflavin T kom-

plexiert werden.

Mitiller-Schiffmann et al. berichteten von zwei miteinander Gber verschiedene Spacer-
Einheiten kovalent verknupften unabhangigen Wirkungsklassen, die auf dem Amino-
pyrazoltrimer und dem D1/D3-Peptid basieren und beeindruckende Ergebnisse in

biochemischen und -physikalischen Experimenten zeigten.!'2%121122]
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Abb. 31: oben: Trimer-Spacer-D1-Hybride, unten: Trimer-Spacer-D3-Hybride.'*”!

Abb. 32a zeigt die berechnete Trimer-TEG-D3/AB-Oligomer-Interaktion. Die Gluta-
matreste der benachbarten AB-Strange (orange) beziehen raumliche Nahe zu den
basischen Aminosaureresten der D3-Einheit (griin), wahrend das Aminopyrazoltrimer
(rot) mit den beiden Phenylalaninresten (weil3) an F19 und F20 in Wechselwirkung
tritt. Im Vergleich zu den einzeln hinzugefugten Wirkstoffen (Mitte) konnte die Hyb-
ridsubstanz (rechts) die mEPSC-Suppression signifikant revertieren (Abb. 32b). ThT-
Experimente wiesen starke Aggregationsinhibierungen durch die Hybridliganden auf,

wobei der Effekt zunahm, je kirzer der Spacer gewahlt wurde Abb. 32c).
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Abb. 32: a) Modellierung des Trimer-TEG-D3/AB-Oligomer-Komplexes. b) mEPSC-Frequenz in
primaren neuronalen Zellkulturen (7PA2-Zellkulturiiberstand) der Maus. ¢) ThT-Experimente mit

Hybrid-Inhibitoren unterschiedlicher Spacer-Léangen. Von links nach rechts: Ap als Referenz,
Ligandenzugabe mit absteigender Spacer-Liange.*"'*
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2. Aufgabenstellung

Die Ausbildung von B-Faltblatt-Strukturen spielt auf dem Gebiet der pathologischen
Proteinaggregation eine grol’e Rolle. Basierend auf der Amyloid-Kaskaden-
Hypothese liegt somit das Augenmerk auf Liganden, welche die Aggregation von
Proteinen inhibieren und die daraus folgende Fibrillen- und Plaque-Bildung verhin-
dern kénnen. Bereits synthetisierte peptidische und aromatische Wirkstoffe zeigen
eine Wechselwirkung mit dem AB-Peptid, so dass die Fibrillogenese beeinflusst wird.
In Vorarbeiten konnte gezeigt werden, dass Aminopyrazol-Trimer-Derivate die
KLVFF-Sequenz des Alzheimer-Peptids am Ruckgrat erkennen und als Komplex
Uber Wasserstoffbrickenbindungen und r-n-Stapelwechselwirkungen stabilisieren
kdnnen (Abb. 33).[%:25:1201

Abb. 33: Minimierte Wirkungsbeziehung zwischen Aminopyrazoltrimer und einem Ap-Peptid

aus einer pentameren Protofibrille."

Mé&rz-Berberich konnte erste Ergebnisse in der substdéchiometrischen Wirkungsweise
einiger Aminopyrazol-Derivate in Bezug auf die AB-Agglomeration erzielen. Dabei
wurden die Probenldsungen zentrifugiert oder auch filtriert, um dann mit den gesattig-
ten Losungen Wirkungseffekte zu erzielen.

Daraus folgend war das Ziel meiner Arbeit weitere Untersuchungen mit den bereits
synthetisierten Verbindungen mit dem Fokus auf substdochiometrischen Effekten via
ThT-Assays, CD-Spektroskopie, TE-Mikroskopie und biologischen Tests durchzufuh-

ren.
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Ein anderer Ansatzpunkt lag in der nichtkovalenten Verknlpfung zweier Wirkstoffe
uber Metallkomplexierung. Durch die Funktionalisierung des Aminopyrazol-Trimers
mit einer Nitrilotriessigsaure-Einheit (NTA) konnten His-getaggte Antikorper mit Hilfe
von Ni**-lonen komplexiert werden und somit eine hdhere Selektivitat und Affinitét

gegenuber dem AB-Peptid aufweisen.

D

W226-scFv

Abb. 34: Schematische Darstellung der Komplexierung des Trimer-NTA-Bausteins liber Ni%*-

lonen mit einem Hexa-His-getaggten W226-scFv-Antikorper.'*”

Jedoch konnte gezeigt werden, dass dieser Komplex keine Stabilitat aufweist. Somit
konnten keine weiteren Experimente durchgefuhrt werden.

Um eine Erhéhung der Komplexstabilitat hervorzurufen, bestand in dieser Arbeit die
Aufgabe darin, das Aminopyrazoltrimer mit mehr NTA-Resten auszustatten, was Uber
eine Cyclam-Einheit realisierbar gemacht werden kénnte. Weiterfihrend sollten in
biologischen Tests nachgewiesen werden, ob der Komplex im Vergleich zu den ein-

zelnen Komponenten eine starkere Affinitat zum AB-Peptid zeigt.

Der dritte Bereich dieser Arbeit befasst sich damit, eine kunstliche Protease herzu-
stellen, die aus dem Aminopyrazoltrimer und einer Co"-Cyclen-Einheit (Abb. 36) be-
steht, um somit eine selektive Erkennung des AB-Peptids durch die Trimer-Einheit zu
erhalten, wodurch die Cyclen-Funktion das entsprechende Peptid gezielt proteolysie-
ren kann. Biophysikalische Tests wie der ThT-Assay und CD-Spektroskopie kdnnen
dann eine Auskunft dartiber geben, ob nach der Proteolyse noch amyloide Struktu-
ren vorhanden sind. Massenspektroskopische Untersuchungen bieten zusatzlich die
Moglichkeit genaue Schnittstellen der kunstlichen Protease zu ermitteln. Abb. 36

zeigt den oktaedrischen Co"-Cyclen-Komplex. Die Uberlegung besteht darin, die
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Aminopyrazol-Einheit Uber einen Spacer mit einer Aminfunktion des Cyclens zu ver-
knipfen, so dass jedoch das Amin erhalten bleibt und nicht in ein Amid Uberflhrt

wird, um die Moglichkeit der Co™-Komplexierung zu erhalten.

<h1/r|\’i1|r0H

. Co ’

NH | ~OH,
NH

N

Abb. 35: Oktaedrischer Co -Cyclen-Komplex 22, wobei die Wasser-Liganden eine groRe Rolle

bei der proteolytischen Wirkung spielen."”"

Ein ebenfalls interessanter Ansatzpunkt ist der Einfluss von Aminopyrazolliganden
auf das Vorlauferprotein APP. Die Fragestellung hierbei ist, ob Hybridverbindungen
in der Lage sind die Sekretion von APP zu den toxischen AB-Derivaten zu inhibieren
oder gar in eine andere Richtung zu lenken. Biologische Untersuchungen kdénnen
Aufschluss darlber geben, ob andere Sekretionsprodukte gebildet werden und in
welcher Grélkenordnung diese liegen. Die Massenspektrometrie gibt dann Informati-

onen uUber die genaue Spaltungsstelle.
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3. Durchfuhrung und Ergebnisse

3.1. Aminopyrazoltrimer als B-Faltblattbrechereinheit

Als Erkennungseinheit der KLVFF-Sequenz im Ap-Peptid dient das Aminopyrazoltri-
mer als Grundbaustein fur die Synthesen von unterschiedlichen Hybridverbindungen.
Die Herstellung der Pyrazoleinheit erfolgte nach Vorschriften aus vorherigen Arbei-

ten.l">?] Abb. 36 zeigt die Retrosynthese des Aminopyrazoltrimers.

O,N HoN
O,N O,N
/\ 0 /\ 0 2 2
— “?:)\( N "?:)\( — ,ﬂ\(o — m\(o
~~  OH v O< N N
ogN v A4
o 29 o 30 31 32

Abb. 36: Retrosynthese des Trimers 27.

Das Trimer 27 bietet aufgrund orthogonaler Schutzgruppenstrategie ideale Voraus-
setzungen fiir C- und N-terminale Funktionalisierungen. Uber die Schiitzung des
Stickstoffs im Heterocyclus an Position 2 kann das Zielmolekul schrittweise Uber
Peptidkupplungsreaktionen synthetisiert werden.

Die Ausgangsverbindung fir die Trimersynthese ist 5-Nitro-3-pyrazolcarbonsaure
(32). Zunachst wurde durch Veresterung die Carbonsaureeinheit geschutzt, worauf-
hin schliellich das Pyrazol PMB-geschutzt wurde. Aufgrund ihrer unterschliedlichen
Ldslichkeiten konnten die PMB-geschutzten Isomere (Schitzung an Position 1 und 2)

voneinander getrennt werden."™ Durch darauffolgende Esterhydrolyse und Redukti-
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on der Nitro-Gruppe standen die Grundbausteine fur die Peptidkupplung zum Nitro-
Dimer zur Verfigung. Abb. 37 zeigt das Syntheseschema zu den Monomerbaustei-
nen 29 und 30.

N,
N
97% OH
O.N
ON 1. HCI, MeOH, 99% mo 0 29
N JR—

0

N\H OH 2. PMB-Br, 78% (O HoN
g
JO I

32 ' 33 (70T, O

Q 30
Abb. 37: Syntheseschema zur Herstellung der PMB-geschiitzten Monomerbausteine 29 und
30."%

Im nachsten Schritt wurden Monomersaure 29 und Aminomonomer 30 Uber eine
Peptidkupplungsreaktion zum Nitro-Dimer verknUpft. Nach Reduktion zum Aminodi-
mer 28 und anschlielender wiederholter Kupplung mit der Monomersaure 29 wird
das Trimer 27 erhalten. Zur Freilegung der Pyrazole wurden die PMB-Schutzgruppen

mit Hilfe trockener TFA und erhohter Temperatur abgespalten.
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Abb. 38: Fortfiihrender Syntheseweg zur Herstellung des Grundbausteins Trimer 27./"%
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3.2. Funktionalisierung des Trimer-Bausteins fiur Peptidsynthesen

Bisher konnte gezeigt werden, dass der Aminopyrazol-Grundbaustein sowohl C-
terminal durch Esterspaltung als auch N-terminal durch Reduktion der Nitro-Gruppe
funktionalisiert werden konnte. Die Arbeiten von Hochdérffer und Mérz-Berberich
zeigten ebenfalls eine C-terminale Funktionalisierung mit unterschiedlichen Pep-
tidsequenzen.!'>1?"!

Nun bestand die Uberlegung darin, das Trimer als B-Faltblattbrecher-Einheit in eine
Peptidsequenz einzubauen. Damit die standardisierte Fmoc-Strategie fur Peptidfest-
phasensynthese verwendet werden kann, sollte das Trimer N-terminal Fmoc-
geschitzt und der C-Terminus frei sein. Abb. 40 zeigt die retrosynthetischen Ansatze

fur die Fmoc-geschiitzte Trimer-Saure 34.
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Abb. 39: Struktur und Retrosynthese der Fmoc-Trimer-Saure 34 fiir SPPS.
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Ausgehend vom selben Grundbaustein 27 wurden zwei Syntheserouten geplant. Der
erste Syntheseweg beinhaltet die Reduktion der Nitro-Gruppe mit anschliel3iender
Fmoc-Schutzung der Amino-Funktion. Daruber hinaus soll die Methylesterspaltung
zum gewunschten SPPS-Baustein fuhren.

In der zweiten Route werden C- und N-Terminus nacheinander entschitzt und die
Amino-Gruppe darauffolgend geschutzt.

FUr die erste Variante wurde zunachst das Trimer 27 zum Aminotrimer 36 ohne Prob-

leme reduziert.

O / QN 7

O,N H,N y
H,, Pd/C, N\ A

N
m & THF/MeOH 3:1,RT, 16 h N NN
°N N-N > N N-N H
| 88% | o
~, ~, o]
o) 27 o) 36
—0

—0

Abb. 40: Schema zur Herstellung von Aminotrimer 36.

Im nachsten Schritt wurde die Amino-Gruppe mit der basenlabilen Fmoc-Einheit un-

ter Schutzgasatmosphare in absolutem THF mit akzeptabler Ausbeute geschutzt.

H - Fmoc-Cl, THF, 0
dY NMH S\ rcen Iy NG W
N N-N 59% h \ H N b

—0
—0

Abb. 41: Schema zur Herstellung des Fmoc-geschiitzten Trimers 35.

Fur die Esterspaltung zur gewlinschten Zielstruktur konnte aufgrund der Instabilitat
der Fmoc-Schutzgruppe im basischen Milieu nicht auf die standardisierte Umsetzung
mit Lithiumhydroxid zurtckgegriffen werden. Der erste Versuch bestand darin, eine
saure Esterhydrolyse mit halbkonzentrierter Salzsaure und Eisessig durchzuflhren.
Jedoch flhrten diese Bedingungen nicht zur gewtinschten freien Carbonsaure (Abb.
42).
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Abb. 42: Schema zur erfolglosen Herstellung der Fmoc-geschiitzten Trimer-Saure 34 im sauren
Medium.

Eine andere aus der Literatur bekannte Methode zur Spaltung von Carbonsau-
reestern ist die Umsetzung mit Trimethylsilyliodid."?>'?*! Hierbei bestand die Uberle-
gung darin, mit Hilfe der Umesterung in einen Siloxyester und darauffolgender wass-
riger Aufarbeitung die Carbonsaure 34 zu erhalten. Ebenfalls konnte hier das ge-

wiunschte Produkt nicht erhalten werden.

' Yo CH
o H d o H OH
(CH3);Sil, CHClj, N 0o
M RT, 16 h 3 M HM < N
\ —’9‘—’ \ N °N
N-N .

\o ~o 34 /
-0

Abb. 43: Schema zur erfolglosen Herstellung der Fmoc-geschiitzten Trimer-Saure. 34 unter
Einsatz von Trimethylsilyliodid.

In der zweiten Syntheseroute wurden zunachst der C- und N-Terminus entschitzt.
Nach der Reduktion der Nitro-Gruppe (siehe Abb. 40) wurde unter Standardbedin-

gungen der Methylester in guten Ausbeuten gespalten.

/
OH
HzN LiOH, THF/MeOH 1:1, H,0, H,N o =
N A 16h N\ HM < N
N > N \ N N

\ > .
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Abb. 44: Schema zur Darstellung der Aminotrimer-Saure 37.

31



Durchflihrung und Ergebnisse

Der abschlieliende Schritt war die Umsetzung der Aminosaure 37 mit Fmoc-Chlorid.
Diese Reaktion warf einige Schwierigkeiten auf. Zunachst musste eine schwache
Base eingesetzt werden, um das Hydrochlorid des Trimers 37 in Losung zu bringen.
Das Problem bestand dann darin, dass die gekuppelte Fmoc-Einheit teilweise sofort

wieder abgespalten wurde.
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Abb. 45: Schema zur Synthese der Fmoc-Trimer-Saure 34.

Massenspektrometrische Messungen zeigten jedoch die Bildung des gewunschten
Produktes (fur CsiHssNgOgNa: berechnet: 950.3232, gefunden: 950.3231). Das
nachste Problem lag in der sdulenchromatographischen Aufreinigung. Hierbei konnte
eine geringe Menge erhalten werden, jedoch zeigten 'H-NMR-Daten keine gute

Reinheit des Produktes auf.

3.2.1. Zusammenfassung

Die Synthese eines neu funktionalisierten Bausteins auf Aminopyrazolbasis fur die
Peptidfestphasensynthese konnte neue Maoglichkeiten in der Funktionalisierung von
Peptiden bieten. Hierbei wurde versucht Uber zwei Syntheserouten zur N-terminal
Fmoc-geschutzten Trimer-Saure 34 zu gelangen.

Die erste Route befasste sich zunachst mit der N-terminalen Funktionalisierung des
Grundbausteins 27. Aufgrund der Basenlabilitat der Fmoc-Schutzgruppe konnte die
standardisierte Methode der Esterspaltung mit Lithiumhydroxid nicht durchgefuhrt
werden. Daher wurden einmal saure Bedingungen und der Umsatz mit Trimethylsily-
liodid getestet, woraufhin jedoch der Methylester nicht gespalten werden konnte.

Der zweite Ansatz war die Entschitzung der C- und N-Termini des Bausteins 27. Die
erhaltene kunstliche Aminosaure 37 wurde anschlielend mit Fmoc-Chlorid umge-

setzt. Es wurde ein geringer Umsatz und nur unzureichende Reinheit des gewtinsch-
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ten Produkts 34 erhalten. Aufgrund der Zugabe der schwachen Base Triethylamin flr
die Deprotonierung des Hydrochlorids wurde zum Teil die Fmoc-Schutzgruppe wie-
der abgespalten. Die Freilegung der Carbonsaure-Funktion fihrte zu Problemen in
der saulenchromatographischen Aufreinigung, woraufhin das Produkt nicht mit zu-

friedenstellender Reinheit erhalten werden konnte.
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3.3. Substochiometrische Effekte bereits synthetisierter Liganden

Mérz-Berberich entdeckte erste Anzeichen dafur, dass Aminopyrazolliganden in Be-
zug auf AB(1-42) aggregationsinhibierende Wirkungen im substochiometrischen Be-
reich zeigten.['®®! In dieser Arbeit wurden mehrere Aminopyrazolhybride auf substé-
chiometrische Effekte hin untersucht (Abb. 46), wobei die Verbindungen bis auf Tri-

mer-D3-Lys 45 von Héchdbrffer und Mérz-Berberich hergestellt wurden.[' 2%

7 ﬁ m N'\N\ ° o] Q
>Nj\'( HNA N N oHN HNM N HN—S HNNLN/\/NHZ
H N~NH o N-H N-NH S
39 OH 40
ON N=\

HNYNHQ Os_NH,

OH

OsNH,
H,N__O H j
O2N NZ N\ [o I o)
T N\__° = “ £ H
Ney HNN oo H { oy o . Hop H/\n’ OH
H
\ N VJ\N N N N o o
S WP T fLH T G ]
OH = OH
NH
N=/ 44
N NHz OH

HN” ~NH, HN
Abb. 46: Strukturen der Verbindungen zur Uberpriifung auf substéchiometrische Effekte: Ami-
notrimer 38, Trimer-GABA-OH 39, Trimer-Diamin 40, Trimer-GABA-D1 41, Trimer-TEG-TEG-D1
42, Trimer-D3 43, Trimer-TEG-D1 44, Trimer-D3-Lys 45.
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3.3.1. Bestimmung der aktiven Konzentrationen der Liganden

In vorherigen Arbeiten wurde immer zunachst untersucht, wie grofl3 die aktive Kon-
zentration der Liganden in Lésung ist. Daher wurden Proben zentrifugiert oder filtriert,
um gegebenenfalls gebildete Aggregate von den freien Molekulen zu trennen. Mérz-
Berberich stellte zudem fest, dass die Abtrennung der Aggregate nicht zu einer Ver-
anderung der Messergebnisse filhrte, wenn zentrifugiert oder filtriert wurde.!'?"!

In Abb. 47 ist als Beispiel Trimer-D3 43 gezeigt. Links ist das UV-Spektrum von der
unbehandelten 60 uM Losung und der zentrifugierten Probe (20 min, 13400 g) ge-
zeigt. Daran war bereits zu erkennen, dass sich zusammengelagerte Aggregate ab-
trennen lieRen. Rechts sind UV-Spektren von angesetzten Konzentrationsreihen zu
sehen, um Uber die Lambert-Beer’'sche Relation die Konzentration der zentrifugierten

Lésung zu bestimmen.!'?! Gleichung (1) zeigt das Lambert-Beer’sche Gesetz.

A=¢-c-d (1)

mit A = Absorption, € = Extinktionskoeffizient, ¢ = Konzentration, d = Schichtdicke

== Trimer-D3 60 uyM | Trimer-D3 90 uM
Trimer-D3 zentrifugiert Trimer-D3 75 yM
= Puffer e Trimer-D3 60 uM
=== Trimer-D3 45 uyM
Trimer-D3 30 uM
== Trimer-D3 15 yM
Trimer-D3 7.5 uM
Puffer

N
L

abs. Intensitat

N
1

abs. Intensitat

200 300 400 500 200 300 400 500
Wellenldnge [nm] Wellenldnge [nm]

Abb. 47: UV-Spektren der unbehandelten und zentrifugierten Probe (links) und Konzentrations-

reihe zur Ermittlung der aktiven Konzentration der zentrifugierten Probe (rechts) (T = 25 °C).
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Dabei wurde jeweils der Absorptionswert bei 260 nm ausgewahlt, um mit Hilfe der
Extinktion und der Konzentration Uber lineare Regression und die Lambert-Beer'sche

Beziehung die aktive Konzentration der gesattigten Losung zu ermitteln.
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Abb. 48: Lineare Regression fiir die Bestimmung der aktiven Konzentration von Trimer-D3 43.

Mit der Intensitat bei 260 nm der zentrifugierten Losung konnte dann genau die Kon-
zentration durch Einsetzen des Absorptionswertes in die berechnete Geradenglei-
chung ermittelt werden. In Tab. 1 sind die ermittelten Konzentrationen der zu Uber-
prufenden Verbindungen dargestellt (UV-Spektren und lineare Regressionen der an-

deren Verbindungen siehe Abschnitt 5.6.).

Tab. 1: Berechnete aktive Konzentrationen fiir die zu untersuchenden Verbindungen iiber das
Lambert-Beer’sche Gesetz.

ermittelte Konzentration

Substanz [M]
Trimer-D3 43 15
Trimer-TEG-TEG-D1 42 19
Trimer-Diamin 40 23
Aminotrimer 38 30
Trimer-GABA-OH 39 56
Trimer-TEG-D1 44 20
Trimer-GABA-D1 41 7

Nach Bestimmung der Sattigungskonzentrationen wurden Thioflavin T Experimente

durchgefuhrt, um die Inhibierungseffizienz zu Gberprufen.
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3.3.2. Thioflavin T Experimente

Thioflavin T (ThT, 46) ist ein Fluoreszenzfarbstoff, welcher flr die Erkennung von
amyloiden fibrillaren Strukturen genutzt wird. In Anwesenheit solcher Strukturen ver-
andert sich das Emissionsspektrum durch batho- und hyperchrome Verschiebungen
des Emissionsmaximums. Diese Anderung sollte Hinweise auf einen ThT-Protein-

Komplex liefern.['2®)

Abb. 49: Struktur von Thioflavin T (46).

Abb. 50 zeigt das Absorptions- und Emissionsspektrum von freiem (durchgezogene

Linien) und gebundenem (gestrichelte Linien) ThT.

3.0
25}

20

abs. Intensitat
1)

0'0 'l 1 1 L Il
250 300 350 400 450 500 550
Wellenlange [nm]

Abb. 50: Absorptions- und Emissionsspektren von freiem ThT (durchgezogene Linien) sowie
an Ap(1-40) gebundenem ThT (gestrichelte Linien).!'*®

Bei freiem ThT ist zu erkennen, dass die Absorptionswellenlange bei ca. 330 nm
liegt, wobei sich das Emissionsmaximum bei ca. 450 nm befindet. Nach Komplexie-
rung mit AB(1-40) verschiebt sich die Anregungswelle auf ca. die der Emission von

freiem ThT. Das Emissionsmaximum andert seine Lage auf ca. 490 nm.
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ThT-Assays kdnnen durchgeflhrt werden, um amyloide Strukturen zu quantifizieren.
Somit kann AP alleine als Richtwert fir die vollstandige Aggregation genommen wer-
den. In Relation dazu kann dann biophysikalisch auf die Inhibierungseffizienz von
Liganden geschlossen werden. Abb. 51 zeigt die Kinetik der Ap-Aggregation in ThT-

Assays.

4000 -

3000 -

2000 -

abs. ThT-Fluoreszenz

1000 -

0 10 20 30 40 50 60 70
Zeit [h]

Abb. 51: Kinetik der Aggregation von 10 uM Ap(1-42) in ThT-Assays (Excitationswellenlange:

446 nm, Emissionswellenlange: 490 nm, 37 °C, 3 d).

Im zeitlichen Verlauf des Aggregationsprozesses war zunachst ein schwacher An-
stieg der ThT-Fluoreszenz bis hin zu 15 h erkennbar. Nach diesem Zeitpunkt begann
ein starkerer Aggregationsprozess, welcher nach ca. 45 h abschwachte. Nach dieser
Zeit nahm die Steigung wieder ab, was zur allmahlichen Vollstandigkeit der Aggrega-
tion fuhrte.

Da die aktiven Konzentrationen ermittelt wurden, konnten mit diesen ThT-Assays der

zu untersuchenden Liganden durchgefuhrt werden.
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100% A

90% A
= AB10 uM
80% - 64% 63%

53% B AB 10 pM + Trimer-Diamin 23 uM
70% -
. B AB 10 pM + Trimer-GABA-OH 56 uM
60% - 43%
50% A = AB 10 pM + Aminotrimer 30 pM
40% - 26% B AB 10 pM + Trimer-TEG-TEG-D1 19 pM
26%

30% - 5 AB 10 pM + Trimer-GABA-D1 7 uM
20% A 10% AB 10 uM + Trimer-D3 15 uM
10% 1 I AB 10 uM + Trimer-TEG-D1 20 uM

0%

Abb. 52: ThT-Assays mit Liganden unterschiedlich aktiver Konzentrationen (Excitationswellen-

rel. Fluoreszenz

lange: 446 nm, Emissionswellenldnge: 490 nm, 37 °C, 650 rpm, 5 d).

Es war zu erkennen, dass alle Liganden immer noch eine Inhibierungsaktivitat besa-
Ren. Trimer-Diamin 40, Trimer-TEG-TEG-D1 42 und Trimer-D3 43 zeigten hierbei die
besten Ergebnisse. Der amyloide Anteil in den Proben konnte mit diesen Liganden
auf ein viertel und darunter reduziert werden. Daraufhin wurden 50mol% der Ligan-
den bezuglich 10 yM AB(1-42) eingesetzt, um die Reichweite der Aktivitat im substo-

chiometrischen Bereich zu untersuchen.

160% 1
110%

[
140% - 005 01% AB 10 pM
120% - " AB 10 uM + Trimer-Diamin 5 yM
100% 68% = Ap 10 uM + Trimer-GABA-OH 5 uM
100% -
" AB 10 uM + Aminotrimer 5 uM
80% -
46% = AB 10 uM + Trimer-TEG-TEG-D1 5 uM
60% -
35% L ™ AB10pM + Trimer-GABA-D1 5 yM
40% -
% 26% AB 10 M + Trimer-D3 5 yM
I
20% AB 10 M + Trimer-TEG-D1 5 uM
0% -

Abb. 53: ThT-Assays mit 5 uM Ligand beziiglich 10 uM AB(1-42) (Excitationswellenldnge:
446 nm, Emissionswellenldange: 490 nm, 37 °C, 650 rpm, 5 d).

rel. Fluoreszenz

Aus diesen Messungen kristallisierten sich drei Verbindungen - Trimer-Diamin 40,

Trimer-TEG-TEG-D1 42 und Trimer-D3 43 - heraus, welche die Fluoreszenz auf un-
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ter 50% hielten und somit gute inhibitorische Eigenschaften aufweisen. Daher wur-
den diese drei Liganden naher untersucht. Bei Inkubation von 10 yM AB mit 20mol%
Ligand lieferten Trimer-Diamin 40 und Trimer-TEG-TEG-D1 42 keine gute Inhibie-
rungsaktivitdt mehr auf. Jedoch zeigte Trimer-D3 43 noch immer eine Fluoreszenz-
abnahme auf 49% (Abb. 54).

100% 100% g5y, 9%
-

80% - B AB10puM

B AB 10 uM + Trimer-Diamin 2 uM

60% - 49%

AB 10 uM + Trimer-TEG-TEG-D1 2 yM

|| imer-
40% - AB 10 uM + Trimer-D3 2 uM

rel. Fluoreszenz

20% -

0% -

Abb. 54: ThT-Assays mit 2 uM Ligand beziiglich 10 uM AB(1-42) (Excitationswellenldnge:
446 nm, Emissionswellenlange: 490 nm, 37 °C, 650 rpm, 5 d).

Nachdem fur die Verbindungen 40 und 42 die Wirkungsgrenzen bei 20mol% erreicht
worden waren, wurden nur noch fur Trimer-D3 43 niedrigere Konzentrationen getes-
tet (Abb. 55).

100%

100% - 73%
63%
80% -
£0% | E AB10uM
B Ap 10 yM + Trimer-D3 1.0 yM
0, -4
40% AB 10 uM + Trimer-D3 0.5 uM
20% -
0% -

Abb. 55: ThT-Assays mit 0.5 und 1.0 uM Trimer-D3 43 beziiglich 10 uM AB(1-42) (Excitationswel-

lenldnge: 446 nm, Emissionswellenlange: 490 nm 37 °C, 650 rpm, 5 d).

rel. Fluoreszenz
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Hierbei ist zu erkennen, dass die Fluoreszenz mit 1.0 yM Trimer-D3 43 auf 63% er-
hoht wurde. Beim Einsatz von 0.5 uM dieses Hybrids wurde die Inhibierung weiter
verschlechtert (73% Fluoreszenz). In diesen niedrigen Konzentrationsbereichen wer-

den also die Aktivitatsgrenzen erreicht.

FUr die Ermittlung des ICsp-Wertes wurden fur die potentesten Verbindungen ,dose-
response“-Kurven aufgenommen. Hierbei wurden analog zu den ThT-Assays ver-
schiedene Konzentrationen bei gleichbleibender AB(1-42)-Konzentration (10 yuM) an-
gesetzt und die relative Fluoreszenz gegen den dekadischen Logarithmus der Ligan-
den-Konzentration jeweils einem Graphen gegeneinander aufgetragen (Abb. 56).
Ebenfalls wurde die Dosis-Wirkungsbeziehung von Trimer-D3-Lys 45 ermittelt, um
den Einfluss einer zusatzlichen Aminosaure im Vergleich zu Trimer-D3 43 zu uUber-

prufen.
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Abb. 56: Dosis-Wirkungsbeziehung der Verbindungen Trimer-D3 43 (a), Trimer-TEG-TEG-D1 42
(b), Trimer-Diamin 40 (c) und Trimer-D3-Lys 45 (d) beziiglich 10 pM Ap(1-42) (37 °C, 650 rpm,
5d).
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Die Auftragung von relativer Fluoreszenz gegen die Ligandkonzentration in logarith-
mischer Form zeigte sigmoidale Kurvenverlaufe. Hierbei liegt der ICso-Wert im Ideal-
fall im Wendepunkt der Funktion bei gleichzeitiger Inhibierung auf 50% relativer Fluo-
reszenzintensitat. Jedoch konnte nie eine vollstandige Inhibierung (0% Fluoreszenz)
erreicht werden, wodurch der Wendepunkt des Graphen und 50% der relativen Fluo-
reszenz nicht genau Ubereinstimmten. Daraufhin wurden wurde fir die Bestimmung
des ICso-Wertes der Schnittpunkt des Graphen mit der horizontalen Linie bei 50%
relativer Fluoreszenz ausgewahlt. Fur Trimer-D3 43 wurde ein ICso-Wert von 2.2 uM,
fur Trimer-TEG-TEG-D1 42 6.3 uM und flr Trimer-D3-Lys 45 1.4 uM ermittelt. FUr
Trimer-Diamin 40 wurde kein ICso-Wert bestimmt, da der Wendepunkt der Kurve und
der Wert fur 50% relative Fluoreszenz zu stark voneinander abweichen. Aufierdem
werden bei hoheren Ligand-Konzentrationen (30 und 60 uM) immer noch Fluores-
zenzwerte um 40% erreicht, was im Vergleich zu den anderen Liganden zu hoch ist.
Die Uber ThT-Assays ermittelten ICso-Werte geben Anzeichen flr substochiometri-
sche Wirkungsweisen. Alle ermittelten Werte liegen unterhalb der eingesetzten Ap
Konzentration (10 uM).

Im nachsten Abschnitt werden Konformationsanderungen von Af mittels CD-
Spektroskopie untersucht. Hierzu wurden substdchiometrische Mengen an Ligand

verwendet.
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3.3.3. CD-Messungen

Die Uberpriifung von strukturellen Veranderungen des AB-Peptids erfolgte mit CD-
Spektroskopie. Als Referenzprobe wurde zunachst Ap(1-42) alleine vermessen.
Hierbei wurde A in Puffer bei 850 rpm und 25 °C fur 4 d inkubiert. Zu verschiedenen
Zeitpunkten wurde dann jeweils von dieser Probe ein CD-Spektrum aufgenommen.

Die Zusammenstellung der Spektren ist in Abb. 57 gezeigt.

AB(1-42) 10 uM 4 d
e AB(1-42) 10 UM 3 d

— AB(1-42) 10 pM 2 d

©® [mdeg]

350 400 AB(1-42) 10 uM 1 d

e AB(1-42) 10 UM 1 h

—— AB(1-42) 10 pM O h

-50 - .
Wellenldnge [nm]

Abb. 57: CD-Messungen von 10 uM Ap(1-42) uiber 4 d (25 °C, 850 rpm, 4 d).

Die CD-Spektren zeigen eine negative Bande bei 218 nm, welche ab 1 d Inkubation
verstarkt wird. Diese Bande ist charakteristisch fur die Sekundarstruktur des Ap-
Peptids.['%")

Fir den direkten Vergleich wurde das CD-Spektrum von AB(1-42) nach 4 d in den
folgenden Abbildungen mit eingeflgt. Im Allgemeinen ist zu erkennen, dass die ne-
gative Bande bei 218 nm unter Einfluss der Liganden im Vergleich zur Ap Referenz
zu keinem Zeitpunkt soweit ausgepragt ist (Abb. 58), was bedeutet, dass die Ligan-
den die vollstandige Sekundarstruktur von AB(1-42) verhindern. Hinzu kommt ein
positiver Cotton-Effekt im Wellenlangenbereich von 250-300 nm. Die CD-Inaktivitat
der Liganden in diesem Bereich und die Absorptionsbereiche der aromatischen Ami-
nosauren Phenylalanin, Tyrosin, Tryptophan und der Liganden selbst (Abb. 59) im
Bereich zwischen 260 und 320 nm!'?®! geben Aufschluss (iber eine Interaktion mit der
KLVFF-Sequenz des AB-Peptids.
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Abb. 58: CD-Messungen von a) 5 yM Trimer-Diamin 40 mit 10 uM Ap(1-42) iiber 4 d (25 °C,
850 rpm, 4 d), b) 5 yM Trimer-D3 43 mit 10 uM AB(1-42) tiber 4 d und c) 5 yM Trimer-TEG-TEG-
D1 42 mit 10 uM AB(1-42) iiber 4 d.
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Trimer-Diamin 40 zeigte im Verlauf der Zeit eine Auflésung der Sekundarstruktur des
AB-Peptids aufgrund der Abschwachung der negativen Bande bei 218 nm. Die Ver-
bindungen Trimer-D3 43 und Trimer-TEG-TEG-D1 42 zeigten zwar keine Auflésung
der negativen charakteristischen Bande, aber eine leichte Abschwachung des Sig-
nals bei 218 nm. Der positive CD-Effekt zwischen 250 und 300 nm war dennoch bei

allen Liganden erkennbar, so dass ein ahnlicher Wirkmechanismus vermutet werden

kann.
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Abb. 59: UV/Vis-Spektrum von 5 uM der Liganden Trimer-D3-43, Trimer-Diamin 40 und Trimer-
TEG-TEG-D1 42 bei 25 °C.
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3.3.4. PICUP-Experimente

Die photoinduzierte Vernetzung von unmodifizierten Proteinen (PICUP) ist eine quan-
titative Methode zur Ermittlung der GroRenverteilung von Oligomeren. Aufgrund der
metastabilen Natur von Proteinaggregaten ist es mit klassischen Methoden wie bei-
spielsweise Elektrophorese, Chromatographie oder dynamische Lichtstreuung
schwierig die GroRenverteilung quantitativ zu ermitteln. PICUP stabilisiert oligomere
Strukturen Uber kovalente Verknupfungen. Mechanistisch gesehen ist in diesem Ex-
periment die Photo-Oxidation von Ru?* in einem Tris(bipyridyl)Ru"-Komplex zu Ru**
involviert. Die Bestrahlung mit sichtbarem Licht in Anwesenheit eines Elektronenak-
zeptors ruft diese Oxidation hervor. Ru®* ist ein starkes Oxidationsmittel und abstra-
hiert einem benachbarten Protein ein Elektron, wodurch ein Proteinradikal gebildet
wird. Diese hochreaktive Spezies reagiert dann mit einem weiteren monomeren Pro-
tein zu einem dimeren Radikal. Das kovalent verknupfte, stabile Dimer wird darauf-
folgend durch Abspaltung eines Wasserstoffradikals gebildet. Die dimere Proteinform
kann durch einen analogen Mechanismus mit einem weiteren Monomer oder Dimer
zu héheren oligomeren Strukturen reagieren.!'?*"3% Abb. 60 zeigt die mechanistische

Darstellung der Stabilisierung der Oligomere.

Abb. 60: Radikalischer Mechanismus der Bildung eines kovalent verkniipften, stabilen Protein-

dimers.['*

Bitan und Teplow fihrten PICUP Experimente mit Ap(1-40) durch. Uber SDS-PAGE
und densitometrischen Analysen konnte eine oligomere GroRenverteilung ermittelt
werden.['*" Abb. 61 zeigt die Ergebnisse der SDS-PAGE und Densitometrie.
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b) Theoretical
25
High Efficiency
20
1063 — Z 10
Fi
66.3 — < .
554 — 2
0 . ’ - . -
- ) 1 28 4 56 7 8 9101112
= 365 — N-rmer
x-
p :
215 — c) Experimental
A = AB(140)
30 i
6  — ! 25 i
3.5 — 20 ]

\\'\

N
=

Abundance (5%)
o O

o L ||

12 34 5 6 7 8 9101112
M-mer

Abb. 61: a) SDS-PAGE von aggregatfreiem Ap(1-40) als Produkt von PICUP. b) Theoretische
GroBenverteilung von AB(1-40). c) Beobachtete GroRenverteilung von AB(1-40).1"*" 1%

Die SDS-PAGE (Abb. 61a) zeigt unterschiedliche Intensitaten der entstandenen oli-
gomeren Formen. Es ist dabei zu erkennen, dass monomere bis tetramere Struktu-
ren die Hauptprodukte der PICUP Experimente sind. Theoretische Berechnungen
zeigen, dass die Dimere die Hauptprodukte gefolgt von einem exponentiellen Abfall
zu hoéheren Oligomeren sind (Abb. 61b). Die Hauptbildung von monomeren bis tet-
rameren Strukturen geht aus den experimentellen Daten der Densitometrie hervor,
was mit dem Ergebnis der SDS-PAGE konform ist (Abb. 61c).

PICUP Experimente wurden in dieser Arbeit von Bitan durchgefuhrt. Dabei wurde
Uberpruft, welche Wirkung Trimer-D3 43 und Trimer-TEG-TEG-D1 42 auf die Stabili-
tat der Oligomere haben. Im Vergleich zum amyloidogenen Protein alleine wurden in
anderen Proben mit AB(1-42) unterschiedliche Konzentrationen an Ligand hinzuge-
fugt. Abb. 62 zeigt die densitometrischen Ergebnisse mit Trimer-D3 43 und Trimer-
TEG-TEG-D1 42.
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Abb. 62: Densitometrische Analyse der ,,cross-linking“ Produkte von 30 uM AB(1-42) mit Tri-

mer-D3 43 (oben) und Trimer-TEG-TEG-D1 42 (unten) in verschiedenen Konzentrationen.

Mit Trimer-D3 43 ist in der GroRenverteilung zu erkennen, dass im Vergleich zu
AB(1-42) alleine in der GroRenverteilung keine signifikanten Unterschiede mit dem
Einsatz des Liganden erzielt wurden. Ein kleiner Effekt konnte in der Bildung von Tet-
rameren erreicht werden. Bei dem Einsatz von 150 yM an Ligand konnte eine Bil-
dung von Tetrameren beobachtet werden, wohingegen AB(1-42) alleine keine tetra-

meren Strukturen detektieren liel3.
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Trimer-TEG-TEG-D1 42 hingegen zeigte einen starkeren Effekt auf die GroRenvertei-
lung. Mit hoher werdender Konzentration an Ligand konnte eine Verstarkung der
Monomerstabilisierung erreicht werden. Im Vergleich dazu wurden héhere Oligomere
nahezu unterdrickt. Kaum einen Unterschied wurde bei der Bildung von Pentameren
detektiert. Wie auch beim Einsatz von Trimer-D3 43 konnte bei Zusatz von 150 uM
Ligand eine schwache Tetramerenbildung beobachtet werden.

FUr Trimer-Diamin 40 konnten keine PICUP Experimente durchgefuhrt werden, da

das System nur auf wasserlosliche Komponenten ausgelegt ist.

3.3.5. Transmissionselektronenmikroskopie Experimente

Fir die Visualisierung von substochiometrischen Effekten im Hinblick auf die Ap-
Aggregation wurden TEM-Aufnahmen von Roychaudhuri angefertigt. Hierbei wurde

zunachst Ap(1-42) alleine als Referenz vermessen (Abb. 63).

r e ’

Abb. 63: TEM-Aufnahmen fiir 20 pM AB(1-42) nach 0 d (A) und nach 5 d (B) (MaRstabsskala:

216 nm).

Die linke Aufnahme zeigt AB(1-42) in seiner monomeren Form vor dem Start der In-
kubation. Im rechten Bild sind Fibrillennetzwerke von AB(1-42) nach funf Tagen Inku-
bation zu erkennen. Hierbei wurde gezeigt, dass die Aggregation erfolgreich war.
Dann wurde der Einfluss der AB-Aggregation nach funf Tagen mit den vier Liganden
Trimer-D3 43, Trimer-Diamin 40, Trimer-TEG-TEG-D1 42 und Trimer-D3-Lys 45 un-

tersucht. Die Ergebnisse sind in Abb. 64 zusammengefasst.
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Abb. 64: TEM-Aufnahmen fir 20 pM Ap(1-42) mit 10 uM der Liganden Trimer-D3 43 (A), Trimer-
Diamin 40 (B), Trimer-TEG-TEG-D1 42 (C) und Trimer-D3-Lys 45 (D) nach 5 d (MaBstabsskala:
216 nm).

Abb. 64A zeigt kleine Aggregate mit einer Grof3e von circa 200 nm. Diese Agglome-
rate sind viel kleiner als die entstandenen Fibrillen in der Referenz und sind somit
nicht mit diesen vergleichbar. Daraus Iasst sich schlie3en, dass Trimer-D3 43 einen
Effekt auf die Ap-Aggregation ausibt und andere Morphologien induziert. Genauso
zu interpretieren sind die durch Trimer-Diamin 40 und Trimer-D3-Lys 45 entstande-
nen Strukturen (Abb. 64B und D). Dabei wurden etwa 100 nm (Abb. 64B) bezie-
hungsweise 50 nm (Abb. 64D) grol3e Agglomerate gebildet. Der Einfluss von Trimer-
TEG-TEG-D1 42 fuhrte zu einem grol3eren Aggregatnetzwerk, welches sich jedoch
ebenfalls morphologisch von der Referenz unterscheidet.

Ebenfalls wurden TEM-Aufnahmen der Liganden alleine Uber 5 d Inkubation angefer-
tigt. Die GroRRe der gebildeten Aggregate betrug 200 nm fir Trimer-D3 43 (Abb. 65A)
beziehungsweise 150 nm fur Trimer-Diamin 40 (Abb. 65B). Trimer-TEG-TEG-D1 42
bildete groRere Agglomerate von circa 700 nm (Abb. 65C), Trimer-D3-Lys 45 formte
definierte Strukturen von etwa 800 nm Grdlie (Abb. 65D). Diese definierte Morpholo-
gie konnte jedoch nicht bei der Inhibierung von AB(1-42) beobachtet werden, was

daraus schlieRen lasst, dass Trimer-D3-Lys 45 mit dem Protein wechselwirkt.
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Abb. 65: TEM-Aufnahmen fiir 10 uM der Liganden Trimer-D3 43 (A), Trimer-Diamin 40 (B), Tri-
mer-TEG-TEG-D1 42 (C) und Trimer-D3-Lys 45 (D) nach 5 d (MaBstabsskala: 216 nm).

3.3.6. Zusammenfassung

Der Einfluss substochiometrischer Mengen von Aminopyrazolliganden auf die Aggre-
gation des AB-Peptids wurde in diesem Abschnitt untersucht. Vorarbeiten von Mérz-
Berberich zeigten, dass nach Abtrennung grofRerer Aggregate von den Liganden
durch Filtration und Zentrifugation immer noch inhibierende Effekte bezuglich der Ap-
Aggregation zu beobachten waren. Daraus konnte geschlossen werden, dass gerin-
gere Konzentrationen an Liganden ebenfalls aktiv gegen die ApB-Agglomeration sind.
Daher wurde in dieser Arbeit der Einfluss substochiometrischer Mengen von Amino-
pyrazolliganden auf die Aggregation des AB-Peptids untersucht.

Zunachst wurden die aktiven Konzentrationen der vorhandenen Liganden ermittelt.
Dabei wurden verschiedene Konzentrationsreihen hergestellt und Uber UV/Vis-
Spektroskopie vermessen. Die Probe mit 60 uM Ligand wurde noch zentrifugiert und

der Uberstand vermessen. AnschlieRend wurden die ermittelten Ligandkonzentratio-
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nen fur ThT-Assays eingesetzt. Dabei waren Trimer-D3 43, Trimer-TEG-TEG-D1 42
und Trimer-Diamin 40 die effizientesten Inhibitoren. 2 uyM Trimer-D3 43 zeigten letzt-
lich die starkste Aktivitat gegen die Ap-Aggregation. Die ermittelten 1Cso-Werte lagen
fur Trimer-D3 43 bei 2.2 yM und fur Trimer-TEG-TEG-D1 42 bei 6.3 pM.

Die Uberprifung der Konformationsdnderung des ApB-Peptids durch Inkubation mit
50mol% an Liganden wurde mittels CD-Spektroskopie beobachtet. Dabei zeigte
AB(1-42) als Referenz eine charakteristische negative Bande bei 218 nm, was der
Sekundarstruktur des Peptids zugeordnet werden kann. Durch den Einfluss der Lig-
anden kam es im Verlauf der Zeit zu einer Abschwachung der Bande und dazu konn-
te ein positiver Cotton-Effekt zwischen 260 und 320 nm beobachtet werden, was auf
eine Wechselwirkung der Liganden mit der KLVFF-Sequenz des AB-Peptids zurick-
zufihren ist. Im Gegenzug zeigten die Liganden alleine keine CD-Aktivitat in diesem
Bereich.

Mit den beiden wasserloslichen Verbindungen Trimer-D3 43 und Trimer-TEG-TEG-
D1 42 wurden PICUP-Experimente durchgeflihrt. Hierbei konnte festgestellt werden,
dass Trimer-D3 43 keine signifikanten Effekte auf die oligomere GroRenverteilung
zeigte. Ein kleiner Effekt konnte nur in der Bildung von Tetrameren beobachtet wer-
den. Trimer-TEG-TEG-D1 42 hingegen beeinflusste die Grélkenverteilung in hdherem
Mafe. Die Bildung von Monomeren war mit diesem Liganden bevorzugt stabilisiert,
wohingegen hohere Oligomere nicht gebildet wurden.

TEM-Experimente gaben Aufschluss Uber die Morphologieanderung des Ap-Peptids
durch Einfluss substdéchiometrischer Mengen an Ligand. Fur AB(1-42) alleine als Re-
ferenz konnte ein Fibrillennetzwerk beobachtet werden. Die Inkubation mit den Lig-
anden fuhrte zu kleineren Agglomeraten anderer Morphologie. Ebenfalls zeigten
TEM-Aufnahmen der Liganden alleine morphologisch andere Zusammenschlusse,
welche nicht mit der Referenz und den Inhibierungsversuchen der Liganden mit dem

AB-Peptid zu vergleichen waren.
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3.4. Hybridverbindungen in Kombination mit Antikorpern zur ver-

besserten Erkennung von A

Durch die therapeutischen Limitierungen fur symptomatische Behandlungen neuro-
degenerativer Krankheiten bietet der Zweig der Immunotherapie einen neuen Fokus
in der Behandlung solcher Beschwerden. Der Ansatz liegt in der passiven Immunisie-
rung durch Antikdrper."""! Durch die Kombination von Antikérpern als Selektoren und
Aminopyrazol-Derivaten als p-Faltblattbrecher-Einheit konnte eine gezielte Wir-
kungsweise bezliglich pathogener Proteinaggregationen erreicht werden. Die Uber-
legung bestand darin, dass ein Aminopyrazol-Chelator und ein His-getaggter Anti-
korper Uber Ni**-lonen verkniipft werden kdnnten.

Mérz-Berberich konnte das Aminopyrazoltrimer-Grundgerust Uber einen Spacer mit
einer mono-NTA-Einheit verknipfen. Unter Verwendung der Fourier-Transform-
lonencyclotronresonanz-Massenspektrometrie konnte der verwendete Antikorper
W226-scFv nachgewiesen werden, jedoch nicht der gewiinschte Trimer-mono-Ni'-
NTA-W226-scFv Komplex. Daraus konnte geschlossen werden, dass die Bindung
des Trimer-mono-NTA Bausteins mit einem His-getaggten Antikorper tber Ni**-lonen

Komplexierung nicht stark genug war.!'?"!
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Abb. 66: Trimer-mono-NTA 47 nach Mirz-Berberich.!'*"

Um eine starkere Bindung zu erzielen wurde Uberlegt, das Trimer mit mehreren NTA-
Einheiten auszustatten. Lata et al. entwickelten eine Synthese, in der drei NTA-
Gruppen in einem Molekdl vorhanden waren. Hierbei diente 1,4,8,11-
Tertraazacyclotetradecan (52, Cyclam) als Plattform fir die Anbindung dreier NTA-
Einheiten. Dieser multivalente Chelator zeigte in Bindungsexperimenten mit Oligo-
histidinen subnanomolare Affinitaten.['*® Heeres et al. funktionalisierten das
Tris(NTA)-Cyclam 53 an der vierten heteroatomaren Position mit einem Z-

geschutzen Aminohexyl-Linker, der nach Entschutzung eine terminale Amino-Gruppe
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aufwies, wodurch eine C-terminale Kupplungsmoglichkeit fir die Trimer-Saure zur

Verfigung steht.['*¥

3.4.1. Synthese des Trimer-tris(NTA)-Cyclam Chelators

Der erste Syntheseschritt begann mit einer zweifach orthogonal geschuitzten Gluta-
minséure, welche mit einem vierfachen Uberschuss an tert-Butylbromoacetat umge-
setzt wurde, wodurch das Grundgerust fir den NTA-Chelator erhalten wurde. Die

Benzylesterspaltung erfolgte unter reduktiven Bedingungen, und flhrte zur freien

J<
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Abb. 67: Syntheseschema zur Herstellung des Tris(tBu-NTA)-Bausteins 51.

Carbonsaure, die den Kupplungspunkt mit dem Cyclam 52 darstellt.

Die Funktionalisierung des Cyclams 52 mit Tris(tBu-NTA) 51 in dreifachem Uber-

schuss erfolgte unter Peptidkupplungsbedingungen.
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Abb. 68: Synthese von Tris(tBu-NTA)-Cyclam 53.
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Als Referenzsubstanz ohne B-Faltblattbrecher-Einheit wurde Tris(tBu-NTA)-Cyclam
53 mit CH,CIo/TFA 7:1 entschitzt und in das Natrium-Carboxylat 54 Uberfuhrt.
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Abb. 69: Reaktionsstufen zur Herstellung des Tris(NTA)-Cyclam Natriumsalzes 54.

Bei der Funktionalisierung der vierten Amino-Gruppe des Cyclam-Bausteins wurden
drei unterschiedliche Spacerlangen verwendet. Fur einen kurzen, mittellangen und

langen Spacer wurden Cs-, Cg- und Cq,-Linker ausgewahlt.

Die Umsetzung eines kurzen Spacers mit Tris(Bu-NTA)-Cyclam 53 erfolgte mit Z-3-

Aminopropionsaure unter den vorher verwendeten Kupplungsbedingungen.
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Abb. 70: Synthese des C;-funktionalisierten Cyclam-Derivates 55.
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Die Abspaltung der Z-Schutzgruppe unter reduktiven Bedingungen erfolgte nahezu

quantitativ.
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Abb. 71: Reaktionsgleichung zur Entschiitzung der terminalen Amino-Gruppe.

Durch die Entschitzung der Amino-Gruppe ist diese nun fur eine Peptidkupplungsre-
aktion mit der Trimer-Saure 57 verfligbar. Dieser wurde vorher durch Methylester-
spaltung des Trimers 27 mit Lithiumhydroxid nach bekannter Vorschrift erhalten."
Die Durchfuhrung der Kupplung fuhrte jedoch zu keinem erfolgreichen Ergebnis, da
kein Umsatz wahrend der Reaktion beobachtet werden konnte. Mdglicherweise
konnte aufgrund der kurzen Spacerlange und der geschitzten NTA-Chelatoren eine
sterische Abschirmung, durch welche das Annahern der Carbonsaurefunktion an die

freie Amino-Gruppe verhindert wird, vorliegen.

56



Durchflihrung und Ergebnisse
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Abb. 72: Reaktionsschema zum Versuch der Funktionalisierung der Trimer-Saure 57 iiber einen

C;-Spacer mit dem Cyclam-Derivat 56.

Der nachste Ansatz war die Funktionalisierung von Tris(tBu-NTA)-Cyclam 53 mit ei-
nem Cg-Spacer. Dabei wurde analog zur vorherigen Vorgehensweise 6-Z-
Aminohexansaure eingesetzt. Unter Peptidkupplungsbedingungen konnte 6-Z-
Aminohexylcarbonyl-tris(fBu-NTA)-Cyclam 59 in guten Ausbeuten erhalten werden.
Die anschlieRende Abspaltung der Z-Schutzgruppe unter reduktiven Bedingungen
verlief ebenfalls ohne Probleme mit lohnenswerten Ausbeuten und stand nun fur den

Kupplungsschritt mit der Trimer-Saure 57 zur Verfligung.
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Abb. 73: a) Reaktionsgleichung zur C¢-Funktionalisierung des Cyclam-Derivates 59. b) Reakti-

onsschema zur Abspaltung der Z-Schutzgruppe unter reduktiven Bedingungen.

Der nachste entscheidende Schritt war nun die Kupplung der Cyclam-Verbindung mit
der Trimer-Saure 57. Nach einer Reaktionszeit von 48 h konnte ein Umsatz via DC
festgestellt werden. Nach Aufarbeitung und anschlieRender saulenchromatographi-

scher Aufreinigung konnte die gewtinschte Zielverbindung isoliert werden.
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Abb. 74: Reaktionsschema zur Funktionalisierung der Trimer-Saure 57 mit dem Ce-
funktionalisierten Tris(tBu-NTA)-Cyclam 60.

Der darauffolgende Schritt war die Abspaltung der PMB- und tBu-Schutzgruppen mit
TFA bei 70 °C fur 5 h als extreme Bedingungen. Hierbei erfolgte die Reaktion in gu-
ten Ausbeuten. Die Hybridverbindung zeigte eine hohe Stabilitdt gegenuber stark
sauren Bedingungen, bei erhohter Temperatur und Druck.

Aufgrund der vorhandenen neun Carboxyl-Einheiten war die Zielstruktur jedoch nicht
wasserloslich, um diese fur biologische Tests verfugbar zu machen. Daher wurde im
nachsten Schritt versucht die Verbindung in das neunfache Natriumsalz zu Uberflh-
ren. In kleinen Ansatzen (5-10 mg) konnte das nun wasserldsliche Salz erhalten und

fur weitere Experimente verwendet werden.
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N N)k/j/i 1.TFA, 70°C, 5 h, 85%
C ) &

/i\ 2. NaOH, Et,0, MeOH, 75%

Abb. 75: Zweistufiges Reaktionsschema zur Herstellung des wasserloslichen Trimer-tris(NTA)-
Cyclam-Salzes 62. 1. Abspaltung der PMB- und tBu-Schutzgruppen. 2. Uberfiihrung der neun-
fachen Carbonsaure in das korrespondierende wasserlésliche Natrium-Salz.

Als dritte Variante wurde eine Cq,-Einheit als langer Spacer ausgewahlt. Hierbei
konnte jedoch nicht wie in den vorherigen Reaktionen auf das Z-geschutzte Derivat
zuruckgegriffen werden. Daher wurde als weitere orthogonale Schutzgruppe eine
Fmoc-Einheit verwendet. Unter den bekannten Peptidkupplungsbedingungen konnte
das C12-funktionalisierte Cyclam Derivat 63 in guten Ausbeuten erhalten werden. Ein
weiterer Vorteil des Fmoc-geschutzten Derivats bestand darin, dass aufgrund der
aromatischen Konjugation und der daraus folgenden UV-Aktivitat eine bessere Er-

kennbarkeit des Produktes bei DC-Kontrollen erreicht wurde.
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Abb. 76: Reaktionsschema zur C,,-Funktionalisierung von Tris(tBu-NTA)-Cyclam 53.

Der darauffolgende Umsatz mit 20 vol% Piperidin erfolgte weitestgehend vollstandig,

jedoch wies die Reinigung und Isolierung der gewunschten Amino-Verbindung Prob-

leme aufgrund ihrer GroRe und Polaritat auf. Letztlich konnte das Produkt in mafiigen

Ausbeuten nur unter Verwendung von polaren Losungsmitteln bis hin zu 100% Me-

thanol erhalten werden.
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Abb. 77: Reaktiongleichung fiir die Fmoc-Entschiitzung zum terminalen Amin 64.

Der letzte Kupplungsschritt war erneut die Umsetzung der Cyclam-Verbindung mit
der Trimer-Saure 57, um ein weiteres Trimer-Chelator-Hybrid mit langem Spacer zu
erhalten. Nach 48 h Reaktionszeit konnte mittels DC-Kontrolle kein Umsatz beobach-
tet werden. Die saulenchromatographische Aufreinigung des Rohproduktes lieferte
nur das nicht umgesetzte Amino-Cyclam 64 sowie Derivate von den Kupplungsrea-

genzien.
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Abb. 78: Versuch zur Kupplung von Trimer-Saure 57 mit Aminododecyl-tris(fBu-NTA)-Cyclam
64.
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3.4.2. Biophysikalische Experimente mit dem Aminopyrazol-Chelator-Hybrid

Zunachst solle Uberpriuft werden, ob Trimer-tris(NTA)-Cyclam 62 ohne Komplexie-
rung mit einem Antikérper inhibierende und konformationsandernde Eigenschaften
auf die pathologische Aggregation des AB-Peptids besitzt.

Thioflavin T-Assays sollten erstmals Auskunft Uber die Inhibierungseffizienz gegen-

uber ApB zeigen.

140% 1
99%
120%

100%
100% -

80% - AB(1-42) 10 uM

60% AB(1-42) 10 pM + Trimer-tris(NTA)-cyclam 60 pM
b -

rel. Fluoreszenz

40% -

20% -

0% -

Abb. 79: ThT-Assay mit Trimer-tris(NTA)-Cyclam 62 als Ligand (37 °C, 650 rpm, 5 d).

Hierbei wurde der Ligand 62 im sechsfachen Uberschuss eingesetzt. Die Ergebnisse
besagten, dass im Vergleich zu AB(1-42) als Referenz (100%) im Mittel keine Fluo-
reszenzerniedrigung durch den Chelator 62 beobachtet werden konnte.

Zur Uberpriifung einer moéglichen Konformationsanderung des Ap-Peptids durch das
Hybrid 62 wurden CD-spektroskopische Messungen durchgefuhrt. Hierbei wurden
5 uM AB(1-42) mit 5 uyM Trimer-tris(NTA)-Cyclam 62 insgesamt 4 d bei RT mit
850 rpm inkubiert. Es wurden dabei stichprobenweise zu verschiedenen Zeitpunkten
CD-Spektren aufgenommen. Als Vergleich wurde das Spektrum von 5 uM AB(1-42)
zu Beginn der Inkubation mit angegeben. Die Sekundarstruktur des AB-Peptids zeigt
bei 218 nm ihre charakteristische negative Bande.l'””! Bei der Inkubation mit dem
Liganden ist zunachst bei 0 h eine Destabilisierung der B-Faltblattkonformation sicht-
bar, wobei zwischen 250 und 310 nm ein positiver Cotton-Effekt beobachtet werden

kann.
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e A3(1-42) 5 UM + Trimer-tris-NTA-cyclam 5 yM 0 h
———AB(1-42) 5 uyM + Trimer-tris-NTA-cyclam 5 yM 1 h
AB(1-42) 5 uM + Trimer-tris-NTA-cyclam 5 uM 1 d

—— AB(1-42) 5 pyM + Trimer-tris-NTA-cyclam 5 yM 3 d

® [mdeg]

———AB(1-42) 5 uM + Trimer-tris-NTA-cyclam 5 yM 4 d

—— AB(1-42) 5 uM 0 h

230 Wellenldnge [nm]

Abb. 80: CD-Spektroskopie von 5 pM AB(1-42) mit 5 pM Trimer-tris(NTA)-Cyclam 62 als Ligand
(25 °C, 850 rpm, 4 d).

Aufgrund des Absorptionsbereichs von aromatischen Aminosauren wie Phenylalanin,
Tyrosin und Tryptophan zwischen 260 und 320 nm!"® und der CD-Inaktivitat sowie
der vorhandenen UV/Vis-Absorption des Liganden in diesem Bereich konnte gefol-
gert werden, dass eine Interaktion des Liganden mit dem AB-Peptid vorliegt. Dies
bestarkt die Theorie der KLVFF-Affinitat der Aminopyrazol-Einheit.

Im weiteren zeitlichen Verlauf wurde die negative Bande bei 218 nm jedoch immer
weiter verstarkt und der oben genannte positive Cotton-Effekt zwischen 260 und
320 nm aufgeldst, was auf Destabilisierung des Ligand-Peptid-Konjugats und die
Ausbildung der B-Faltblattkonformation im Ap-Peptid zurlckzuflihren ist. Abb. 81
zeigt das UV/Vis-Spektrum von 5 pyM Trimer-tris(NTA)-Cyclam 62.

1.5 1

e Trimer-tris(NTA)-Cyclam 5 yM

0.5

abs. Intensitat

200 250 300 350 400
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Abb. 81: UV/Vis-Spektrum von 5 pM Trimer-tris(NTA)-Cyclam 62 bei 25 °C.
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3.4.3. Biologische Experimente des Ni**-induzierten Trimer-Antikorper-

Komplexes

In den biologischen Experimenten, welche im AK Korth von Miiller-Schiffmann
durchgefilhrt wurden, sollten die thermodynamische Stabilitat des Trimer-Ni®*-
Antikorper-Hybridkomplexes und die Affinitaten zum AB-Peptid untersucht werden.

Zur Herstellung eines Hisg-IC16-scFv wurden VH- und VL-Fragmente des IC16-
Antikdrpers in pET22b-Zellen mit C-terminalen Hisg-Tags vervielfaltigt. Nach peri-
plasmatischer Expression in E. coli wurde der IC16-scFv via IMAC gereinigt. Die an-
fangliche Reinheit von unter 50% konnte mit Ap-Affinitatsaufreinigungen durch Ab1-

16-GB1 NHS sepharose verbessert werden.['""!

A) B) C)
72 — Ag 1-8
\ o model of P .
pog "
A 1 — - IC16-scFv # 3
25 == ' o S
vH vL 17— N ‘ . 75 ‘ &

mAb-IC16 scFv-IC16

11—

pET22b-scFv-IC16:
IMAC+

Vo [V [wyo [His,| ABafpurif
Abb. 82: A) Schematische Darstellung zur Herstellung des Hisg-IC16-scFv. B) Reinheit des Hisg-
IC16-scFv durch IMAC und anschlieBender Ap-Affinitatsaufreinigung. C) Modell zur Bindung
des IC16-scFv an die AB(1-8)-Sequenz.

Mit Hilfe der Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (PAGE) sollte Uberpruft werden, ob
der gewilnschte Komplex entsteht und nachgewiesen werden kann.

Die Gel-Elektrophorese dient in der Molekularbiologie als Standardverfahren zur
Identifizierung von Proteinen/Molekulen nach ihrer Grof3e. Dabei werden die zu ana-
lysierende Probe und ein Marker als Referenz auf ein Gel aufgetragen. Nach Anle-
gen einer Spannung werden die Moleklle aufgrund ihrer Masse und Ladung ge-
trennt.

Der Hise-getaggte 1C16-scFv wurde mit ansteigenden Konzentrationen Trimer-

tris(NTA)-Cyclam 62 auf ein natives Polyacrylamid-Gel aufgetragen.
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B-sheet breaker

IC16-scFv IC16-scFv Tris-Ni-(NTA)-W
Hisg tagged Hisg tagged cyclam
IC16-scFv: pl: 5.9 IC16-scFv + Ni-NTA-cyclam-AP: pl: 5.4

Ni-NTA-cyclam-AP
uM: 0 5 10 20 40 80 320 640 (-

’ 160 )
IC16-scFv 4L . . o : :j,‘ ; «—
| W —
v )
Abb. 83: Native PAGE zur Uberpriifung der Komplexbildung von Trimer-Cyclam-tris-Ni"-(NTA)-
IC16-scFv (natives Gel, pH 6.7).

F ¥
3

Bei dem Hisg-IC16-scFv ohne Zugabe von Ni?*-lonen und dem Trimer-Chelator 62
konnte ein isoelektrischer Punkt von 5.9 ermittelt werden. Die Zugabe des Trimer-
Cyclam-tris-Ni"-(NTA)-Komplexes zeigte ab einer Konzentration von 160 uM eine
Veranderung des Wertes auf 5.4. Normalerweise ist zu erwarten, dass der ge-
wunschte Komplex aufgrund seiner Grof3e im Vergleich zum 1C16-scFv einen grol3e-
ren pl-Wert annimmt. Da jedoch mit einem Unterschuss an Nickel gearbeitet wurde,
wies der Komplex mehr Ladungen aufgrund freier Carboxylat-Gruppen auf und zeigte
somit einen kleineren pl-Wert. Hierbei standen ladungsbedingte Einfliisse bei der
Wanderung des Komplexes im Gel im Vordergrund.

Nach erfolgreicher Uberpriifung der Komplexbildung wurden ELISA-Experimente
durchgefuhrt, um die AB-Affinitat zu untersuchen. Im ersten Schritt wurde der Kon-

zentrationsbereich fur die Bindung von IC16-scFv in Bezug auf AB(1-42) ermittelt.

1
=)
< 0.8
L]
‘E 0.6
3
ol
s 04
£ 0.2 /
s U mock
: 4 — i —"
0 30 60 120 240 480

IC16-scFV (nM)

Abb. 84: ELISA zur Ermittlung des Konzentrationsbereiches der 1C16-scFv-AB-Bindung (mit
0.5 ng AB(1-42)).
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Ab einer Antikorperkonzentration von 60 nM bis hin zu 480 nM konnte ein exponenti-
eller Anstieg in der Bindung zum AB-Peptid erreicht werden. Als Referenz bzw. Null-
linie diente die Inkubation von BSA mit AB(1-42). Aus diesen Erkenntnissen wurden
120 nM IC16-scFv fur weitere Bindungsverstarkungsmessungen mit Ap(1-42) als
Standardwert fur 100% ausgewahlt.

Hierbei wurden 120 nM 1C16-scFv 30 Minuten mit variablen Konzentrationen von
Trimer-Cyclam-tris-Ni"-NTA zusammen inkubiert. Ebenfalls wurden Kontrollmessun-
gen mit IC16-scFv und Trimer-tris(NTA)-Cyclam 62 in Abwesenheit von Ni**-lonen
sowie Tris(Ni"-NTA)-Cyclam angesetzt (Abb. 85). Als Nulllinie diente der Umsatz von
Trimer-Cyclam-tris(Ni"-NTA) mit AB(1-42) ohne das Antikdrperfragment. Die Kontroll-
experimente zeigten, dass durch die Einzelkomponenten in Lésung sowie ohne Ami-

nopyrazol-Einheit keine Verstarkung der Bindung an Ap hervorgerufen wurde.

IC16-scFv
43— & J
34— - 2 . 120 nM IC16-scFv mock
4 dae
23— Q
. E300
(=
—
17 — S200 ¢ )
2 ]
il mMam
11_ R l._ I._. B ._.l_. B B S
M] - 0.25 2.5 20 - 0.252.5 20 - 0.25 2.5 20 - 0.25 2.5 20

AP-Ni-NTA-cyclam AP-NTA-cyclam Tris-Ni-NTA-cyclam AP-Ni-NTA-cyclam
(without Ni?*) (without aminopyrazole)

Abb. 85: ELISA-Experiment zur Uberpriifung der AB-Affinitit des Trimer-CycIam-tris-Ni"-NTA-
IC16-scFv-Hybrids. Als 100% diente der vorher bestimmte Wert fiir die Bindung von IC16-scFv

an AB(1-42) (30 min Inkubation, jeweils 60-facher Uberschuss an Niz"-lonen).

Im Falle des Trimer-Cyclam-tris-Ni"-NTA-IC16-scFv-Hybrids konnte eine sehr groRe
Bindungsverstarkung auf 400% erreicht werden. Auffallig ist ebenfalls, dass bereits
bei submikromolaren Konzentrationen an Hybrid die Bindungsaffinitat fast verdoppelt
werden konnte. Abb. 86 zeigt nochmals einen genaueren Ausschnitt der gewahlten

Konzentrationen an Chelator mit und ohne Ni**-lonen.
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AP-Ni-NTA-cyclam
500

- AP-NTA-cyclam
450 (without Ni2%)

400
350 -
300

250 - .[ _|_ ]’

200
.|.

% of 120 nM IC16-scFv

150 +

100 4
N I - . l
0

0.25 uM 0.75 uM 2.25 M 6.75 uM 20. 25|.|M

Abb. 86: Genauerer Ausschnitt des ELISAs mit IC16-scFv und Trimer-Cyclam-tris(Ni"-NTA)

( [} als Vergleich ohne Einsatz von Ni**-lonen).

Zu erkennen ist hier der schwach lineare Anstieg der Bindungsstarke bis hin zu
6.75 UM, bevor diese bei 20.25 yM verdoppelt wird.
Des Weiteren wurden ELISA Experimente mit dem cameliden Hisqo-VHH-E4 Antikor-

per durchgeflhrt.
VHH-E4
0.9
&0 = PBS / 300 mM NacCl
34 . 0.8 o
23 = 0.7 + 300 mM Imidazole

I

0.6

0.5

17 -

0.4

Absorption Units

0.3
1M1 - 0.2 |
0.1
2 pM Trimer-NTA-Cyclam + . I l lJ_._lJ

VHH-His, [nM] 60 180600 60 180 600 60 180 600 60 180 600

coated:
AB-AE22 BSA AB-AE22 BSA

Abb. 87: ELISA zur Untersuchung der Ap-Affinitit des Trimer-Cyclam-tris(Ni"-NTA)-VHH-E4-
Hybrids.
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Hierbei diente BSA als Referenzsubstanz fur die Einordnung der Ergebnisse der Affi-
nititsexperimente des Trimer-Cyclam-tris(Ni"-NTA)-VHH-E4 Hybrids. Der Einsatz
von AB-AE22 hatte die Bedeutung, dass ausschliellich die Oligomerenbildung im
Vordergrund stand.[* Bei einem konstanten Uberschuss an Trimer-Cyclam-tris(Ni'-
NTA) (2 uM) wurde Hisio-VHH in drei verschiedenen Konzentrationen getestet
(60 nM, 180 nM und 600 nM). Bereits bei 60 nM Antikorperkonzentration konnte eine
Verstarkung der Bindung beobachtet werden. Bis hin zu einer zehnfach erhdhten
Konzentration an VHH-E4 konnte die Affinitat mehr als verdoppelt werden, wobei der
Bezug zu BSA bei 600 nM Konzentration an Antikorper ebenfalls eine Erhdhung lie-
ferte. Dennoch ist die Verstarkung der Bindungsaffinitat zu Ap bei 60 und 180 nM
Konzentrationen an Antikorper im Vergleich zum BSA deutlich zu erkennen. Um den
synergistischen Effekt zu betonen, wurde anschlieRend Imidazol hinzugegeben, um
die Ni"-Komplexierung zwischen B-Faltblattbrecher-Einheit und ApB-Selektor zu unter-

brechen. Daraufhin war keine Affinitat zum AB-AE22 mehr zu beobachten.

3.4.4. Zusammenfassung

Die Kombination von Inhibitoren und Antikdrpern bietet neue Ansatze im Bereich der
Behandlung von neurodegenerativen Krankheiten. Durch die schwache Bindung des
Trimer-mono-NTA-Bausteins 47 tiber Ni**-lonen an den Antikdrper gab es zwei Mog-
lichkeiten, eine thermodynamische Stabilitdt dieses Komplexes zu erreichen, zum
Einen die Funktionalisierung des Aminoprayzoltrimers mit einer multiplen Chelator-
Einheit und zum Anderen die Verlangerung der His-Polypeptidkette des Antikdrpers.
Die erfolgreiche Synthese des Nag-Trimer-tris(NTA)-Cyclam-Salzes 62 Uber 15 Stu-
fen war zunachst die primare Voraussetzung einer moglichen stabilen Metall-lonen-
induzierten Komplexbildung mit dem Antikorper.

Da biophysikalische Untersuchungen wie ThT-Assays und CD-Messungen keine An-
satze in der Inhibierung von AB(1-42) mit dem Aminopyrazol-Chelator alleine zeigten,
konnte in Elektrophorese-Experimenten zunachst die Entstehung des Trimer-
Cyclam-tris(Ni"-NTA)-IC16-scFv-Komplexes nachgewiesen werden. Eine synergisti-

sche Bindungsverstarkung zum AB konnte in ELISA-Experimenten beobachtet wer-
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den, wobei Messungen ohne den Einsatz von Ni**-lonen und ohne Aminopyrazol als
B-Faltblattbrecher-Einheit keine erhohte Bindungsaffinitat aufzeigten.
In weiteren Inhibierungsexperimenten mit der Komplex-Verbindung kénnten somit

mehr positive Ergebnisse bezuglich der AB-Aggregation erzielt werden.
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3.5. Aminopyrazol-Cyclen-Hybride als kiinstliche Proteasen

Kunstliche Proteasen konnten in ihrer Hydrolysefunktion von Peptiden eine wichtige
Rolle im Bereich der Alzheimer-Thematik spielen. Uber die Verkniipfung einer sol-
chen Spezies mit einer Erkennungseinheit kdnnte die Moglichkeit bestehen, das Alz-
heimer-Peptid in kleinere Peptidsequenzen zu spalten, um somit der toxischen Wir-
kung des Aggregationsprozesses entgegenzuwirken. Die Uberlegung bestand darin,

das Trimer mit einer Co"

-Cyclen-Proteasefunktion auszustatten, um die Selektivitat
der Proteolyse zu erhdhen.

Fur die Herstellung des Trimer-Protease-Hybrids gibt es zwei retrosynthetische An-
satze (Abb. 88), da das Trimer 27 sowohl C- als auch N-terminal funktionalisiert wer-
den kann. Fur die C-terminale Verknupfung sollte das Cyclen mit einem Linker, wel-
cher eine endstandige Amino-Gruppe tragt, ausgestattet werden, um die Entstehung
einer Peptidbindung zu ermdglichen. Der geschitzte Amino-Spacer sollte an der
Kupplungsstelle uUber eine gute Abgangsgruppe fur die Durchfihrung einer Sy2-
Reaktion verfligen (Abb. 88a).

Der N-terminale Ansatz der Funktionalisierung des Trimers 27 verlauft ahnlich zu
dem vorher beschriebenen Weg der C-terminalen Funktionalisierung. Hierbei sollte
der mit dem Cyclen verknlpfte Spacer mit einer Carbonsaure-Einheit ausgestattet
werden, um eine Peptidkupplungsreaktion mit dem Aminotrimer 36 einzugehen. Der
Linker sollte neben der Ester-Einheit eine gute Abgangsgruppe an der Stelle besit-

zen, wo der Linker mit der Cyclen-Einheit eine Substitution eingehen soll (Abb. 88b).
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Abb. 88: Retrosynthetische Ansatze fiir die C-terminale Kupplung der Proteasefunktion mit der

Trimer-Saure 57 (a) sowie fir die N-terminale Kupplung mit dem Aminotrimer 36 (b).
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3.5.1. Synthese von Trimer-Cyclen Hybriden

Beginnend beim freien Cyclen 67 fand die dreifache Boc-Schitzung nach einer Vor-
schrift von Wan et al. statt, wobei die Literaturausbeute nicht erreicht werden konn-
te.l"*! Jedoch ergaben sich bei der Reaktion keinerlei Probleme bei der Durchfiih-

rung und Isolierung.

NP X
EtsN, CHCI3, oA /M Mo

I/

NH HN o 9 0°C-RT, 20 h NN

(NH HN] vl >|\OJ\OJ\OJ< 29% [NH Nj o
— &7 68 66 & ~

Abb. 89: Herstellung von Tris(N-Boc)-Cyclen 66 nach Wan et al, 1%

Nach Erhalt dieses Grundbausteins wurde zunachst Bromacetonitril 69 eingesetzt,

welches als kurzer Spacer fungieren sollte.['"!

XOiN/_\NiLOK ><0’[2,\1/_\N(§\\o>4

K,CO3, CH4CN,

\_CEN . [ j 50 °C, 16 h [ ]

NH N 68% N= N N
69 66
0 7T 70 © 7T
Abb. 90: Herstellung des Cyanomethyl-tris(N-Boc)-Cyclen-Derivates 70 nach Reichenbach-

Klinke et al..!"®"

Br,

Die anschlieRende Reduktion der Cyano-Gruppe mit Raney-Nickel in ammoniakge-
sattigtem Ethanol unter Wasserstoffatmosphare fuhrte jedoch nicht zum gewunsch-

ten Produkt, wie es in der Literatur erreicht werden konnte.['®"]

o) 0 o o
><OJ(N/_\N»\())4 H,, Raney-Ni, ><OJ(N/_\N>\\O><
[ j EtOH/NHa, RT, 48 h [ j

N 77

Nsc N o NN o
) 7T HzN/\/ ) 7?
70 © 71 o
Abb. 91: Reaktionsschema zur Reduktion der Cyano-Gruppe nach Reichenbach-Klinke et

al."®"

Der nachste Ansatz war die Substitution mit einem Cg-Spacer analog zum obigen

Reaktionsweg, wobei als Reaktand 6-Bromohexylnitril (72) diente. Jedoch fand in
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diesem Fall keine Umsetzung statt. Die Variation der Base durch Casiumcarbonat

lieferte ebenfalls keine erfolgreichen Ergebnisse.

. W e S i B

O N N (o] K,CO3, 18-Krone-6, K, O (o]
[ j CH4CN, 80 °C, 16 h [ j
+
C=N NH N)r o \/\/\/N Nr o
72 —/ NS —
66 5 N =C ’s 5 N

0 o) >< o o) K

Br ><OJ(N/ \,\l>\‘0>< Cs,CO3, CH5CN, OJ(N’ ‘N»\O

[ j 80°C, 16 h [ j
+ — 7 s -
79 C=N N\H_/ N7]/O \/\/\/N\_/N)r o
N=
66 o 7T =C 5 © 7T
Abb. 92: Reaktionsschemata zur Herstellung des Cyanohexyl-tris(N-Boc)-Cyclen 73. Durch den

Einsatz verschiedener Basen konnte die Zielverbindung nicht erhalten werden.

Da die Umsetzungen und auch die Reduktion der Nitril-Einheit keine erfolgreichen
Ergebnisse lieferten, wurde ein anderer Weg Uber Z-geschitzte Aminoalkohole ein-
geschlagen. Hierbei wurde im ersten Schritt der freie Alkohol in eine Tosyl-Einheit als

gute Abgangsgruppe Uberflhrt.

o TsCl, DMAP, EtsN, Q o)
/

O)LN/\/\/\/OH CH2C|2, RT, 16 h OJLN/\/\/\/O\I/S/
H 69% H o) \©\

74 75
Abb. 93: Reaktionsgleichung zur Tosyl-Schiitzung des Z-Aminoalkohols 74.

Die weitere Umsetzung mit dem Tris(N-Boc)-Cyclen-Grundbaustein 66 fihrte eben-
falls nicht zum Erfolg. DC Kontrollen zeigten jedoch einen Umsatz, nach der Isolie-
rung konnten allerdings nicht alle Protonen im 'H-NMR-Spektrum zugeordnet wer-
den. Massenspektrometrische Untersuchungen konnten ebenfalls keinen Hinweis auf

das gewunschte Produkt liefern.
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NP
K,COs, 18-Krone-6, K, OJ(N N»\O
CH4CN, 80 °C, 48 h [ j
N N
/

Abb. 94: Reaktionsschema fiir die Herstellung des 6-Z-Aminohexyl-funktionalisierten Cyclen-
Derivates 76.

Der Weg zur Herstellung eines Carboxyl-funktionalisierten Cyclens zur spateren Syn-
these eines N-terminal verkniUpften Trimer-Cyclen-Hybrids verlief im Allgemeinen
uber einen Bromalkylmethylester.

Die Funktionalisierung mit einem mittellangen Cg-Spacer erfolgte Uber 6-
Bromhexansauremethylester (77) unter ahnlichen Bedingungen wie in Abb. 92 und

94 genannt.

0 0 0 0
><O’Z(N/ \N>\‘O)< KoCO3, CH4CN, ><O’[(N/ \N»\OK
o . [ j 50 °C, 16 h E j
Br\/\/\)j\ e
0 NH N 38% N N
/ O o _/ VO
. 66 g]’ \/ \o»\/\/\;a gf \/

Abb. 95: Synthese des Tris(N-Boc)-Cyclenhexansauremethylesters 78.

Die darauffolgende Methylesterspaltung unter basischen Bedingungen verlief quanti-
tativ.

0] O LiOH, H,0, O

[ j THF/MeOH 2:1, A, 16 h [ j
N N

99%

N N
())\\/\/\/ \__/ ?,/O 3\\/\/\/ \__/ ?]/O
—0 78 © 7T HO 79 % 7T
Abb. 96: Reaktionsgleichung zur Herstellung der Tris(N-Boc)-Cyclenhexansaure 79.
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Durch die erhaltene freie Carbonsaure-Einheit konnte im Anschluss die Peptidkupp-
lungsreaktion mit dem Aminotrimer 36 durchgefuhrt werden. Jedoch fand bei dieser

Reaktion kein Umsatz zum gewunschten Produkt statt.

g ’D >( Jf,—\c})\\ )4 HCTU, CI-HOBY, DIEA,
H,N HN

o o CH,Clo/DMF 2:1
O )

N-N O O»\/\/\/N\ /N?ro

36 HO 79 ° N
_0
—0

Q7

o

Abb. 97: Erfolgloser Weg zur Synthese des Trimer-hexyl-Cyclen Hybrids 80.

Als langer Spacer wurde ein Ci-Spacer gewahlt. Hier wurde von 12-Brom-

dodecansaure (81) ausgegangen, welche zunachst verestert werden sollte.

0 SOCl,, MeOH,

(0]
0 °C-RT,dann 80 °C, 16 h J]\/\/\/\/\/\/
HO)]\/\/W\/\/Br \O Br

57%
81 82

Abb. 98: Reaktionsschema zur Herstellung von 12-Bromdodecansauremethylester (82).

Die Umsetzung des Esters 82 mit Tris(N-Boc)-Cyclen 66 erfolgte unter denselben

Bedingungen wie in Abb. 95 gezeigt, jedoch mit etwas besserer Ausbeute.

0" KyCOs, CH4CN, o
80°C, 16 h [ j
NH N 43% N

Abb. 99: Reaktionsgleichung zur Synthese von Tris(N-Boc)-Cyclendodecansduremethylester
83.
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Unter basischen Standardbedingungen zur Methylesterspaltung konnte die freie

Carbonsaure ohne grofe Probleme mit guten Ausbeuten erhalten werden.

N IR §Y N IR §Y
oA Mo’ LioH, Hy0, oA Mg
[N Nj THF/MeOH 2:1, A, 16 h [N Nj
N 75% N

Abb. 100: Reaktionsgleichung zur Synthese von Tris(N-Boc)-Cyclen-dodecanséaure 84.

Durch Variation der Kupplungsbedingungen im Hinblick auf die vorherige Synthese

konnte das gewulnschte erste Trimer-Cyclen-Hybrid hergestellt werden.

/
Og/ O
= (0] (@]
o N N X
=N OJ(N/ \N»*o EDCI, DMAP,
S DMF, RT, 48 h
Y o J T
H,N . _—
2 m N @) N N7’/ 36%
~N 7?

0
Abb. 101: Reaktionsgleichung der Peptidkupplung zum Trimer(PMB)-dodecyl-tris(N-Boc)-
Cyclen-Hybrid 85.

Die Abspaltung der Boc- und PMB-Schutzgruppen erfolgte unter bekannten Bedin-
gungen mit trockener TFA bei 70 °C unter Schutzgas sowie erhdhtem Druck und
ergab mafRige Ausbeuten (Abb. 102).

Nach Durchfihrung der verschiedenen Synthesewege konnte letztlich eine Verbin-

dung mit pB-Faltblattbrecher-Protease-Funktion erhalten werden. Im nachsten Schritt
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sollten Komplexierungsversuche durchgefuhrt werden, um darauffolgend die proteo-

lytische Wirkung zu untersuchen.
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Abb. 102: Reaktionsgleichung der TFA-Abspaltung zum Cyclen-dodecyl-Trimer-Hybrid 86.
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3.5.2. Biophysikalische Experimente mit dem Trimer-Cyclen-Hybrid

Zunachst wurde Uberpruft, ob die Zielstruktur 86 inhibierende und konformationsan-
dernde Eigenschaften bezlglich des Ap-Peptids aufweist. ThT-Experimente zeigten
folgendes Ergebnis in Bezug auf einem sechsfachen Uberschuss an Ligand zu
10 uM AB(1-42).

120% -
100%
100% -
80%
51% mAR(1-42) 10 M

60% 1 = AB(1-42) 10 uM + Trimer-dodecyl-cyclen 60 uM

rel. Fluoreszenz

40% A

20% -

0% -

Abb. 103: ThT-Assay mit dem Hybrid 86 in sechsfachem Uberschuss in Bezug auf Ap(1-42)
(37 °C, 650 rpm, 5 d).

Nach 5 d Inkubation sank die ThT-Fluoreszenz auf 51%, woraus die Erkenntnis ge-
zogen werden konnte, dass mit Hilfe eines Uberschusses des Liganden 86 circa die
Halfte der AB-Aggregation inhibiert werden konnte.

Die CD-Spektroskopie wurde hier ebenfalls wieder eingesetzt, um mogliche Konfor-
mationsanderungen des AB-Peptids zu beobachten. Hierbei wurden 10 uM AB(1-42)
mit 10 uM Trimer-dodecyl-Cyclen 86 insgesamt 4 d bei RT mit 850 rpm inkubiert. Im
Vergleich zu Ap alleine war zu erkennen, dass im Verlauf der Zeit die negative Bande
bei 218 nm nicht mehr zu erkennen war, was auf die Destabilisierung der -

Faltblattstruktur hinweist.'?"]
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wm= A3 10 uM + Trimer-dodecyl-Cyclen 10 pM 4 d
e A3 10 yM + Trimer-dodecyl-Cyclen 10 yM 3 d
e A3 10 pM + Trimer-dodecyl-Cyclen 10 yM 2 d

s A3 10 UM + Trimer-dodecyl-Cyclen 10 yM 1 d

® [mdeg]

e A3 10 uM + Trimer-dodecyl-Cyclen 10 yM 1 h
e A3 10 uM + Trimer-dodecyl-Cyclen 10 yM 0 h

AR 10 uM 0 h

Wellenlange [nm]

Abb. 104: CD-Spektroskopie von 10 uM ApB(1-42) mit 10 pM Trimer-dodecyl-Cyclen 86 als Lig-
and (25 °C, 850 rpm, 4 d).

Der gleichzeitig auftretende positive Cotton-Effekt zwischen 250 und 310 nm liel3
auch wieder auf die KLVFF-Affinitat der Aminopyrazol-Einheit schlieRen (vgl. Abschn.
3.3 und 3.4)!" da auch hier in diesem Bereich keine CD-Aktivitat aber eine schwa-
che Absorption des Liganden im UV/Vis-Spektrum auftritt (Abb. 105).
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e Trimer-dodecyl-Cyclen 10 yM
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Abb. 105: UV-Spektrum von 10 uM Trimer-dodecyl-Cyclen 86 bei 25 °C.
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3.5.3. Experiment zur Herstellung des Co"-Cyclen-Trimer-Komplexes

Der Versuch den Co"

von Chei et al."® Hierbei wurde das Trimer-Cyclen-Hybrid 86 mit Cobalt(Il)chlorid

-Cyclen Komplex herzustellen, erfolgte nach einer Vorschrift

sowie Lithiumhydroxid in Methanol uber Nacht unter Luftsauerstoff umgesetzt.
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Abb. 106: Reaktionsgleichung zur Co"-Cyclen-Komplexbildung.

Beim Start befanden sich alle Reaktionsteilnehmer in Lésung. Die Uberpriifung der
Reaktionslésung nach einer Stunde zeigte eine leichte Violettfarbung, was fir die

I_Spezies spricht.['% Nach weiterer Inkubation (iber Nacht war

Entstehung einer Co
ein braunvioletter Feststoff ausgefallen, wodurch die Lésung entfarbt wurde. Nach
Zentrifugation und Abtrennung des Feststoffes sollte dieser und auch die Ldsung
analysiert werden. Jedoch wurde festgestellt, dass der Feststoff eine Unldslichkeit
gegenuber jeglichen Losungsmitteln besal. Die Vermutung war, dass aufgrund der
Co"-Cyclen-Komplexbildung die Wasserldslichkeit zunehmen sollte, was jedoch nicht
der Fall war. Somit konnte nur die Reaktionsldsung weiter untersucht werden. In der
Lésung konnte mit Hilfe von HPLC-Messungen festgestellt werden, dass sich geringe
Mengen einer Substanz durchaus in Losung befanden. Dabei stimmte die Retenti-

onszeit jedoch mit der des Trimer-dodecyl-Cyclens 86 Uberein. Theoretisch sollte
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sich der Wert fur die Retentionszeit vom Cyclen zum Co™-Cyclen-Komplexes auf-

grund ihrer unterschiedlichen Polaritaten andern. Massenspektroskopische Messun-
gen via MALDI-TOF lieRen dennoch vermuten, dass sich der Co"
Losung befand (fur Cs3Hs3N130s5Co, berechnet: 770.4, gefunden: 770.3). Aufgrund

schlechter Ldslichkeit des entstandenen Feststoffes und der geringen Menge des

-Cyclen Komplex in

sich in Lésung befindlichen Teils konnten mit dieser Leitstruktur keine Peptidhydroly-

se-Experimente durchgefuhrt werden.

3.5.4. Zusammenfassung

Durch mehrere Versuche zur Synthese eines Trimer-Protease-Hybrids auf Cyclenba-
sis konnte in 13 Stufen das N-terminal verknupfte Trimer-dodecyl-Cyclen 86 herge-
stellt werden.

Im biophysikalischen Teil konnte bei ThT-Assays nach funf Tagen Inkubationszeit
eine AB-Inhibierung von etwa 50% erreicht werden. Die CD-Messungen zeigten eine
kontinuierliche Auflosung der B-Faltblattstruktur nach vier Tagen. Mit der Abschwa-
chung der negativen charakteristischen Bande bei 218 nm konnte zusatzlich ein po-
sitiver Cotton-Effekt zwischen 250 und 300 nm beobachtet werden. Dieser Effekt lie
auf die Interaktion der p-Faltblattbrecher-Einheit mit den Phenylalanin-Resten des
AB-Peptids schlie3en.

In der Herstellung der kinstlichen Protease wurde das Trimer-Cyclen-Derivat mit
CoCl, unter oxidativen Bedingungen umgesetzt. Dabei konnte ein geringer Teil des
gewulnschten Komplexes in Losung erhalten werden, was massenspektrometrisch
nachgewiesen werden konnte. Jedoch konnten aufgrund der schlechten Ldslichkeit

in wassrigem Medium keine Peptidspaltungsexperimente durchgeflihrt werden.
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3.6. Einfluss der Aminopyrazol-Hybride auf die Sekretion von APP

Hohe synergistisch inhibitorische Effizienz zeigten Trimer-Spacer-D3-Hybride mit
ihrem B-Faltblattbrecher-Element und einer Ap-disaggregierenden Erkennungseinheit
sowohl in biophysikalischen als auch biologischen Experimenten. Modellberechnun-
gen zeigten, dass Trimer-D3 43 mit seiner peptidischen Einheit die Glutamat-Leiter in
einer AB-Fibrille erkennt.['?"'??l |n Experimenten konnte nachgewiesen werden, dass
Hybrid 43 niederoligomere AB-Aggregate vollstandig auflésen konnte. Da diese Oli-
gomere keine Glugo-Leiter aufweisen, muss der Inhibitor 43 zusatzlich eine andere
Bindungsstelle zu monomerem AP aufweisen. Durch diese Uberlegungen lag der
Fokus schlieBlich auf dem Vorlauferprotein APP, welches die AB-Sequenz beinhaltet
und somit auch durch Trimer-D3 43 erkannt werden sollte. Da konnten die - und v-
Sekretasen beeinflusst werden.

Fur die biologischen Experimente wurde Trimer-D3 43 nach einer Vorschrift von
Marz-Berberich hergestellt.'”” Ebenso wurde dieser Inhibitor C-terminal mit einer
zusatzlichen Lysin-Einheit funktionalisiert, um eine Immobilisierung mit NHS-
Sepharose fur Affinitatschromatographien zu ermdglichen. Die biologischen Experi-
mente wurden von Miiller-Schiffmann aus dem AK Korth durchgefuhrt. Zunachst
wurde Uberpruft, ob Trimer-D3 43 das APP bindet.

3.6.1. Synthese von Trimer-D3 und Trimer-D3-Lys uber SPPS

Im ersten Schritt wurde das D3-Peptid Uber einen Mikrowellen-Peptid-Synthesizer
hergestellt. Dabei wurde die standardmaflige Fmoc-Strategie verwendet und von
W6l durchgeflhrt. Als Startmaterial diente ein Wang-Harz, welches mit der letzten
Aminosaure Fmoc-D-Arginin(Pbf) fur D3 und Fmoc-D-Lysin(Boc) flr D3-Lys bereits
beladen war. AnschlieRend konnte das gewlnschte D-Peptid unter Kupplungsbedin-
gungen mit HCTU und DIEA/NMP in DMF hergestellt werden. Durch das Ldosungs-
mittel konnte die Verwendung wasserunldslicher Komponenten eingeschlossen wer-
den. Die Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppen erfolgte mit Piperidin in DMF. Nach
Abspaltung vom Harz und anschlielender Fallung konnten Uber HPLC und Massen-

spektrometrie die Reinheit und die richtige Peptidsequenz nachgewiesen werden.
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Die Herstellung des Trimer-Hybrids erfolgte schliel3lich tber manuelle Peptidfestpha-
sensynthese. Nach Abspaltung der letzten Fmoc-Schutzgruppe konnte mit HCTU
und DIEA in DMF die Trimer-Saure 57 mit dem Peptid gekuppelt werden. Nach
Harzabspaltung und PMB-Entschutzung konnten Uber fraktionierendes Fallen die
gewulnschten Hybridverbindungen erhalten werden. Abb. 107 und 108 zeigen die

Reaktionsgleichungen zur Synthese der Hybride 43 und 45 Gber die manuelle Pep-

tidfestphasensynthese.
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Abb. 107: Reaktionsschema zur Herstellung von Trimer-D3 43.
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Abb. 108: Reaktionsschema zur Herstellung von Trimer-D3-Lys 45.

3.6.2. Bindung von Trimer-D3 an APP und Beeinflussung der APP-CTF-Gener-
ierung

AP-D3-lysin
— c
2 2
- o
= ™
X S o
n =t o
o £ <

APP
95

Abb. 109: Western Blot von abgeschiedenem APP von Lysaten der 7Pa2-Zellen (links). Die Ver-
kniipfung von Trimer-D3-Lys 45 mit NHS-Sepharose zeigte eine Bindung zum APP (rechts) im
Vergleich zur freien NHS-Sepharose (Mitte). 95 ist die Markerbande fiir die Gr6Be von 95 kDa.
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Laut der Intensitaten der erhaltenen Banden liel3 sich in etwa ableiten, dass die Half-
te des abgeschiedenen APP durch Trimer-D3-Lys-Sepharose gebunden wurde, wo-
hingegen die freie NHS-Sepharose keine Affinitat zum APP zeigte.

Der Ausgangsschritt der AB-Generierung, welcher die sekretasebedingte Prozessie-
rung des APP voraussetzt, kann durch sterische Wechselwirkungen von Trimer-D3
43 mit der AB-Doméne im APP beeinflusst werden. Darauffolgend wurden die Kon-
sequenzen in der Generierung von C-terminalen APP-Fragmenten (APP-CTF) durch
o-, B- und y-Sekretase im Hinblick auf die Behandlung von APP mit Trimer-D3 43
untersucht. Western Blots zeigten aufgrund der Bildung von APP-CTFs in der Gro-
Renordnung von a-CTFs, dass Trimer-D3 43 die APP-Prozessierung beeinflusst,
wohingegen der Einsatz der Einzelkomponenten (Trimer + D3) keine Effekte be-

obachten liel3.

a) o % ﬁ

x B8 y: K B 8 v 3

8 4 o g % 8 %

E < O
L': 1?' 11 =
(&) a
] = A - monomer
§ 1M1= . APP-CTF

CHO-APP-wt CHO-APP-wt

Abb. 110: a) Western Blot fiir den Nachweis von C-terminalen APP Fragmenten durch den Ein-
fluss von Trimer-D3 43 im Vergleich zu den Einzelkomponenten. b) Western Blot von immuno-

préazipitiertem AP mit Einfluss der Wirkstoffe auf seine Bildung.

Der Einfluss von Trimer-D3 43 auf die APP-Prozessierung innerhalb der AB-Domane
wurde die Produktion nicht amyloidogener AB-Fragmente zur Folge haben. Durch
Einsatz des IC16-Antikdrpers mit N-terminaler AB-Spezifitat konnte eine reduzierte
Menge von monomerem AP beobachtet werden, was bedeutet, dass der Inhibitor 43

die Prozessierung beeinflusst.
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3.6.3. y-Sekretase Modulierung

Zur Uberpriifung einer y-Sekretase Modulierung legten Abramowski et al. dar, dass
die Inhibierung der y-Sektretase zu einer Anreicherung von B- und zum Teil a-CTFs
fiihrt.['*® Darauf aufbauend wurden APP-generierende Zellen mit 10 uM Trimer-D3
43 sowie zum Vergleich mit 30 nM des bekannten y-Sekretase-Inhibitors LY-411575
behandelt.
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Abb. 111: a) Western Blot fiir die Uberpiifung der y-Sektretase-Inhibierung durch Trimer-D3 43.
b) Western Blot zur Uberpriifung der Inhibierung durch Kombination von Trimer-D3 43 und LY-
411575.

Hierbei konnte festgestellt werden, dass durch Trimer-D3 43 ein anderes C-
terminales Fragment entstanden ist als das a-CTF, welches durch LY-411575 indu-
ziert wurde. Ebenfalls konnte ein reduziertes Signal des p-CTFs durch die Behand-
lung mit Trimer-D3 43 gegenuber LY411575 festgestellt werden. Wie oben bereits
erwahnt wurde, zeigten in diesem Experiment die Einzelkomponenten ebenso keine
Effekte. Auch die Kombination aus Trimer-D3 43 und LY-411575 lieferte kein ver-
starktes Signal fur das C-terminale Fragment.

Da Trimer-D3 43 nicht das typische Spektrum von C-terminalen APP-Fragmenten im
Zusammenhang mit der y-Sekretase-Inhibierung lieferte, wurde ein in vitro y-

Sekretase-Aktivitatsassay basierend auf AlphaScreen™-Technologie!'™*® durchge-
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fuhrt, um die Modulierung durch den Inhibitor 43 auszuschlie3en. Hierbei wurde ein
rekombinantes Fragment, welches den C-terminalen 100 Aminosauren von APP
(APP-C100) entspricht, mit einem y-Sekretase-Komplex inkubiert. Das bei der Sekre-
tase des APP-C100-Fragments freigesetzte AB(1-40) wurde mit AntikGrpern, welche
den C- und N-Terminus des Peptids erkennen (BAP24 und IC16), detektiert.

0 I I I | I

mock AP-DJ AP-D3 AP+ D3 AP+D3 LY411575 4°C

8

g

AB,, normalized
2 3

]

8

Abb. 112: y-Sekretase-Aktivitatsassay. Als Nullwert wurde eine Probe bei 4 °C inkubiert.

Weder Trimer-D3 43 noch die Einzelkomponenten veranderten auffallig die Ap-(1-
40)-Produktion. LY-411575 verhinderte nahezu vollstandig die Spaltung des APP-
C100-Fragments.

Um weiterflihrende Beeinflussungen in der y-Sekretase-Aktivitat auszuschlieRen,
wurde Notch1® als Substratvariante fiir die y-sekretasebedingte Prozessierung
ausgewahlt. Uber die Zelllinie HEK293-FNEXT wurde die FLAG- und Myc-getaggte
extrazellulare Domane von Notch1 (FNEXT) Uberexprimiert. Die Prozessierung von
FNEXT durch die y-Sekretase resultiert in einer Myc-getaggten Notch1-Domane
(NICD).1"*"!

LY411575

moc
AP-D3

F-NEXT

Abb. 113: Western Blot der Uberpriifung des Einflusses von Trimer-D3 43 auf die Notch1-
Prozessierung. Als Vergleich diente der bekannte y-Sekretase-Inhibitor LY-411575.
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Die Inkubation solcher Zellen mit 30 nM LY-411575 fuhrte zu einem starken Anstieg
von unprozessiertem FNEXT, wobei zusatzlich das NICD Spaltungsprodukt nicht
mehr detektiert werden konnte. Trimer-D3 43 nahm keinen Einfluss auf die FNEXT-

Prozessierung und zeigte somit kaum einen Unterschied zur Referenzprobe.

3.6.4. Identifizierung des APP-Fragments

Nachdem festgestellt worden war, dass sich das durch Trimer-D3 43 hervorgerufene
APP-CTF von dem a- und B-CTF unterschied, wurde nach der unbekannten neuen

Schnittstelle gesucht.

4G8

1 10 20 30 40
sAPP KMDAEFRHD SGY+EVHHQKLVFFAE DVGSNKGAIIGLMVGGVVIATV y-CTF

B P’ o ¢ (BACE2) Y
Abb. 114: Schematische Darstellung des APP mit dem Ausschnitt des Ap-Peptids (rot) und den

Schnittstellen der Sekretasen.

APP kann an mehreren Schnittstellen unterschiedlich prozessiert werden. BACE1
spaltet das Protein an Position 1 (§) und in geringerem Malde an Position 11 (B°),
ADAM10 an Position 16 (o) und die y-Sekretase an mehreren Stellen in der Nahe
des C-Terminus von AP (y). Als alternative a-Sekretase dient BACE2, ein Homolog
von BACE1, und prozessiert APP zwischen den Positionen 19 und 20, wodurch das
sogenannte 6-CTF gebildet wird.["**'*3 Es ist drei Aminosauren kiirzer als das a-CTF
und kénnte das APP-CTF darstellen, welches nach Behandlung mit Trimer-D3 43
beobachtet wurde. Die unbekannte Schnittstelle wurde durch einen Vergleich des
Erkennungsmusters zweier Uberlappender Antikorper gesucht. Der anti-Ap-
Antikdrper 4G8 erkennt die AB-Sequenz 17-24!"4 CT15 bindet hingegen den Ab-
schnitt 10-23M'*l. Wenn die unbekannte Spaltstelle zwischen 17 und 24 liegt, sollte
CT15 immer noch binden, 4G8 jedoch nicht.
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Abb. 115: Western Blot fiir die Detektierung der durch Trimer-D3 43 und LY-411575 generierten
APP-CTFs mit Hilfe zweier unterschiedlicher Erkennungseinheiten (CT15 und 4G8).

Aus den Western Blots geht eindeutig hervor, dass CT15 beide dominanten CTFs
erkennt, welche durch die Behandlung mit Trimer-D3 43 oder LY-411575 immuno-
prazipitiert wurden. Der Antikdrper 4G8 wechselwirkte hingegen nur mit dem a-CTF,
welches durch Behandlung mit LY-411575 generiert wurde, und konnte das durch
Trimer-D3 43 induzierte CTF nicht detektieren. Dieses Ergebnis fur die APP-
Prozessierung in Gegenwart von Trimer-D3 43 legt nahe, dass die Spaltstelle in der

Tat zwischen 17 und 24 liegt, also naher am C-Terminus als der a-Sekretase-Schnitt.

3.6.5. Einfluss der Spacerlange auf die 6-CTF-Generierung

Miiller-Schiffmann et al. zeigten bereits in vorangegangenen Arbeiten, dass die Lan-
ge des Spacers zwischen der Aminopyrazol-Einheit und dem D3-Peptid mit der Anti-
Oligomerisierungseffizienz im Zusammenhang steht.!'?"'??l |n Bezug auf die APP-
Prozessierung wurde nun auch Abhangigkeit der 6-CTF-Produktion von der Flexibili-
tat und Lange der Spacer untersucht. Zusatzlich zum ,zero-spacer® 43 wurden ein
kurzer GABA-, ein mittlerer TEG- und ein langer TEG-TEG-Spacer verwendet. In
7Pa2 Zellen war nur Trimer-GABA-D3 fahig die Bildung von 6-CTF zu induzieren. Mit
groRerer Spacerlange waren 6-CTFs nicht detektierbar. Andererseits war zu erken-
nen, dass die Bildung des BACE1-Spaltungsprodukts (B-CTF) bei der Inkubation mit
den kurzen Hybriden Trimer-GABA-D3 und Trimer-D3 43 verringert wurde.
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Abb. 116: Strukturaktivititsbeziehung in der 8-CTF-Induktion mit unterschiedlichen Spacerlan-

gen.

Fazit: Die Induktion von 6-CTF wird mit kurzen Linkern favorisiert. Gleichzeitig wird

die Bildung von B-CTF unterdrickt.

3.6.6. Zusammenfassung

Der Einfluss von Trimer-D3 43 auf die Sekretion des Amyloid Precursor Proteins
(APP) wurde in unterschiedlichen biologischen Tests untersucht. In Western Blots
konnte nachgewiesen werden, dass Trimer-D3-Lys 45, welches nach Crosslinking
mit NHS-Sepharose immobilisiert wurde, in der Lage ist APP zu binden. Im Folgen-
den wurde Uberprift, ob sich dadurch die Sekretion von APP verandert.

Die Sekretion von APP lieferte in Anwesenheit von Trimer-D3 43 Uberraschend C-
terminale APP-Fragmente (APP-CTF), deren GrofRe sich von der unterscheidet, die
durch a-, B- oder y-Sekretase gebildet wird. Der Einsatz beider Einzelkomponenten
(AP + D3) hatte dagegen keinen Einfluss auf die APP-Sekretion.
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Im Einzeltest wurde bestatigt, dass Trimer-D3 43 im Gegensatz zu dem bekannten y-
Sekretase-Inhibitor LY-411575 tatsachlich keinen Einfluss auf die y-Sekretase aus-
ubt.

Uber die Identifizierung der Schnittstelle im APP wurde die mogliche Bildung von 6-
CTFs durch Trimer-D3-Einwirkung uberpruft (Beeinflussung von BACEZ2). Der CT15-
Antikorper, welcher die AB(10-23)-Sequenz erkennt, konnte auch das vom Aminopy-
razol-D3-Hybrid induzierte APP-CTF binden; das kleinere Epitop AB(17-24) von 4G8
reichte dazu nicht aus. Daraus Iasst sich schlieRen, dass in Gegenwart von Trimer-
D3 43 die APP-Prozessierung naher am C-Terminus erfolgt als an der a-Sekretase-
Spaltungsstelle. Das wirde zu einer BACE2-Spaltung zwischen 19 und 20 gut pas-
sen. Endgultige Klarheit sollen hier massenspektrometrische Untersuchungen der

gebildeten Fragmente ergeben.
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3.7. Zellgangigkeit von Aminopyrazol-Derivaten

Nanopartikel werden grofflachig im Bereich der Zellbiologie und Medizin fur photo-
dynamische Therapien und Wirkstofftransport verwendet.!"*®'*"l Da groRe Molekiile
oftmals nicht die Zellmembran Uberqueren kdnnen, werden diese auf Nanopartikel
adsorbiert, um den Zelliibergang zu erleichtern."*®'*l Es ist bekannt, dass Nanopar-
tikel mit einem Durchmesser bis 120 nm durch Endocytose auf die intrazellulare Sei-
te gelangen.[® Ein Forschungszweig des AK Epple befasst sich mit anorganischen
Nanopartikeln, welche den Transport von organischen Substanzen Uber die Memb-
ran in den intrazellularen Raum ermdglichen. Als Beispiel dient die Transfektion in
der Zellbiologie.!"**1°"!

Calciumphosphatnanopartikel dienen als nonvirale Ubertréger in der Gentherapie
und bieten beispielsweise orale Applikationen in der Aufnahme von Insulin.['®213.154
Durch einen geklarten Mechanismus in der Aufnahme von anionischen und kationi-
schen Calciumphosphatnanopartikeln finden diese einen gro3en Anwendungsbe-
reich in Knochenersatzmaterialien sowie beim Wirkstofftransport.['491%1:195.1%6] prgi.
tisch gesehen ist es nétig organische Verbindungen mit einem Fluoreszenzlabel aus-
zustatten, um Uber Fluoreszenzmikroskopie Emissionen innerhalb der Zelle beobach-
ten zu kénnen, ob das Einliefern eines Wirkstoffes in die Zelle erfolgreich gewesen
ist.

Da Trimer-D3 43 bisher die potenteste Verbindung war, wurde Uberlegt, dieses mit
Fluoreszenzfarbstoffen zu funktionalisieren und mit Calciumphosphat-Nanopartikeln

zu verknupfen, um die Mdéglichkeit flr Fluoreszenzuntersuchungen zu gewahrleisten.
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3.7.1. Synthese fluoreszenzgelabelter Aminopyrazol-Hybride liber SPPS

Wie auch im vorherigen Kapitel beschrieben, wurden zunachst die Peptide Uber
SPPS hergestellt. Hierbei wurde ein mit Fluoreszenzlabel beladenes Harz als Start-
material verwendet. Die beiden Harze waren Dansyl NovaTag™ Resin und Mca No-
vaTag™ Resin mit einer Coumarin-Einheit als Label. Unter gleichen Bedingungen
wie im vorherigen Abschnitt zunachst das Peptid hergestellt, woraufhin schlieRlich
die Trimer-Saure 57 manuell gekuppelt wurde. Durch die Harzabspaltung und die
PMB-Entschutzung mit anschlieRender fraktionierender Fallung konnten die ge-
wulnschten fluoreszenzgelabelten Hybridverbindungen erhalten werden. Abb. 117
und 118 zeigen die Reaktionsschemata zur Herstellung von Trimer-D3-Dansyl 88

und Trimer-D3-Coumarin 89.
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Abb. 117: Reaktionsschema zur Herstellung von Trimer-D3-Danysl 88.
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Abb. 118: Reaktionsschema zur Herstellung von Trimer-D3-Danysl 89.
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3.7.2. UV/Vis- und Fluoreszenzmessungen der gelabelten Trimer-Derivate

Um die Absorptionswellenlangen fur Fluoreszenz-Experimente zu ermitteln, wurden

UV/Vis-Spektren aufgenommen.

Trimer-D3-Coumarin 60 uM Trimer-D3-Dansyl 60 pM

RN
1

abs. Intensitat
abs. Intensitat _.

o

250 300 350 400 450 500 550 600 250 300 350 400 450 500 550 600

Wellenldange [nm] Wellenldange [nm]

Abb. 119: UV-Spektren von Trimer-D3-Coumarin 89 (links) und Trimer-D3-Dansyl 88 (rechts)
(jeweils 60 uM in PBS-Puffer).

Die ermittelten Absorptionsmaxima lagen fur Trimer-D3-Coumarin 89 bei A = 322 nm
und far Trimer-D3-Dansyl 88 bei A = 315 nm. Nach Einstrahlung der ermittelten An-

regungswellenlangen konnten die jeweiligen Fluoreszenzspektren der Trimer-D3-

Derivate erhalten werden.

800 - 200 -
Trimer-D3-Coumarin 60 yM Trimer-D3-Dansyl 60 pM
= b
S 600 - ® 150
(7] (7]
c c
] 2
= £
-; N
c 400 - S 100 -
g i
[} [
o ]
o 5
S 200 - i 50 -
[ .
; 3
8 c
©
0 T T : : . 0 T T T r r
340 390 440 490 540 590 340 390 440 490 540 590
Wellenldnge [nm] Wellenldange [nm]

Abb. 120: Fluoreszenzspektren von Trimer-D3-Coumarin 89 (links, 60 uM in PBS, Excitations-
wellenlange: 322 nm) und Trimer-D3-Dansyl 88 (rechts, 60 uM in PBS, Excitationswellenlange:
315 nm).
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Das Emissionsmaximum fur Trimer-D3-Coumarin 89 lag bei 394 nm, fur Trimer-D3-
Dansyl 88 ergaben sich zwei Emissionsmaxima, wobei das erste mit dem Maximum
vom Trimer-D3-Coumarin 89 Ubereinstimmt, ist dieser Wert auf die peptidische Se-
quenz vom D3 zurtickzufuhren, da Trimer-D3 43 dieselbe Emissionsbande aufweist
und hierbei nur durch die Coumarin-Einheit verstarkt wird. Da die Werte fur die ThT-
Absorption 446 nm und fir die —Emission 490 nm betragen, kann eine Interferenz bei
ThT-Assays ausgeschlossen werden. Diese wurden als nachstes durchgefuhrt, um

die Inhibierungsaktivitat der gelabelten Derivate zu Uberprifen.

100% 0%
-

EAB 10 uM
80% -
HAB 10 M + Trimer-D3-Coumarin 60 uM

®AB 10 uM + Trimer-D3-Dansyl 60 uM
60% -

40% -

rel. Fluoreszenzintensitat

20% - -
? 2%

0% - ﬁ ——

Abb. 121: ThT-Assay mit den fluoreszierenden Hybriden 88 und 89 in sechsfachem Uberschuss
in Bezug auf 10 uM Ap(1-42) (37 °C, 650 rpm, 5 d).

Es ist zu erkennen, dass die beiden fluoreszenzgelabelten Trimer-D3-Hybride eine
ahnlich gute Effizienz aufweisen wie Trimer-D3 43.1'*! Das einzige Problem, das hier
auftrat, war die Wasserunldslichkeit der beiden Komponenten. Ebenfalls konnten fur
CD-Messungen keine Stammldsungen in HFIP hergestellt werden, was somit weitere

biologische/biophysikalische Experimente ausschloss.
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3.7.3. Zelltransportexperimente

Die Herstellung und Charakterisierung der funktionalisierten Nanopartikel sowie die
Durchfihrung der Zelltransportexperimente wurden von Rotan aus dem AK Epple
ubernommen.

FUr die Synthese der funktionalisierten Nanopartikel wurden zunachst Calciumnitrat-
und Diammoniumhydrogenphosphat-Losung zusammengegeben. Anschlielend
wurde PSS- oder PEI-Lésung in einem Verhaltnis von Ca:P:PSS 1:1:2 bzw. Ca:P:PEI
2.5:2.5:1 hinzugefugt. Darauffolgend wurden verschiedene Mengen an fluoreszenz-
gelabelten Trimer-Hybriden in einer DMSO-Stammldsung hinzupipettiert. Die prapa-
rierten Proben wurden Uber Nacht in der Dunkelheit stehen gelassen. Letztlich wur-
den die Proben zentrifugiert und im selben Volumen Wasser redispergiert. Die erhal-
tenen Nanopartikel wurden dann zunachst in ihrer PartikelgroRe, GroRenverteilung
und Oberflachenladung charakterisiert.

Uber die DLS konnte der PDI, die PartikelgroRe sowie das Oberflachenpotential
ermittelt werden. Eine andere Methode zur Bestimmung der PartikelgroRen war die
,nanoparticle tracking analysis* (NanoSight Ltd).l'*"! Beide Varianten messen die
Brown’sche Molekularbewegung. Mit der bekannten Diffusionskonstante kann dann
auf den hydrodynamischen Radius geschlossen werden. Als Mal} flir die Monodis-
persitat wurde der PDI bestimmt. Bei einem PDI zwischen 0.1-0.2 liegen die Teilchen
anndhernd monodispers vor.'®® In den Tab. 2-5 sind die Ergebnisse der Fluores-
zenz-Hybride 88 und 89 mit den beiden unterschiedlichen Stabilisatoren (PSS und

PEI) zusammengefasst.

Tab. 2: Charakterisierung von zweischaligen gereinigten CaP/PSS/Trimer-D3-Dansyl-

Nanopartikeln.

Proben PDI PartikelgroBe PartikelgroBe g-Potential Konzentration von 88
(DLS) [nm] (NS) [nm] [mV] [ug/mL]
1 0.475 408 131157 -24 100
2 0.777 890 99 + 42 -21 200
3 0.509 614 101 £ 46 -25 300
4 0.501 551 87 £ 34 -24 500
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Tab. 3: Charakterisierung von zweischaligen gereinigten CaP/PEl/Trimer-D3-Dansyl-

Nanopartikein.

Proben PDI PartikelgroBe PartikelgroBe {-Potential Konzentration von 88
(DLS) [nm] (NS) [nm] [mV] [mg/mL]
1 0.260 115 134 + 47 +24 100
2 0.457 142 136 + 60 +23 200
3 0.314 224 148 + 65 +23 300
4 0.430 232 154 £ 70 +20 500

Tab. 4: Charakterisierung von zweischaligen gereinigten CaP/PSS/Trimer-D3-Coumarin-

Nanopartikein.

Proben PDI
1 0.286
2 0.219
3 0.285
4 0.190

PartikelgroBe PartikelgroBe {-Potential Konzentration von 89
(DLS) [nm] (NS) [nm] [mV] [ug/mL]
160 118 £ 37 -18 100
110 136 + 50 -22 200
142 99 + 37 -26 300
152 77 + 26 -21 500

Tab. 5: Charakterisierung von zweischaligen gereinigten CaP/PEl/Trimer-D3-Coumarin-

Nanopartikeln.

Proben PDI
1 0.389
2 0.300
3 0.301
4 0.432

Bei den DLS- und NS-Messungen wurden im Mittel Partikeldurchmesser von 100 nm
bestimmt. Die DLS-Methodik lieferte prinzipiell groRere Partikeldurchmesser als die
der NS. Die DLS-Ergebnisse fur die Partikeldurchmesser der CaP/PSS/Trimer-D3-
Dansyl-Nanopartikel wichen von den anderen am starksten ab. Jedoch zeigten die
hohen PDI-Werte, dass vermutlich durch Bildung unterschiedlich groRer Aggregate
eine Polydispersitat vorlag und somit die Resultate fur die Grolden unzureichend be-
stimmt werden konnten. Im Gegensatz dazu lieferten die NS-Messungen annahernd
gleichgrolRe Partikel wie bei den anderen funktionalisierten Nanopartikeln. Die PDls

der anderen Konjugate zeigten im Mittel eine Monodispersitat, wodurch die Partikel-

PartikelgroBe PartikelgroBe {-Potential Konzentration von 89
(DLS) [nm] (NS) [nm] [mV] [mg/mL]
185 140 £+ 50 +28 100
221 113 £ 45 +27 200
167 115+ 44 +23 300
264 125 + 47 +22 500
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grélken via DLS nur geringflgig groRer waren als die der NS. Die (-Potentiale der
hergestellten Nanopartikel lieferten die erwarteten Ergebnisse bezlglich ihrer forma-
len Oberflachenladung. Bei den Partikeln mit anionischen PSS-Stabilisatoren wurden
negative und bei den kationischen PEI-Stabilisatoren wurden positive Potentiale ge-

messen.

Abb. 122: REM-Aufnahmen der mit 500 pyg/mL Trimer-D3-Dansyl-funktionalisierten NPs (links:
CaP/PEI/88, rechts: CaP/PSS/88).

Die REM-Aufnahmen bestatigten die Partikelcharakteristika weitestgehend. Die Par-
tikelgroRenbestimmung Uber NS stimmte dennoch besser mit den visuellen Ergeb-
nissen der REM Uberein. Zu erkennen waren annahernd gleichgroRe Partikel, welche

im Mittel einen Durchmesser von 100 nm besafien.

1.0pm

C1

Abb. 123: REM-Aufnahmen der mit 500 pg/mL Trimer-D3-Coumarin-funktionalisierten NPs

(links: CaP/PEI/89, rechts: CaP/PSS/89).
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Eine weitere Methode zur Bestimmung der Adsorptionseffizienz der Hybride auf die
Nanopartikel war die Quantifizierung Uber UV/Vis-Spektroskopie. Hierbei wurde Uber
die Lambert-Beer'sche Beziehung zunéachst eine Kalibrationsgerade erstellt. An-
schlieBend konnte mit Hilfe der Absorptionsintensitat der Uberstandsldsung auf die

adsorbierte Menge auf den Nanopartikeln geschlossen werden.

Tab. 6: UV/Vis-Quantifizierung zur Bestimmung der Konzentration von Trimer-D3-Dansyl 88 auf

den Nanopartikeln.

Kalibration A=520nm 600 -
Konzentration . i
[ug/mL] Absorption g 400 -
31.25 32.388 £
2 200 -
62.5 60.728 © y =1.0075x + 10.23
125 139.867 R®=0.9875
250 298.097 0 : : .
0 200 400 600
500 497.327 ¢ [ug/mL]
Proben Uberstand An den NPs
. Konzentration Konzentration .
PEI Absorption Gehalt in %
i [ug/mL] [ng/mL] i
1 11.904 1.66 98.34 98
2 31.746 21.36 178.64 89
3 75.39 64.67 235.33 78
4 172.622 161.18 338.82 68
. Konzentration Konzentration .
PSS Absorption Gehalt in %
P [ug/mL] [ng/mL] °
1 0 0 100 100
2 97.773 86.89 113.11 57
3 142177 130.96 169.04 56
4 270.046 257.88 24212 48

Die Funktionalisierungen der Nanopartikel mit Trimer-D3-Dansyl 88 verliefen mit ins-
gesamt guten Ausbeuten. Die Nanopartikel mit den kationischen Polymeren als Sta-
bilisator zeigten bessere Adsorptionsergebnisse fur das Hybrid 88 im Vergleich zu
den anionisch stabilisierten NPs. Insgesamt sinkt der Hybrid-Gehalt auf den NPs mit
hdherer angesetzter Konzentration, was damit zu begrinden sein kdnnte, dass ab

einem gewissen Konzentrationswert der Sattigungsgrad immer naher erreicht wurde.
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Zur Uberpriifung der toxischen Wirkung der funktionalisierten NPs in Zellen wurden
MTT-Tests durchgefuhrt. MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium-
bromid (90)) ist ein Farbstoff, mit dessen Hilfe die Lebensfahigkeit von Zellen Uber-

priift werden kann.['*"!

Abb. 124: Struktur von MTT (90).1"*"!

MTT (90) liefert eine gelbe Losung. Durch Dehydrogenase und Reduktase in den
Zellen entsteht ein violettes Formazan-Derivat, welches in Relation mit der Zellaktivi-
tat steht. Je mehr Formazan gebildet wird, desto aktiver sind die Uberpruften Zel-

len.[160]

Tab. 7: MTT-Test zur Bestimmung der Vitalitat von NP-behandelten HeLa-Zellen im Vergleich zu
unbehandelten Zellen (100%).

Trimer-D3-Dansyl-NPs Trimer-D3-Coumarin-NPs
Proben PEI PSS PEI PSS
1 12+ 1% 102 + 2% 110+ 1% 106 £ 1%
2 103 £ 2% 103 £ 3% 109 £ 2% 95+ 2%
3 101 £ 3% 1M1 +£1% 111 +£2% 110 £ 2%
4 102 £ 2% 107 £ 2% 11 +£2% 109 £ 1%

Die MTT-Assays mit den fluorophorgelabelten NPs zeigten keine Toxizitat bei HelLa-
Zellen, da im Vergleich zu unbehandelten Zellen die Zellaktivitat mit den behandelten
Zellen vergleichbar war.

Darauffolgend wurden die Transportuntersuchungen durchgefuhrt. In Abb. 125 sind
oben die behandelten HelLa-Zellen mikroskopisch dargestellt. Unter Verwendung der
Fluoreszenzmikroskopie konnte festgestellt werden, dass die funktionalisierten NPs
mit Trimer-D3-Dansyl 88 nicht von den Zellen aufgenommen wurden (Abb. 125 un-
ten). Transportuntersuchungen mit Trimer-D3-Coumarin 89 konnten nicht durchge-
fuhrt werden, da das verwendete Fluoreszenzmikroskop keinen Filter fur die entspre-

chende Emissionswellenlange des Fluorophors besal3.
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Abb. 125: Fluoreszenzmikroskopie-Aufnahmen der mit 500 pug/mL Trimer-D3-Dansyl-
funktionalisierten NPs (links: CaP/PEI/88, rechts: CaP/PSS/88) an HeLa-Zellen.

Des Weiteren wurde die Zellviabilitdt gegenuber den reinen Hybrid Komponenten

Uberpruft. Dabei wurden HelLa-Zellen und MG-63-Zellen eingesetzt.

Tab. 8: MTT-Test zur Bestimmung der Vitalitat von HeLa-Zellen durch die reinen Komponenten
88 und 89.

Trimer-D3-Dansyl 88, Trimer-D3-Coumarin 89,

Vitalitat Vitalitat
Menge in DMSO
[uL]
50 9+2% 29 £ 8%
25 42 + 5% 70+ 7%
10 77 £ 2% 88+ 2%
5 84 £ 12% 88 £ 9%

Hierbei war zu erkennen, dass bei 50 yL Zugabe der DMSO-Stammldsung mit 88
und 89 eine hohe Zelltoxizitat zu erkennen war. Je weniger Hybridkomponenten dazu

gegeben wurden, desto hoher war die Zellaktivitat.
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Abb. 126: Fluoreszenzmikroskopie-Aufnahmen der mit 25 pL Trimer-D3-Dansyl 88 in DMSO zu
5°10° HeLa-Zellen.

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der reinen Dansylkomponente 88 zeigte flu-
oreszierende Zellen, jedoch wird vermutet, dass sich das Label nur auf den Zellober-
flachen anlagert.

Die Behandlung der MG-63-Zellen mit den reinen Hybridsubstanzen zeigte ahnliche
Ergebnisse wie die der HeLa Zellen (Tab. 9). Bei 50 uL Zusatz von Trimer-D3-Dansyl
88 blieb circa die Halfte der Zellaktivitat vorhanden und ab 10 pL Zugabe war keine
Zelltoxizitat mehr zu beobachten. Die Viabilitat der Zellen bei Behandlung mit Trimer-
D3-Coumarin 89 zeigte ahnliche Ergebnisse wie bei denen der HelLa Zellen. Im All-
gemeinen war festzustellen, dass bei immer geringer werdender Zugabe der Kompo-
nenten in DMSO die Zellviabilitat verbessert wurde. Daraus konnte geschlossen wer-
den, dass DMSO als Lésungsmittel den grofdten Einfluss auf die Vitalitat der Zellen
hatte. Abb. 127 zeigt fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von MG-63-Zellen nach

Behandlung mit Trimer-D3-Dansyl 88.
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Tab. 9: MTT-Test zur Bestimmung der Vitalitat von MG-63-Zellen durch die reinen Komponen-

ten 88 und 89.

Trimer-D3-Dansyl 88, Trimer-D3-Coumarin 89,

Vitalitat Vitalitat
Menge in DMSO
[uL]
50 57 £ 8% 17+ 1%
25 79+ 9% 47 + 8%
10 106 £ 9% 82+4%
5 110 £ 5% 97 + 2%

Abb. 127: Fluoreszenzmikroskopie-Aufnahmen der mit 25 pL Trimer-D3-Dansyl 88 in DMSO an
MG-63-Zellen.
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3.7.4. Zusammenfassung

Fur die Funktionalisierung von Calciumphosphatnanopartikeln mit fluoreszenzgela-
belten Aminopyrazol-Hybriden konnten zwei Derivate tUber SPPS und anschlieRende
Kupplung der Trimer-Saure 57 durch manuelle Peptidfestphasensynthese syntheti-
siert werden. Hierbei wurde mit dem jeweiligen Fluoreszenzlabel am Harz das D3-
Peptid 15 an die feste Phase gekuppelt und schliel3lich mit dem Aminopyrazoltrimer
verknlpft. Dabei konnten Trimer-D3-Dansyl 88 und Trimer-D3-Coumarin 89 erhalten
werden.

Biophysikalische Untersuchungen ergaben eine sehr gute Inhibierungseffizienz in
ThT-Assays. Da Trimer-D3 43 durch vorherige Arbeiten als potentieller Inhibitor be-
kannt war, liegt diese Grundstruktur den erhaltenen Ergebnissen zugrunde.

Die erfolgreiche Funktionalisierung der Nanopartikel mit den Chromophoren konnte
durch UV/Vis-Quantifizierungen nachgewiesen werden. Die Adsorptionen auf den
Nanopartikeln erfolgten in einem Gehaltsbereich zwischen 50 und 100% in Bezug
auf die unterschiedlichen Konzentrationen. DLS-, NS- und REM-Messungen zeigten
einheitliche Partikeldurchmesser um die 100 nm. MTT-Tests zeigten keine Toxizitat
gegenuber HelLa-Zellen.

Transportuntersuchungen mit den Trimer-D3-Dansyl-funktionalisierten Nanopartikeln
lieferten durch Fluoreszenzmikroskopie keine Aufnahme in die Zellen.

Die Uberprifung der Aufnahme von Trimer-D3-Dansyl 88 ohne Nanopartikel zeigte
zwar fluoreszierende Zellen, jedoch wurde vermutet, dass sich die Hybridsubstanz
nur auf den Zelloberflachen anlagert. Hierbei wurden zum Teil toxische Wirkungen
der Substanz in DMSO auf die Zellen ermittelt.
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4. Zusammenfassung/Ausblick

Verschiedene Aminopyrazol-Trimer-Derivate wurden bereits in ihrer Aktivitat gegen
die Aggregation des AB-Peptids untersucht, jedoch wurden die Inhibierungsexperi-
mente oftmals mit einem Uberschuss an Ligand durchgefiihrt. In dieser Arbeit wurde
uberpruft, ob ebenfalls substochiometrische Wirkungsweisen vorhanden sind. Hierbei
konnten die drei Hybride Trimer-D3 43, Trimer-TEG-TEG-D1 42 und Trimer-Diamin

40 erfolgreich untersucht werden.

OH
Abb. 128: Strukturen der Verbindungen Trimer-Diamin 40, Trimer-D3 43 und Trimer-TEG-TEG-
D1 42.

Dosis-Wirkungsbeziehungen ergaben ICso-Werte von 2.2 uM fir Trimer-D3 43 und
fur 6.3 uM Trimer-TEG-TEG-D1 42, welche unterhalb der eingesetzten Ap-
Konzentration von 10 uM liegen.

Die Konformationsanderung des AB-Peptids durch Inkubation mit 50mol% an Ligan-
den wurde mittels CD-Spektroskopie untersucht. Durch den Einfluss der Liganden
zeigte sich im Verlauf der Zeit eine Abschwachung der fur das AB-Peptid charakteris-
tischen negativen Bande bei 218 nm und dazu konnte ein positiver Cotton-Effekt
zwischen 260 und 320 nm beobachtet werden, was auf eine Wechselwirkung des

Liganden mit der KLVFF-Sequenz des AB-Peptids zurtickzufuhren ist. Mit den beiden
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wasserloslichen Verbindungen Trimer-D3 43 und Trimer-TEG-TEG-D1 42 wurden
PICUP-Experimente durchgefihrt. Hierbei konnte festgestellt werden, dass Trimer-
D3 43 keine signifikanten Effekte auf die oligomere GroRenverteilung zeigte. Ein klei-
ner Effekt konnte nur in der Bildung von Tetrameren beobachtet werden. Trimer-
TEG-TEG-D1 42 hingegen beeinflusste die GroRenverteilung in hdherem Male. Mo-
nomere wurden mit dem Liganden bevorzugt stabilisiert, wohingegen héhere Oligo-
mere nicht gebildet wurden. TEM-Experimente gaben Aufschluss tUber die Morpholo-
gieanderung des AB-Peptids durch Einfluss substochiometrischer Mengen an Ligand.
Fir AB(1-42) als Referenz konnte ein Fibrillennetzwerk beobachtet werden. Die Inku-
bation mit den Liganden fuhrte zu kleineren Agglomeraten anderer Morphologie.
Ebenfalls zeigten TEM-Aufnahmen der Liganden ohne AB(1-42) morphologisch an-
dere Zusammenschlisse, welche nicht mit der Referenz und den resultierenden In-

hibierungsversuchen der Liganden mit dem AB-Peptid zu vergleichen waren.

FuUr die nicht kovalente Bindung eines Trimer-Derivates mit einem ApB-spezifischen
Antikorper konnte in der Arbeit von Mérz-Berberich keine ausreichend starke Ver-
knupfung Uber Ni**-lonen erzielt werden, wobei als Grund auf die mono-NTA-Einheit
hingewiesen wurde. Basierend darauf war das Ziel in dieser Arbeit die Synthese ei-
ner Trimer-Hybrid-Verbindung, welche Uber eine Tris-NTA-Einheit verfigt und somit
die nicht kovalente Bindung zum Antikorper verstarkt. Nach der erfolgreichen Syn-
these von Trimer-tris(NTA)-Cyclam 62 Uber 15 Stufen konnte im Arbeitskreis Korth
via nativer Gelelektrophorese gezeigt werden, dass der Trimer-tris(NTA)cyclam-

IC16scFv Komplex eine thermodynamische Stabilitat aufweist.
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Abb. 129: Strukturformel des multiplen Chelators Trimer-tris(NTA)cyclam 62.
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Des Weiteren konnten Uber ELISA starke Affinitaten des Hybrid-Komplexes sowohl
mit dem IC16-scFv- als auch VHH-E4-Antikorper gegenuber A festgestellt werden,
wobei die einzelnen Substanzen nur schwache bis gar keine Affinitaten zeigten. Da
eine Stabilitat des Komplexes und eine Affinitatserhdhung mit dem Ap-Peptid gezeigt
wurden, kénnte in zukinftigen Arbeiten Uberprift werden, ob dieser Komplex eben-
falls die Aggregation von Ap beeinflusst. Die Verwendung von ThT-Assays zur Uber-
prufung der Fibrillenbildung, CD-Spektroskopie flir Konformationsanderungen, TEM-
Messungen fur die Visualisierung und analytische Ultrazentrifugation zur Bestim-
mung der Bindungskonstante und Ermittlung der Wechselwirkung mit AB-Oligomeren

konnten weiteren Aufschluss Uber die Effizienz des Hybrid-Komplexes geben.

Die Herstellung kunstlicher Proteasen zur Peptidspaltung findet immer mehr Bedeu-
tung im Bereich der pathogenen Proteinaggregation. Eine potentielle wasserldsliche

Protease-Einheit ist der Co""

-Cyclen-Komplex, welcher in dieser Arbeit mit dem Ami-
nopyrazol-Trimer als Erkennungseinheit fur AB funktionalisiert wurde. Es wurden
mehrere Synthesestrategien erarbeitet, die ebenfalls die C- und N-terminale Funktio-
nalisierung des Trimers einschloss. Das Aminopyrazoltrimer konnte N-terminal er-
folgreich Uber einen Dodecyl-Spacer mit dem Cyclen verknupft werden. Jedoch
konnten keine Proteolyse-Experimente durchgefuhrt werden, da die Substanz fir die
Metallkomplex-Bildung nicht im wassrigen Medium |oslich war. Da die Aminopyrazol-
Einheit hydrophob und der Co'"-Cyclen-Komplex wasserldslich ist, kdnnte in zukiinf-
tigen Arbeiten der Fokus auf wasserlosliche Spacer gelegt werden, um die Hydrophi-

lie des Trimer-Cyclen-Hybrids zu gewahrleisten.
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Abb. 130: Vorschlag fiir eine Zielstruktur des Trimer-Cyclen-Hybrids mit wasserléslichem Spa-

cer.

Der Einfluss von Trimer-D3 43 auf die Sekretion des Amyloid Precursor Proteins
(APP) wurde in unterschiedlichen biologischen Tests untersucht. In Western Blots

konnte nachgewiesen werden, dass Trimer-D3-Lys 45, welches nach Crosslinking
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mit NHS-Sepharose immobilisiert wurde, in der Lage ist APP zu binden. Im Folgen-
den wurde Uberpriift, ob sich dadurch die Sekretion von APP verandert.

Die Sekretion von APP lieferte in Anwesenheit von Trimer-D3 43 Uberraschend C-
terminale APP-Fragmente (APP-CTF), deren Grole sich von der unterscheidet, die
durch a-, B- oder y-Sekretase gebildet wird. Der Einsatz beider Einzelkomponenten
(AP + D3) hatte dagegen keinen Einfluss auf die APP-Sekretion.

Im Einzeltest wurde bestatigt, dass Trimer-D3 43 im Gegensatz zu dem bekannten y-
Sekretase-Inhibitor LY-411575 tatsachlich keinen Einfluss auf die y-Sekretase aus-
ubt.

Uber die Identifizierung der Schnittstelle im APP wurde die mogliche Bildung von 6-
CTFs uberpruft (Beeinflussung von BACEZ2). Der CT15-Antikérper, welcher die
AB(10-23)-Sequenz erkennt, konnte auch das vom Aminopyrazol-D3-Hybrid induzier-
te APP-CTF binden; das kleinere Epitop AB(17-24) von 4G8 reichte dazu jedoch
nicht aus. Daraus lasst sich schlielRen, dass in Gegenwart von Trimer-D3 43 die
APP-Prozessierung naher am C-Terminus erfolgt als an der a-Sekretase-
Spaltungsstelle. Das wirde zu einer BACE2-Spaltung zwischen 19 und 20 gut pas-
sen. Endgultige Klarheit sollen hier massenspektrometrische Untersuchungen der

gebildeten Fragmente ergeben.

FUr die Funktionalisierung von Calciumphosphatnanopartikeln mit fluoreszenzgela-
belten Aminopyrazol-Hybriden konnten zwei Derivate Uber SPPS und anschliefende
Kupplung der Trimer-Saure 57 durch manuelle Peptidfestphasensynthese syntheti-
siert werden. Hierbei wurde mit dem jeweiligen Fluoreszenzlabel am Harz das D3-
Peptid 15 an die feste Phase gekuppelt und schliel3lich mit dem Aminopyrazoltrimer
verknupft. Dabei konnten Trimer-D3-Dansyl 88 und Trimer-D3-Coumarin 89 erhalten
werden.

Biophysikalische Untersuchungen ergaben eine sehr gute Inhibierungseffizienz in
ThT-Assays. Da Trimer-D3 43 durch vorherige Arbeiten als potentieller Inhibitor be-
kannt war, liegt diese Grundstruktur den erhaltenen Ergebnissen zugrunde.

Die erfolgreiche Funktionalisierung der Nanopartikel mit den Chromophoren konnte
durch UV/Vis-Quantifizierungen nachgewiesen werden. Die Adsorptionen auf den
Nanopartikeln erfolgten in einem Gehaltsbereich zwischen 50 und 100% in Bezug

auf die unterschiedlichen Konzentrationen. DLS-, NS- und REM-Messungen zeigten
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einheitliche Partikeldurchmesser um die 100 nm. MTT-Tests zeigten keine Toxizitat
gegenuber HelLa-Zellen.

Bei fluoreszenzmikroskopischen Transportuntersuchungen mit den Trimer-D3-Dansyl
funktionalisierten Nanopartikeln konnte keine Aufnahme in die Zellen beobachtet
werden.

Die Uberpriifung der Aufnahme von Trimer-D3-Dansyl 88 ohne Nanopartikel zeigte
zwar fluoreszierende Zellen, jedoch wurde vermutet, dass sich die Hybridsubstanz
nur auf den Zelloberflachen anlagert. Hierbei wurden zum Teil toxische Wirkungen
der Substanz auf die Zellen ermittelt. Aufgrund der Hydrophobie der gelabelten Hyb-
ridverbindungen lag die Toxizitat vermutlich am Lésungsmittel DMSO, womit die Hyb-
ride zunachst geldst werden mussten. Um diese Problematik zu umgehen, kdnnte in
zukunftigen Arbeiten versucht werden ein wasserldsliches Fluorophor mit dem Ami-
nopyrazol-Hybrid zu verknupfen. Eine Strategie, Fluorescein an ein Harz zu kuppeln,
ist bereits in der Literatur beschrieben."®"! Darauf aufbauend kénnte das gelabelte
Harz mit dem D3-Peptid 15 automatisiert verknlpft werden, woraufhin das Trimer
manuell an das Peptid gekuppelt wird. Hierbei wirde ein fluoreszenzgelabeltes Tri-

mer-Hybrid entstehen, welches hydrophilere Eigenschaften besitzt.

MEMO o 0w
499

Abb. 131: Vorschlag von Fluorescein 92 an der festen Phase fiir Peptidsynthese nach Uryga-

Polowy et al.."®"!

Aktuell liegt der Fokus auf dem Einsatz von Nanopartikeln, denn diese zeigen immer
mehr die Moglichkeit als starke Werkzeuge neue Wege im Bereich der Diagnostik
und lokal selektiven Behandlungen zu 6ffnen, was flir den Bereich der Medizin ein
groRer Vorteil ware.['® Die Funktionalisierung von Nanopartikeln mit einzelnen Bau-
steinen, zum Beispiel mit dem Aminopyrazoltrimer, als p-Faltblattbrecher, dem Co"-
Cyclen-Komplex als klnstliche Protease und das D3-Peptid sowie ein Ap-

spezifischer Antikdrper iber Ni?*-lonen an Tris(NTA)-Cyclam koordiniert als Erken-
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nungseinheit konnte eine AB-Aggregation selektiv verhindern. Ein weiterer Vorteil
ware, dass die einzelnen Funktionsklassen nicht kovalent miteinander verknupft wer-
den mussen, was eine einfachere Synthese bedeuten wirde. Die Kombination all
dieser Klassen kann hierbei durch Funktionalisierung auf dem Nanopartikel erreicht

werden.
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5. Experimenteller Teil

5.1. Verwendete Chemikalien und Analysemethoden

5.1.1. Chemikalien und Losungsmittel

Die verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen Acros Organics, Bachem,
Fluka, Carbolution Chemicals, Riedel de H&en und Sigma-Aldrich bezogen und ohne
weitere Aufarbeitung verwendet.

Die verwendeten Ldosungsmittel wurden kommerziell aus dem Chemikalienlager der
Universitat Duisburg-Essen bezogen. Zur Durchfihrung von Dinnschicht- und Sau-
lenchromatographien wurden technisch hergestellte Losungsmittel destilliert sowie
p.a.-Ware verwendet. Absolutierte Losungsmittel wie Acetonitril, Dichlormethan,
Diethylether und N,N-Dimethylformamid Uber Molekularsieb wurden von Acros Orga-

nics und Sigma Aldrich erworben.

5.1.2. Verwendete Puffer

Fur die ThT-Experimente wurde der PBS-Puffer verwendet. Dieser besteht aus fol-
genden Zusammensetzungen: 137 mM NaCl, 2.70 mM KCI, 1.40 mM KH3POy,
4.30 mM NayHPO,. Der pH-Bereich dieses Puffers liegt bei 7.3.

Bei den CD-Messungen wurde ein KaPi-Puffer bestehend aus 100 mM
KoHPO4/KH,PO4 mit pH 7.0 verwendet.

5.1.3. Duiinnschicht- und Saulenchromatographie

Zur Durchfuhrung der Dunnschichtchromatographie wurden ALUGRAM und POLY-
GRAM DC-Platten (Kieselgel: SIL G/UVys4, 0.2 mm) der Firma Macherey-Nagel ver-
wendet. Bei einer Wellenlange von 254 nm erfolgte die Detektion.

Fur die Saulenchromatographie wurde ,Kieselgel 60 (40-63 um, 230-400 mesh) von

der Firma Macherey-Nagel eingesetzt.
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5.1.4. Magnetische Kernresonanzspektroskopie (NMR)

Die gemessenen 'H- und "*C-NMR-Spektren wurden unter Verwendung eines Bruker
Advance DMX300 ('H (300 MHz) und zur genaueren Auswertung mit einem Bruker
Advance DRX500 ('H (500 MHz), "*C (125.8 MHz)) sowie mit einem Bruker Advance
Il HD (*H (600 MHz), *C (150.9 MHz)) erhalten. Die Verschiebungen der Signale
der deuterierten Losungsmittel dienen als Standardverschiebung. Die Einheit der
chemischen Verschiebung & wird in ppm angegeben.

Die folgenden Abkurzungen wurden fur die Auswertung der NMR-Spektren verwen-
det: s (Singulett), d (Dublett), t (Triplett), quart (Quartett), m (Multiplett), dd (Dublett
vom Dublett), bs (breites Signal).

5.1.5. Massenspektrometrie

Die Massenspektren wurden mit einem Bruker amaZon SL Flugzeit-
Massenspektrometer mit ESI-lonenquelle fur Niederauflésung aufgenommen. Hoch-
auflésende Massenspektren wurden mit einem Bruker maXis 4G erhalten. Hierfur
wurden 1.0 bis 5.0 yM Losungen der Proben in Methanol hergestellt. Fur den Mas-
senbereich von 700 bis 15000 Da wurde ein Bruker autoFlex Speed MALDI-
TOF/TOF-Massenspektrometer verwendet. Die Matrix Loésung war eine gesattigte
Lésung von HCCA in Acetonitril/0.1% TFA 1:2 und die Probenldsung war 10 fmol/uL
bis 1 pmol/uL in 500 yL 0.1% TFA. Von diesen beiden Lésungen wurde ein 1:1-
Gemisch hergestellt, wovon 0.5 yL auf die Messplatte aufgetragen wurden. Es wur-

den immer Vierfachbestimmungen durchgefuhrt.

5.1.6. Fluoreszenzspektroskopie

Die Fluoreszenzmessungen wurden unter Verwendung einer 384-Well PP Black
Mikrotiterplatte der Firma NUNC fur die ThT-Messungen und einer 96-Well Assay
Platte der Firma FALCON fur die Fluoreszenzmessungen mit einem Spektro-

fluorometer Tecan InfiniTe 200 durchgeflhrt.
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5.1.7. UV/Vis-Spektroskopie

Die UV/Vis-Spektren wurden mit einem Jasco V-550-Spektrometer unter Verwen-
dung einer Prazisionskuvette aus Quarzglas der Firma HELLMA mit einer Schichtdi-

cke von 10 mm in einem Wellenlangenbereich von 200-500 nm aufgenommen

5.1.8. HPLC-Messungen

Die HPLC-Analytik wurde mit einer Anlage der Firma Jasco mit UV/Vis-Detektor und
einer Trennsaule der Firma Macherey-Nagel (Modell EC 250/4 NUCLEOSIL 100-3
C18) durchgefuhrt. Der Gradient wurde mit einem Wasser/Acetonitril-Gemisch mit
0.1% TFA gefahren.

5.1.9. Gel-Permeations-Chromatographie-Messungen

Die GPC-Analytik wurde mit einem Gerat der Firma Jasco mit einer PU-980 Pumpe
und einem RI-930 Detektor durchgefihrt. Als Lésungsmittel wurde eine 0.01 M NaNs-
Lésung eingesetzt. Da es sich bei der Messung um einen anionisches Salz handelte,
wurden zwei HEMA-Bio-Linear 300 x 80 mm Saulen verwendet. Die Flussrate des

Eluenten betrug 1.0 mL/min.

5.1.10. CD-Spektroskopie

Die CD-Spektren wurden in einem Wellenlangenbereich von 200 bis 400 nm mit ei-

nem Jasco J-815 CD-Spektrometer in wassrigem Puffer vermessen.
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5.2. Funktionalisierung des Aminopyrazoltrimers

5.2.1. Synthese von 3-(3-(3-Amino-1-(4-methoxybenzyl)-1H-pyrazol-5-carbox-
amido)-1-(4-methoxybenzyl)-1H-pyrazol-5-carboxamido)-1-(4-methoxybenzyl)-

1H-pyrazol-5-carbonsauremethylester (36)

O\ ./
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0.200 g (0.27 mmol, 1.0 eq.) des Trimers 27 wurden in 30 mL Tetrahydrofuran und
10 mL Methanol gelost. Nach der Zugabe einer katalytischen Menge von Palladium
auf Aktivkohle (10 mol%) wurde die Reaktion fur 16 h unter Wasserstoffatmosphare
geruhrt. Anschlielend wurde der Katalysator uber Kieselgur filtriert und das Lo6-
sungsmittel unter vermindertem Druck eingeengt. Nach weiterer Zugabe von 30 mL
Methanol wurde die Reaktionslésung nochmals tUber Nacht gerthrt. Das ausgefalle-
ne Produkt wurde abfiltriert und im Hochvakuum getrocknet. Es konnten 169.0 mg

(0.24 mmol) eines weilRen Feststoffes erhalten werden.

Ausbeute: 88%. Rg: 0.08 (Cyclohexan/Ethylacetat = 1:1). 'H-NMR (500 MHz,
DMSO-ds): 6 [ppm] = 3.70-3.72 (3s, 9H, H-11), 3.85 (s, 3H, H-1), 4.83 (s, 2H, H-14),
5.44 (s, 2H, H-6), 5.59 (s, 2H, H-6), 5.63 (s, 2H, H-6), 6.37 (s, 1H, H-4), 6.83-6.90 (m,
6H, H-8, H-9), 7.12-7.20 (m, 7H, H-4, H-8, H-9), 7.65 (s, 1H, H-4), 10.90 (s, 1H, H-
12), 11.37 (s, 1H, H-12). *C-NMR (125 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 52.21, 53.09,
53.30, 55.01, 55.03, 55.06, 94.88, 101.11, 102.94, 113.62, 113.82, 113.90, 128.60,
128.77, 128.79, 129.06, 129.67, 130.65, 131.21, 133.90, 134.12, 145.48, 145.67,
154.16, 157.21, 157.48, 158.39, 158.63, 158.77, 159.33. HRMS (ESI): fiur
C37H3sNgO7: berechnet: 720.2889, gefunden: 720.2945, fur CszH37NgO7Na: berech-
net: 742.2708, gefunden: 742.2724.
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5.2.2. Synthese von 1-(4-Methoxybenzyl)-3-(1-(4-methoxybenzyl)-3-(1-(4-meth-
oxy-benzyl)-3-nitro-1H-pyrazol-5-carboxamido)-1H-pyrazol-5-carboxamido)-1H-

pyrazol-5-carbonsaure (57)

11 /O

0.200 g Trimer 27 (0.27 mmol, 1.0 eq.) wurden in 10 mL THF und 5 mL Methanol
geldst. AnschlieRend wurden 0.034 g LiOH " H,O (0.80 mmol, 3.0 eq.) und 1 mL bi-
dest. Wasser hinzugegeben und die Reaktionslosung 18 h unter Ruckfluss zum Sie-
den erhitzt. Danach wurde das Losungsmittelgemisch unter vermindertem Druck ab-
destilliert und der Ruckstand mit bidest. Wasser aufgenommen. Die Losung wurde
mit 1 M HCI auf pH 1 angesauert und der ausfallende Feststoff abfiltriert und mit 1 M
HCI gewaschen. Letztlich wurde der Feststoff in bidest. Wasser suspendiert und ge-

friergetrocknet. Es wurden 0.172 mg (0.23 mmol) eines gelben Feststoffes erhalten.

Ausbeute: 85%. "H-NMR (600 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 3.70-3.72 (3s, 9H, H-11),
5.60 (s, 2H, H-6), 5.66 (s, 2H, H-6), 5.81 (s, 2H, H-6), 6.87-6.91 (m, 6H, H-8, H-9),
7.15-7.19 (m, 5H, H-4, H-8, H-9), 7.27-7.28 (d, °Jiy = 8.5 Hz, 2H, H-8/ H-9), 7.71 (s,
1H, H-4), 7.98 (s, 1H, H-4), 11.37 (s, 1H, H-12), 11.51 (s, 1H, H-12), 13.57 (bs, 1H,
H-1). "*C-NMR (150.9 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 53.04, 53.19, 54.99, 55.04, 55.06,
55.08, 100.93, 102.97, 105.06, 113.84, 113.87, 114.02, 127.94, 128.73, 128.88,
129.34, 129.39, 129.53, 132.66, 134.21, 136.75, 144.87, 145.42, 153.55, 155.44,
157.03, 158.68, 158.70, 159.05, 160.40. HRMS (ESI): fir C3sH32N9OgNay: berechnet:
780.2113, gefunden: 780.2089, fur C72HessN1sO1gNa3: berechnet: 1537.4334, gefun-
den: 1537.4305, fur CssH32NgOg: berechnet: 734.2328, gefunden: 734.2171, far
C36H31NgOgNa: berechnet: 756.2148, gefunden: 756.1980.
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Abb. 135: 13C-NMR-Spektrum der Verbindung 57 (150.9 MHz, DMSO-dg).
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5.2.3. Synthese von 3-(3-(3-amino-1-(4-methoxybenzyl)-1H-pyrazol-5-carbox-
amido)-1-(4-methoxybenzyl)-1H-pyrazol-5-carboxamido)-1-(4-methoxybenzyl)-

1H-pyrazol-5-carbonsaure (37)

0.100 g Aminotrimer 36 (0.14 mmol, 1.0 eq.) wurden in 5 mL THF und 5 mL Methanol
geldst. AnschlieRend wurden 0.047 g LiOH " H,O (1.11 mmol, 8.0 eq.) und 3 mL bi-
dest. Wasser hinzugegeben und die Reaktionslosung 18 h unter Ruckfluss zum Sie-
den erhitzt. Danach wurde das Losungsmittelgemisch unter vermindertem Druck ab-
destilliert und der Ruckstand mit bidest. Wasser aufgenommen. Die Losung wurde
mit 1 M HCI auf pH 1 angesauert und der ausfallende Feststoff abfiltriert, mit 1 M HCI
gewaschen und im Hochvakuum getrocknet. Es wurden 0.093 g (0.13 mmol) eines

gelben Feststoffes erhalten.

Ausbeute: 93%. "H-NMR (500 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 3.70-3.71 (3s, 9H, H-11),
5.60 (s, 2H, H-6), 5.65-5.67 (2s, 4H, H-6), 6.86-6.90 (m, 6H, H-8, H-9), 7.15-7.22 (m,
8H, H-4, H-8, H-9), 7.69 (s, 1H, H-4), 11.34 (s, 1H, H-12), 11.35 (s, 1H, H-12). "*C-
NMR (125.8 MHz, DMSO-dg): 6 [ppm] = 53.06, 53.16, 53.54, 54.93, 55.05, 55.07,
55.08, 101.07, 101.50, 103.01, 113.46, 113.75, 113.85, 113.89, 128.11, 128.73,
128.84, 128.91, 128.96, 129.06, 129.11, 129.28, 129.39, 129.60, 132.56, 134.14,
135.76, 145.12, 145.45, 156.32, 157.10, 158.67, 158.72, 158.82, 160.37. HRMS
(ESI): fur C36H3sNgO7: berechnet: 706.2732, gefunden: 706.2705, fur CssH3sNgO7Na:
berechnet: 728.2552, gefunden: 728.2583, fur CssH34NgO7: berechnet: 704.2587,
gefunden: 704.2668.
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5.2.4. Synthese von 3-(3-(3-((((9H-Fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)amino)-1-(4-
methoxybenzyl)-1H-pyrazol-5-carboxamido)-1-(4-methoxybenzyl)-1H-pyrazol-5-

carboxamido)-1-(4-methoxybenzyl)-1H-pyrazol-5-carbonsauremethylester (35)

Unter Argonatmosphare wurden 0.102 g Aminotrimer 36 (0.14 mmol, 1.0 eq.) und
0.055 g Fmoc-Chlorid (0.21 mmol, 1.5 eq.) in absolutem THF geldst. Dann wurde die
Reaktionslosung 16 h bei 70 °C geruhrt. Nach Abdestillieren des Lésungsmittels un-
ter vermindertem Druck wurde das erhaltene Rohprodukt saulenchromatographisch
(Cyclohexan/Ethylacetat 2:1) gereinigt. Es wurden 0.079 g (0.08 mmol) eines gelb-

brauen Feststoffes erhalten.

Ausbeute: 59%. Rg: 0.25 (Cyclohexan/Ethylacetat = 2:1). 'H-NMR (500 MHz,
DMSO-ds): & [ppm] = 3.69-3.72 (3s, 9H, H-11), 3.85 (s, 3H, H-1), 4.27-4.30 (t, *Jyy =
6.9 Hz, 1H, H-17), 4.35-4.36 (d, 3Juy = 7.2 Hz, 2H, H-16), 5.59-5.63 (3s, 6H, H-6),
6.84-6.90 (m, 6H, H-8, H-9), 7.16-7.21 (m, 7H, H-4, H-8, H-9), 7.32-7.35 (t, Uy =
7.4 Hz, 2H, H-20, H-21. H-26, H-27), 7.41-7.44 (t, °Juy = 7.4 Hz, 2H, H-20, H-21. H-
26, H-27), 7.66 (s, 1H, H-4), 7.77-7.78 (d, 3Juy = 6.9 Hz, 2H, H-19, H-22, H-25, H-
28), 7.89-7.91 (d, °Juy = 7.5 Hz, 2H, H-19, H-22, H-25, H-28), 10.38/11.20/11.38 (s,
3H, H-12, H-14). *C-NMR (125.8 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 46.42, 52.21, 52.90,
53.12, 53.30, 55.02, 55.04, 55.06, 66.14, 101.18, 102.95, 113.79, 113.81, 113.90,
120.12, 125.40, 127.09, 127.69, 128.73, 128.78, 128.83, 129.06, 129.64, 129.84,
131.22, 133.91, 134.26, 140.70, 143.69, 145.29, 145.67, 153.35, 157.08, 157.19,
158.60, 158.64, 158.77, 159.33. HRMS (ESI): flr Cs2H4sN9Og: berechnet: 942.3570,
gefunden: 942.3505, fur Cs,H47NgOgNa: berechnet: 964.3389, gefunden: 964.3390.
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5.3. Tris(NTA)-Cyclam Funktionalisierung des Aminopyrazoltrimers

5.3.1. Synthese von 5-Benzyl-1-tert-butyl-2-(bis(2-(tert-butoxy)-2-oxo-

ethyl)amino)-pentandioat (50)
1
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Unter Argonatmosphare wurden 3.30 g H-Glu-OtBu - HCI (48) (10.01 mmol, 1.0 eq.)
in 75 mL absolutem DMF geldst. Anschliel3end wurden 5.87 mL tert-Butylbromacetat
(49) (40.02 mmol, 4.0 eq.) und 13.95 mL DIEA (80.04 mmol, 8.0 eq.) hinzugegeben
und die Reaktionslosung 16 h bei 55 °C geruhrt. Darauffolgend wurden das Lo-
sungsmittel sowie flichtige Bestandteile bei 60 °C abkondensiert. Der Ruckstand
wurde mit Ethylacetat aufgenommen und der entstandene Feststoff abfiltriert, sowie
noch dreimal mit einem Gemisch aus Cyclohexan/Ethylacetat 3:1 gewaschen. Letzt-
lich wird das Losungsmittel unter vermindertem Druck abdestilliert und das Rohpro-
dukt saulenchromatographisch (Cyclohexan/Ethylacetat 3:1) gereinigt. Es wurden

4.45 g (8.53 mmol) eines gelben Ols erhalten.

Ausbeute: 85%. Rg: 0.61 (Cyclohexan/Ethylacetat = 3:1). 'H-NMR (500 MHz,
CDCl3): 6 [ppm] = 1.42-1.45 (2s, 27H, H-1), 1.87-2.04 (m, 2H, H-6), 2.56-2.72 (m, 2H,
H-7), 3.36.3.39 (dd, *Juy = 10.1 Hz, “Jpy = 5.5 Hz, 1H, H-5), 3.43 (s, 4H, H-4), 5.10
(s, 2H, H-9), 7.26-7.35 (m, 5H, H-11). "*C-NMR (125.8 MHz, CDCls): § [ppm] = 25.46
(C-6), 28.20/28.31 (C-1), 30.62 (C-7), 53.93 (C-4), 64.42 (C-9), 66.19 (C-5),
80.78/81.40 (C-2), 128.15/128.26/128.57 (C-11), 136.30 (C-10), 170.55/171.86 (C-3),
173.56 (C-8). HRMS (ESI): fir CysH44NOg: berechnet: 522.3061, gefunden:
522.3131, fur CosH43NOgNa: berechnet: 544.2881, gefunden: 544.2946.
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5.3.2. Synthese von 4-(Bis(2-(tert-butoxy)-2-oxoethyl)amino)-5-(tert-butoxy)-5-

oxo-pentansaure (51)
1
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0.700 g 5-Benzyl-1-tert-butyl-2-(bis(2-(tert-butoxy)-2-oxoethyl)amino)-pentandioat
(50) (1.34 mmol, 1.0 eq.) wurden in 20 mL Methanol gel6st und schlieBlich 30 mg
Pd/C (10 mol%) hinzugegeben. Darauffolgend wurde die Reaktionslésung unter
Wasserstoffatmosphare 24 h bei RT gerthrt. Dann wurde der Katalysator Uber Kie-

selgur abfiltriert und das Losungsmittel unter vermindertem Druck abdestilliert. Es

wurden 0.426 g (0.99 mmol) eines blassgelben Ols erhalten.

Ausbeute: 74%. 'H-NMR (500 MHz, CDCls): & [ppm] = 1.44-1.46 (2s, 27H, H-1),
1.87-2.03 (m, 2H, H-6), 2.56-2.71 (m, 2H, H-7), 3.35-3.38 (dd, 3Juy = 10.3 Hz, “Upy =
5.2 Hz, 1H, H-5), 3.45 (s, 4H, H-4). *C-NMR (125.8 MHz, CDCls): & [ppm] = 25.51
(C-6), 28.22/28.33 (C-1), 31.14 (C-7), 54.16 (C-4), 66.19 (C-5), 81.29/81.71 (C-2),
170.78/171.64 (C-3), 177.74 (C-8). HRMS (ESI): fiir CzH3sNOg: berechnet:
432.2592, gefunden: 432.2659, fur Cy1H37NOgNa: berechnet: 454.2411, gefunden:
454 2474,
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Abb. 142: "H-NMR-Spektrum der Verbindung 51 (500 MHz, CDCIs).
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5.3.3. Synthese von Hexa-tert-butyl-2,2',2",2"' 2"" 2"""-(((1,4,8,11-tetraaza-
cyclotetradecan-1,4,8-triyl)tris(1-(tert-butoxy)-1,5-dioxopentan-5,2-di-
yl))tris(azantriyl))hexaacetat (53)

Unter Argonatmosphare wurden 1.906 g 4-(Bis(2-(tert-butoxy)-2-oxoethyl)amino)-5-
(tert-butoxy)-5-oxo-pentansaure (51) (4.43 mmol, 1.0 eq.) in 20 mL absolutem Dich-
lormethan geldst, woraufhin 0.292 g Cyclam 52 (1.48 mmol, 0.3 eq.), 1.844 g TBTU
(5.77 mmol, 1.3 eq.) und 2.310 mL DIEA (13.37 mmol, 3.0 eq.) hinzugegeben wur-
den. SchlieRlich wurde die Reaktionslésung 24 h bei RT geruhrt. Darauffolgend wur-
de das Losungsmittel sowie flichtige Bestandteile unter vermindertem Druck ab-
destilliert, der Ruckstand wieder mit 50 mL Dichlormethan aufgenommen und dreimal
mit jeweils 50 mL bidest. Wasser gewaschen. Die organische Phase wurde Uber Nat-
riumsulfat getrocknet, das Losungsmittel unter vermindertem Druck abdestilliert und
das erhaltene Rohprodukt saulenchromatographisch (Ethylacetat) aufgereinigt. Es

wurden 0.979 g (0.68 mmol) eines farblosen Ols erhalten.

Ausbeute: 46%. Rg: 0.13 (Ethylacetat). '"H-NMR (500 MHz, DMSO-ds): & [ppm] =
1.38 (s, 54H, H-1), 1.41 (s, 27H, H-1°), 1.64-1.78 (m, 11H), 2.44-2.47 (m, 8H), 2.64-
2.71 (m, 2H), 3.28-3.40 (m, 27 H). "*C-NMR (125.8 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 28.20,
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28.27, 35.40, 38.72, 53.76, 53.90, 55.81, 61.32, 64.50, 73.46, 80.40, 80.41, 80.90,
170.44, 170.47, 170.85. HRMS (ESI): fur C73H130N;O241: berechnet: 1440.9314, ge-
funden: 1440.9397, fur Cz3Hi20N7O21Na: berechnet: 1462.9134, gefunden:
1462.9216.
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Abb. 144: "H-NMR-Spektrum Tris(NTA)cyclam 53 (500 MHz, DMSO-d;).
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Abb. 145: 13C-NMR-Spektrum Tris(NTA)cyclam 53 (125.8 MHz, DMSO-d).
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5.3.4. Synthese von Hexa-tert-butyl-2,2',2",2"" 2"" 2""'-(((11-(6-(((benzyl-
oxy)carbonyl)amino)hexanoyl)-1,4,8,11-tetraazacyclotetradecan-1,4,8-
triyl)tris(1-(tert-butoxy)-1,5-dioxopentan-5,2-diyl))tris(azantriyl)) hexaacetat (59)

29 29

Unter Argonatmosphare wurden 0.190 g Tris(tBu-NTA)-Cyclam 53 (0.13 mmol,
1.0eq.) in 20 mL absolutem Dichlormethan gelost, woraufhin 0.035g Z-
Aminohexansaure (0.13 mmol, 1.0 eq.), 0.059g TBTU (0.19 mmol, 1.4 eq.) und
0.040 mL DIEA (0.25 mmol, 1.9 eq.) hinzugegeben wurden. SchlieRlich wurde die
Reaktionslosung 24 h bei RT gerlhrt. Darauffolgend wurde das Losungsmittel sowie
flichtige Bestandteile unter vermindertem Druck abdestilliert, der Rickstand wieder
mit 50 mL Dichlormethan aufgenommen und dreimal mit jeweils 50 mL bidest. Was-
ser gewaschen. Die organische Phase wurde Uber Natriumsulfat getrocknet, das L6-
sungsmittel unter vermindertem Druck abdestilliert und das erhaltene Rohprodukt
saulenchromatographisch (Gradient Ethylacetat bis Ethylacetat/Methanol 9:1 Uber 5
Saulenvolumina) aufgereinigt. Es wurden 0.183 g (0.11 mmol) eines farblosen Ols

erhalten.
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Ausbeute: 85%. Rr: 0.21 (Ethylacetat). '"H-NMR (500 MHz, CDCls): & [ppm] = 1.42
(s, 54H, H-1), 1.45 (s, 27H, H-1"), 1.61-1.63 (m, 2H), 1.93 (m, 11H), 2.22-2.59 (m,
18H), 3.41-3.47 (m, 27H), 5.08 (s, 2H, H-27), 7.34-7.36 (m, 5H, H-29). HRMS (ESI):
fir Cg7H147NgO24: berechnet: 1688.0523, gefunden: 1689.0567, flr CgrH146NsgO24Na:
berechnet: 1710.0342, gefunden: 1710.0370.
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Abb. 146: 1H-NMR-Spektrum der Verbindung 59 (500 MHz, CDCI,).
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5.3.5. Synthese von Hexa-tert-butyl-2,2',2",2"" 2"" 2""-(((11-(6-aminohexanoyl)-
1,4,8,11-tetraazacyclotetradecan-1,4,8-triyl)tris(1-(tert-butoxy)-1,5-dioxopentan-
5,2-diyl))tris(azantriyl))hexaacetat (60)

24
o5 HoN

0.171 g der Verbindung 59 (0.10 mmol, 1.0 eq.) wurden in 15 mL Methanol geldst
und schlief3lich 30 mg Pd/C (10 mol%) hinzugegeben. Darauffolgend wurde die Re-
aktionslosung unter Wasserstoffatmosphare 24 h bei RT geruhrt. Dann wurde der
Katalysator Uber Kieselgur abfiltriert und das Ldsungsmittel unter vermindertem

Druck abdestilliert. Es wurden 0.145 g (0.09 mmol) eines farblosen Ols erhalten.

Ausbeute: 90%. 'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg): & [ppm] = 1.24-1.28 (m, 2H), 1.37
(s, 54H, H-1), 1.41 (s, 27H, H-1°), 1.46-1.51 (m, 8H), 1.68-1.81 (m, 11H), 2.28-2.46
(m, 8H), 2.63-2.66 (m, 1H), 3.33-3.36 (m, 27H), 4.04-4.18 (m, 2H, H-25). HRMS
(ESI):  fur C79H142NgO22: berechnet: 777.5114, gefunden: 777.5105, fur
C79H141NgO22Na: berechnet: 788.5024, gefunden: 788.5060, flr C79H141NgO22Nay:
berechnet: 799.4933, gefunden: 799.4974, fur CrgH141NgO22: berechnet: 1554.0155,
gefunden: 1554.0221, fur C;9H140NgO22Na: berechnet: 1575.9974, gefunden:
1576.0015.
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5.3.6. Synthese von Hexa-tert-butyl-2,2',2",2" 2"" 2""'-(((11-(6-(3-(3-(3-Nitro-1H-
pyrazol-5-carboxamido)-1H-pyrazol-5-carboxamido)-1H-pyrazol-5-carbox-
amido)hexan-oyl)-1,4,8,11-tetraazacyclotetradecan-1,4,8-triyl)tris(1-(tert-

butoxy)-1,5-dioxo-pentan-5,2-diyl))tris(azantriyl))hexaacetat (61)

1
1 1
1 O 1' 1' O 1

M m?lk

Unter Argonatmosphare wurden 0.043 g Trimer-Saure 57 (0.06 mmol, 1.0 eq.) in
10 mL absolutem Dichlormethan und 5 mL absolutem DMF gelost. AnschlieRend
wurden 0.029 g HCTU (0.07 mmol, 1.2 eq.), 0.025 g CI-HOBt (0.15 mmol, 2.5 eq.)
und 0.04 mL DIEA (0.23 mol, 4.0 eq.) hinzugegeben, auf 0 °C heruntergekuhlt und
10 min geruhrt. Darauffolgend wurden 0.136 g der Substanz 60 (0.09 mmol, 1.5 eq.)
hinzugegeben und 48 h bei RT geruhrt. Danach wurde das Losungsmittel unter ver-
mindertem Druck eingeengt und der Ruckstand wieder mit Ethylacetat aufgenom-
men. Die Losung wurde jeweils dreimal mit gesattigter Natriumhydrogencarbonat-
und gesattigter Natriumchlorid-L6ésung gewaschen, die organische Phase Uber Mag-
nesiumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel unter vermindertem Druck abdestil-
liert. Das erhaltene Rohprodukt wurde letztlich saulenchromatographisch (Ethyl-
acetat) aufgereinigt. Es wurden 0.043 g (0.02 mmol) eines farblosen Feststoffes er-

halten.
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Ausbeute: 33%. Rg: 0.44 (Ethylacetat). '"H-NMR (500 MHz, DMSO-ds): & [ppm] =
1.24-1.31 (m, 2H), 1.38 (s, 54H, H-1), 1.40 (s, 27H, H-1°), 1.50-1.52 (m, 8H), 1.65-
1.84 (m, 11H), 2.34-2.46 (m, 8H), 3.36-3.40 (m, 27H), 3.33-3.36 (m, 27H), 3.70-3.71
(3s, 9H, H-35), 5.61 (s, 2H, H-30), 5.67 (s, 2H, H-30), 5.81 (s, 2H, H-30), 6.85-6.91
(m, 7H, H-28, H-32, H-33), 7.16-7.30 (m, 7H, H-32, H-33), 7.71 (s, 1H, H-28), 7.98 (s,
2H, H-28), 8.62 (bs, 1H, H-25), 11.33 (s, 1H, H-36), 11.49 (s, 1H, H-36). HRMS
(ESI): fur Cq15H171N17030Na: berechnet: 2294.2301, gefunden: 2294.2476, fur
C115H171N17030Na,: berechnet: 1158.6097, gefunden: 1158.6217.
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Abb. 148: "H-NMR-Spektrum des geschiitzten Trimer-Hybrids 61 (500 MHz, DMSO-ds).
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5.3.7. Synthese von 2,2',2",2"™ 2"" 2""'-(((11-(6-(3-(3-(3-Nitro-1H-pyrazol-5-
carbox-amido)-1H-pyrazol-5-carboxamido)-1H-pyrazol-5-carbox-
amido)hexanoyl)-1,4,8,11-tetraazacyclotetradecan-1,4,8-triyl)tris(1-carboxy-4-

oxobutan-4,1-diyl))tris(azan-triyl))hexaethansaure
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Unter Argonatmosphare wurden 0.028 g Trimer-tris(Bu-NTA)-Cyclam 61 (0.01 mmol,
1.0 eq.) in 4 mL absolutem TFA geldst und in einem geschlossenen System 5 h bei
70 °C geruhrt. Anschlielend wurde die erkaltete Reaktionslésung mit kaltem Diethyl-
ether versetzt, der ausfallende Feststoff zentrifugiert und die Uberstehende Ldsung
abdekantiert. Danach wurde der Feststoff noch dreimal in kaltem Diethylether sus-
pendiert, wieder abzentrifugiert und letztlich der Feststoff im Hochvakuum getrocknet.
Es wurden 0.019 g (0.01 mmol, 99%) eines weillen Feststoffes erhalten. Das erhal-

tene Produkt wurde sofort ins Natriumsalz tUberfihrt.
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5.3.8. Synthese von 2,2',2" 2™ 2"" 2"""-(((11-(6-(3-(3-(3-Nitro-1H-pyrazol-5-
carbox-amido)-1H-pyrazol-5-carboxamido)-1H-pyrazol-5-carbox-
amido)hexanoyl)-1,4,8,11-tetraazacyclotetradecan-1,4,8-triyl)tris(1-carboxylat-4-

oxobutan-4,1-diyl))tris(azan-triyl))hexaethansaure nona Natriumsalz (62)

o ®

1100 O Na

5.0 mg der entschutzten Hybridverbindung (0.004 mmol, 1.0 eq., Abschnitt 5.2.11.)
wurden mit 1 mL 2 M NaOH versetzt und anschlieBend wurden 2 mL kalter Diethyl-
ether hinzugegeben. Darauffolgend wurden schrittweise bis zu 1 mL Methanol hinzu-
getropft, bis sich die beiden Phasen vermischten und ein gelblicher Niederschlag zu
sehen war. Letztlich wurde der Feststoff mit Diethylether gewaschen und in bidest.
Wasser gefriergetrocknet. Es wurden 5.2 mg (0.003 mmol) eines gelben Feststoffes

erhalten.

Ausbeute: 75%. 'H-NMR (500 MHz, D,0): & [ppm] = 1.44 (m, 2H, H-19), 1.66 (m,
4H, H-18, H-20), 1.86-2.00 (m, 10H, H-4, H-8, H-13), 2.45 (m, 8H, H-5, H-17), 3.12-
3.63 (m, 33H, H-2, H-3, H-7, H-9, H-10, H-11, H-12, H-14, H-15, H-16, H-21), 6.81 (s,
1H, H-25), 6.93 (s, 1H, H-25), 7.46 (s, 1H, H-25). HPLC: 92-99% (Retentionszeit:
2.1-3.0 min, RP 18 Saule, 214 nm Detektion, Flussrate: 1.0 mL/min, linearer Gradient
95-40% Eluent A in 30 min, Eluent A: 0.1% TFA in bidestilliertem Wasser, Eluent B:

Acetonitril).
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Abb. 149: "H-NMR-Spektrum der Zielverbindung 62 (500 MHz, D,0).
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5.3.9. Synthese von Hexa-tert-butyl-2,2',2" 2" 2"" 2""'-(((11-(3-(((Benzyl-
oxy)carb-onyl)amino)propan-oyl)-1,4,8,11-tetraazacyclotetradecan-1,4,8-
triyl)tris(1-(tert-butoxy)-1,5-dioxopentan-5,2-diyl))tris(azan-triyl))hexaacetat (55)

Unter Argonatmosphare wurden 0.489 g Tris(tBu-NTA)-Cyclam 53 (0.34 mmol,
1.0eq.) in absolutem Dichlormethan geldst, woraufhin 0.076 g Z-B-Alanin
(0.34 mmol, 1.0eq.), 0.153g TBTU (0.48 mmol, 1.4 eq.) und 0.18 mL DIEA
(1.02 mmol, 3.0 eq.) hinzugegeben wurden. Schlielllich wurde die Reaktionsldésung
24 h bei RT gerlhrt. Darauffolgend wurden das Lésungsmittel sowie flliichtige Be-
standteile unter vermindertem Druck abdestilliert, der Ruckstand wieder mit 50 mL
Dichlormethan aufgenommen und dreimal mit jeweils 50 mL bidest. Wasser gewa-
schen. Die organische Phase wurde Uber Natriumsulfat getrocknet, das Losungsmit-
tel unter vermindertem Druck abdestilliert und das erhaltene Rohprodukt saulen-
chromatographisch (Ethylacetat) aufgereinigt. Es wurden 0.355 g (0.22 mmol) eines

farblosen Ols erhalten.

Ausbeute: 65%. Rg: 0.46 (Ethylacetat). "TH-NMR (300 MHz, CDCl3): & [ppm] = 1.42
(s, 54H, H-1), 1.46 (m, 27H, H-1’), 1.89-2.04 (m, 11H), 2.35-2.64 (m, 12H), 3.47-3.57
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(m, 29H), 5.07 (s, 2H, H-24), 7.30-7.33 (m, 5H, H-26). MS (ESI): flr CgsH140NgO24Na:
berechnet: 1669.00, gefunden: 1668.03, fir CgsH140NsO24Nay: berechnet: 846.50,
gefunden: 845.54.
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Abb. 150: "H-NMR-Spektrum der Verbindung 55 (300 MHz, CDCl;).
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5.3.10. Synthese von Hexa-tert-butyl- 2,2',2",2™ 2"" 2""~(((11-(3-
Aminopropanoyl)-1,4,8,11-tetraazacyclotetradecan-1,4,8-triyl)tris(1-(tert-
butoxy)-1,5-dioxopentan-5,2-diyl))tris(azantriyl))hexaacetat (56)

0.346 g der Verbindung 55 (0.210 mmol, 1.0 eq.) wurden in 20 mL Methanol gelost
und schliel3lich 30 mg Pd/C (10 mol%) hinzugegeben. Darauffolgend wurde die Re-
aktionslosung unter Wasserstoffatmosphare 24 h bei RT geruhrt. Dann wurde der
Katalysator Uber Kieselgur abfiltriert, das Lésungsmittel unter vermindertem Druck
abdestilliert und das erhaltene Produkt im Hochvakuum getrocknet. Es wurden

0.315 g (0.208 mmol) eines farblosen Ols erhalten.

Ausbeute: 99%. 'H-NMR (300 MHz, CDCl3): & [ppm] = 1.42 (s, 54H, H-1), 1.45 (m,
27H, H-1%), 1.95 (m, 11H), 2.60-2.75 (m, 12H), 3.41-3.64 (m, 31H).
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Abb. 151: 1H-NMR-Spektrum des Amins 56 (300 MHz, CDCI,).
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5.3.11. Synthese von Hexa-tert-butyl-2,2',2",2" 2"" 2"""-(((11-(12-((((9H-Fluoren-
9-yl)methoxy)carb-onyl)amino)dodecanoyl)-1,4,8,11-tetraazacyclotetradecan-
1,4,8-triyl)tris(1-(tert-but-oxy)-1,5-dioxopentan-5,2-diyl))tris(azantriyl))hexa-
acetat (63)

Unter Argonatmosphare wurden 0.242 g Tris(tBu-NTA)-Cyclam 53 (0.17 mmol,
1.0 eq.) in absolutem Dichlormethan gel6st, woraufhin 0.073 g Fmoc-12-Ado-OH
(0.17 mmol, 1.0eq.), 0.075g TBTU (0.24 mmol, 1.4 eq.) und 0.090 mL DIEA
(0.50 mmol, 3.0 eq.) hinzugegeben wurden. Schlielllich wurde die Reaktionslésung
24 h bei RT gerthrt. Darauffolgend wurden das Lésungsmittel sowie flliichtige Be-
standteile unter vermindertem Druck abdestilliert, der Ruckstand wieder mit 50 mL
Dichlormethan aufgenommen und dreimal mit jeweils 50 mL bidest. Wasser gewa-
schen. Die organische Phase wurde Uber Natriumsulfat getrocknet, das Losungsmit-
tel unter vermindertem Druck abdestilliert und das erhaltene Rohprodukt saulen-
chromatographisch (Gradient: Cyclohexan/Ethylacetat 1:1 bis Ethylacetat) aufgerei-

nigt. Es wurden 0.244 g (0.13 mmol) eines farblosen Ols erhalten.
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Ausbeute: 76%. Rg: 0.63 (Ethylacetat). 'TH-NMR (500 MHz, CDCls): § [ppm] = 1.29-
1.32 (m, 14H, H-22, H-23, H-24, H-25, H-26, H-27, H-28), 1.46 (s, 54H, H-1), 1.50 (s,
27H, H-1°), 1.62-1.65 (m, 4H), 1.92-1.95 (m, 11H), 2.30-2.74 (m, 8H), 3.20-3.24 (m,
2H), 3.49-3.61 (m, 31H), 4.23-4.26 (t, >Juy = 6.8 Hz, 1H, H-34), 4.42-4.43 (d, *Jyy =
6.8 Hz, 2H, H-33), 4.81 (bs, 1H, H-31), 7.33-7.36 (dt, *Juy = 7.5 Hz, “Juy = 1.0 Hz,
2H, H-37), 7.41-7.44 (t, *Juy = 7.5 Hz, 2H, H-37), 7.62-7.63 (d, >Juy = 7.5 Hz, 2H, H-
36), 7.79-7.80 (d, *Juy = 7.5 Hz, 2H, H-36). MS (ESI): fiir C100H162NgO24Nay: berech-
net: 953.08, gefunden: 953.18, fur Cyo0H162NsO24Na: berechnet: 1883.16, gefunden:
1883.33.

Abb. 152: "H-NMR-Spektrum der Verbindung 63 (500 MHz, CDClI;).
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5.3.12. Synthese von Hexa-tert-butyl-2,2',2",2" 2"" 2""'-(((11-(12-
Aminododecanoyl)-1,4,8,11-tetra-azacyclotetradecan-1,4,8-triyl)tris(1-(tert-
butoxy)-1,5-dioxopentan-5,2-diyl))tris(azan-triyl))hexaacetat (64)

Unter Argonatomsphare wurden 189.3 mg des Cyclam-Derivates 63 (0.10 mol,
1.0 eq.) in 16 mL absolutem Dichlormethan geldst und darauffolgend wurden 4 mL
Piperidin (20 vol%) hinzugegeben. Die Reaktionsldsung wirde 24 h bei RT geruhrt
und anschlieRend jeweils dreimal mit gesattigter Natriumhydrogencarbonat-Lésung,
1 M HCI und bidest. Wasser gewaschen. Nach Trocknung Uber Natriumsulfat wurde
das Losungsmittel unter vermindertem Druck abdestilliert und das erhaltene Rohpro-
dukt saulenchromatographisch (Gradient: Ethylacetat Uber Ethylacetat/Methanol
9:1bis Methanol) aufgereinigt. Es wurden 82.5 mg (0.05 mmol) eines farblosen Ols

erhalten.

Ausbeute: 50%. Re: 0.63 (Ethylacetat). "TH-NMR (500 MHz, CDCls): & [ppm] = 1.28-
1.33 (m, 14H, H-22, H-23, H-24, H-25, H-26, H-27, H-28), 1.46 (s, 54H, H-1), 1.49 (s,
27H, H-19), 1.62-1.65 (m, 4H), 1.87-2.07 (m, 11H), 2.33-2.67 (m, 8H), 3.09-3.15 (m,
2H), 3.43-3.53 (m, 31H). HRMS (ESI): flr CgsH153NsO22: berechnet: 1638.1094, ge-
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funden: 1638.1077, fur CgsH153NsO22Na: berechnet: 830.5493, gefunden: 830.5479,
fur CgsH153NgO22Nay: berechnet: 561.3626, gefunden: 561.3628.

/\

Abb. 153: "H-NMR-Spektrum der Verbindung 64 (500 MHz, CDCl;).
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5.3.13. Synthese von 2,2',2" 2" 2"" 2"""-(((1,4,8,11-Tetraazacyclotetradecan-
1,4,8-triyl)tris(1-carboxy-4-oxobutan-4,1-diyl))tris(azantriyl)) hexaethansaure

OH OH
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N_s2 24 N
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0.359 g Tris(tBu-NTA)-Cyclam 53 (0.25 mmol, 1.0 eq.) wurden in 2mL TFA und
14 mL Dichlormethan geldst und 24 h bei RT geruhrt. Anschlieend wurde das Lo6-
sungsmittel unter vermindertem Druck abdestilliert, der Rickstand wieder mit TFA
aufgenommen und mit kaltem Diethylether versetzt. Der ausfallende Feststoff wurde
abzentrifugiert, dreimal mit kaltem Diethylether gewaschen und der Feststoff schliel3-
lich im Hochvakuum getrocknet. Es wurden 0.203 g (0.22 mmol, 91%) eines gelb-
braunen Feststoffes erhalten. Das erhaltene Produkt wurde im nachsten Schritt ins

Natriumsalz tberflhrt.
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5.3.14. Synthese von 2,2',2" 2" 2"" 2"""-(((1,4,8,11-Tetraazacyclotetradecan-
1,4,8-triyl)tris(1-carboxylat-4-oxobutan-4,1-diyl))tris(azantriyl))hexaacetat nona

Natriumsalz (54)

0.050 g Tris(NTA)-Cyclam (0.053 mmol, 1.0 eq., Abschnitt 5.2.17.) wurden mit
0.481 mL 1 M NaOH (0.481 mmol, 9.0 eq.) versetzt und 10 min bei RT geruhrt. An-
schlieBend wurde fur den Erhalt des Natriumsalzes die Losung gefriergetrocknet. Es

wurden 0.060 g (0.053 mmol) eines gelbbraunen Feststoffes erhalten.

Ausbeute: 99%. "H-NMR (500 MHz, D,0): & [ppm] = 1.85-2.01 (m, 10H, H-4, H-8, H-
13), 2.46-2.48 (m, 6H, H-7, H-9, H-12), 2.75 (m, 2H, H-14), 2.82-2.87 (m, 2H, H-15),
3.11-3.28 (m, 15H, H-2, H-3), 3.48-3.58 (m, 13H, H-5, H-10, H-11, H-16, H-17).
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5.4. Cyclen-Funktionalisierung des Aminopyrazoltrimers

5.4.1. Synthese von 1,4,7,10-tetraazacyclododecan-1,4,7-tricarbonsauretri-tert-
butylester (66)

0] (@)

11 N N 6

10[ 12 j7
NH N
—/ )]3/0 21
85 7<

1.00g Cyclen 67 (5.81 mmol, 1.0eq.) und 2.44 mL Triethylamin (17.59 mmol,
3.03 eq.) wurden in 30 mL Chloroform geldst. Anschlieend wurden 3.84 g Di-tert-
butyldicarbonat (68) (17.59 mmol, 3.03 eq.) in 20 mL Chloroform Uber einen Zeitraum
von 2 h hinzugetropft, wobei die Temperatur mittels Eisbad auf 0 °C gehalten wurde.
Nach dem Zutropfen wurde die Reaktionslésung 18 h bei RT geruhrt und danach
zweimal mit jeweils 100 mL bidest. Wasser gewaschen. Nach Trocknung der organi-
schen Phase Uber Natriumsulfat wurde das Lésungsmittel unter vermindertem Druck
abdestilliert und das erhaltene Rohprodukt saulenchromatographisch (Diethylether)

aufgereinigt. Es wurden 0.79 g (1.68 mmol) eines weilden Feststoffes erhalten.

Ausbeute: 29%. Rg: 0.25 (Diethylether). "TH-NMR (300 MHz, CDCls): & [ppm] = 1.45-
1.47 (2s, 27H, H-1), 2.85 (m, 4H, H-9, H-10), 3.28-3.61 (m, 13H, H-4, H-5. H-6, H-7,
H-8, H-11, H-12). MS (ESI): flr Cy3H45N4Og: berechnet: 473.33, gefunden: 473.41,
fur Co3Ha4N4OgNa: berechnet: 495.32, gefunden: 495.38.
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Abb. 156: "H-NMR-Spektrum von Tris(N-Boc)-Cyclen 66 (300 MHz, CDClIs).
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5.4.2. Synthese von 10-(Cyanomethyl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecan-1,4,7-tri-

carbonsauretri-tert-butylester (70)

0] 30
11[ NjG
10 7
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0.150 g Tris(N-Boc)-Cyclen 66 (0.32 mmol, 1.0 eq.) wurden in 10 mL Acetonitril ge-
I6st und anschliefend 0.024 mL Bromoacetonitril (69) (0.35 mmol, 1.1 eq.) sowie
0.053 g Kaliumcarbonat (0.38 mmol, 1.2 eq.) hinzugegeben. Darauffolgend wurde
die Suspension 16 h bei 50 °C geruhrt, nach Abkuhlen auf RT wurde die Lésung fil-
triert und das Losungsmittel unter vermindertem Druck abdestilliert. Abschliel3end
wurde das Rohprodukt saulenchromatographisch (Cyclohexan/Ethylacetat 1:1) auf-

gereinigt. Es wurden 0.144 g (0.28 mmol) eines farblosen Ols erhalten.

Ausbeute: 88%. Rg: 0.50 (Cyclohexan/Ethylacetat 1:1). "TH-NMR (300 MHz, CDCls):
d [ppm] = 1.44-1.46 (2s, 27H, H-1), 2.82-2.85 (m, 4H, H-9, H-10), 3.37-3.47 (m, 12H,
H-4, H-5. H-6, H-7, H-8, H-11), 3.82 (s, 2H, H-12). MS (ESI): fir C23H45N4Os: berech-
net: 473.33, gefunden: 473.41, fir Cy3HisN4OgNa: berechnet: 495.32, gefunden:
495.38.
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Abb. 157: 1H-NMR-Spektrum des Nitrils 70 (300 MHz, CDCI;).
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5.4.3. Synthese von 10-(3-Methoxy-3-oxopropyl)-1,4,7,10-tetraazacyclo-
dodecan-1,4,7-tricarbonsauretri-tert-butylester
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0.100 g Tris(N-Boc)-Cyclen 66 (0.21 mmol, 1.0 eq.) wurden in 15 mL Acetonitril ge-
I6st. Darauffolgend wurden 0.025 mL 3-Brompropansauremethylester (0.23 mmol,
1.1eq.), 0.035g Kaliumcarbonat (0.25 mmol, 1.2eq.), 0.162g 18-Krone-6
(0.61 mmol, 2.9 eq.) und 0.018 g Kaliumiodid (0.11 mol, 0.5 eq.) hinzugegeben. Die
Suspension wurde 16 h bei 80 °C gerthrt, schlieBlich auf RT abgekuhlt und filtriert.
Letztlich wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck abdestilliert und das

erhaltene Rohprodukt saulenchromatographisch (Cyclohexan/Ethylacetat 1:1) aufge-

reinigt. Es wurden 0.006 g (0.01 mol) eines farblosen Ols erhalten.

Ausbeute: 5%. Rg: 0.59 (Cyclohexan/Ethylacetat = 1:1). "TH-NMR (300 MHz, CDCls):
8 [ppm] = 1.45-1.46 (2s, 27H, H-1), 2.43-2.48 (t, °Jyy = 7.5 Hz, 2H, H-13), 2.61-2.68
(m, 4H, H-9, H-10), 2.93-2.98 (t, 3Juy = 7.1 Hz, 2H, H-4/H-5/H-6/H-7/H-11), 3.28-3.50
(m, 10H, H-4/H-5/H-6/H-7/H-11), 3.65-3.70 (m, 5H, H-12, H-15). MS (ESI): fiur
C27Hs50N4OgNa: berechnet: 581.35, gefunden: 581.42, flr CssH100NsO1sNa: berech-
net: 1139.71, gefunden: 1139.82.
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CDCl3).

157



Experimenteller Teil

5.4.4. Synthese von 10-(6-Methoxy-6-oxohexyl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecan-
1,4,7-tricarbonsauretri-tert-butylester (78)
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0.100 g Tris(N-Boc)-Cyclen 66 (0.21 mmol, 1.0 eq.) wurden in 15 mL Acetonitril ge-
I6st und schliel3lich 0.049 g 6-Bromhexansauremethylester (77) (0.23 mmol, 1.1 eq.)
und 0.035 g Kaliumcarbonat (0.25 mmol, 1.2 eq.) hinzugegeben. Die Suspension
wurde darauffolgend 8 d bei 50 °C geruhrt. Nach Abkuhlen auf RT wurde die Reakti-
onslosung filtriert und das Ldsungsmittel unter vermindertem Druck abdestilliert.
Letztlich wurde das erhaltene Rohprodukt saulenchromatographisch (Cyclohe-
xan/Ethylacetat 1:1) aufgereinigt. Es wurden 0.048 g (0.08 mmol) eines blassgelben

Ols erhalten.

Ausbeute: 38%. Rg: 0.63 (Cyclohexan/Ethylacetat = 1:1). 'H-NMR (300 MHz,
CDCI3): 6 [ppm] = 1.23-1.40 (m, 4H, H-13, H-14), 1.44-1.46 (2s, 27H, H-1), 1.59-1.66
(m, 2H, H-15), 2.28-2.2.33 (t, *Juy = 7.4 Hz, 2H, H-16), 2.48-2.65 (m, 4H, H-9, H-10),
3.25-3.60 (m, 14H, H-4, H-5, H-6, H-8, H-11, H-12), 3.66 (s, 3H, H-18). MS (ESI): fur
C30Hs57N4Og: berechnet: 601.42, gefunden: 601.47, fur CsoHssN4OgNa: berechnet:
623.40, gefunden: 623.44, fur C3oHs5N4Os: berechnet: 599.40, gefunden: 599.55.
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Abb. 159: 1H-NMR-Spektrum des Hexansaureesters 78 (300 MHz, CDCI,).
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5.4.5. Synthese von 6-(4,7,10-Tris(tert-butoxycarbonyl)-1,4,7,10-tetraazacyclo-
dodecan-1-yl)hexansaure (79)
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28.3 mg 10-(12-Methoxy-12-oxododecyl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecan-1,4,7-tri-
carbonsauretri-tert-butylester (78) (0.047 mmol, 1.0 eq.) wurden in 10 mL THF und
5 mL Methanol geldst. Anschlieiend wurden 5.9 mg LiOH " H,O (0.14 mmol, 3.0 eq.)
und 1 mL bidest. Wasser hinzugegeben und 18 h refluxiert. Das Losungsmittel wurde
unter vermindertem Druck abdestilliert und der Rickstand in bidest. Wasser aufge-
nommen. Danach wurde die Losung mit 1 M HCI auf pH 1 angesauert und diese
dreimal mit Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden
Uber Natriumsulfat getrocknet, das Lésungsmittel unter vermindertem Druck abdestil-
liert und das Produkt im Hochvakuum getrocknet. Es wurden 27.5 mg (0.047 mmol)

eines farblosen Ols erhalten.

Ausbeute: 99%. 'H-NMR (500 MHz, CDCls): & [ppm] = 1.41-1.49 (m + 2s, 31H, H-1,
H-13, H-14), 1.64-1.66 (m, 2H, H-15), 1.92 (bs, 2H, H-9/H-10), 2.32-2.34 (t, Juy =
7.2 Hz, 2H, H-16), 2.96 (bs, 2H, H-9/H-10), 3.32-3.85 (m, 14H, H-4, H-5, H-6, H-7, H-
8, H-11, H-12), 12.27 (bs, 1H, H-18). "*C-NMR (125.8 MHz, CDCls): & [ppm] = 23.55
(C-15), 23.99 (C-14), 26.25 (C-13), 28.56/28.61 (C-1), 33.73 (C-16), 45.41 (C-4, C-5,
C-6, C-7), 48.35 (C-8, C-11), 50.08/50.40 (C-9, C-10), 54.36 (C-12), 81.27/81.78 (C-
2), 156.59/156.76 (C-3), 176.38 (C-17). MS (ESI): fur C29Hs54N4Os: berechnet: 585.39,
gefunden: 585.45.
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5.4.6. Synthese von 12-Bromdodecansauremethylester (82)

4 6 8 10 12
1\ Br

3 5 7 9 1" 13

0.500 g 12-Bromdodecansaure (81) (1.79 mmol, 1.0 eq.) wurden in 20 mL Methanol
gelést und auf 0°C abgekuhlt. Schlieldlich wurden 0.390 mL Thionylchlorid
(5.37 mmol, 3.0 eq.) langsam hinzugetropft und 16 h unter Rickfluss zum Sieden
erhitzt. Nach Abkuhlen der Reaktionslosung wurde das Losungsmittel unter vermin-
dertem Druck abdestilliert und das Produkt im Hochvakuum getrocknet. Es wurden

0.299 g (1.02 mol) einer farblosen Flissigkeit erhalten.

Ausbeute: 57%. Rg: 0.67 (Cyclohexan/Ethylacetat = 7:1). 'H-NMR (600 MHz,
CDCls): 6 [ppm] = 1.23 (m, 12H, H-5, H-6, H-7, H-8, H-9, H-10), 1.35-1.38 (m, 2H, H-
11), 1.55-1.58 (quin, >Juy = 7.0 Hz, 2H, H-4), 1.78-1.82 (quin, *Juy = 7.3 Hz, 2H, H-
12), 2.24-2.26 (t, *Jpy = 7.5 Hz, 2H, H-3), 3.34-3.36 (t, °Juy = 6.8 Hz, 2H, H-12), 3.61
(s, 3H, H-1). C-NMR (150.9 MHz, CDCls): & [ppm] = 24.95 (C-4),
28.18/28.77/29.15/29.25/29.40/29.42/29.46 (C-5, C-6, C-7, C-8, C-9, C-10, C-11),
32.86 (C-12), 33.95 (C-3), 34.10 (C-13), 51.41 (C-1), 174.23 (C-2). HRMS (ESI): fur
C13H25BrO2Na: berechnet: 315.0930, gefunden: 315.0918.
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5.4.7. Synthese von 10-(12-Methoxy-12-oxododecyl)-1,4,7,10-tetraazacyclo-
dodecan-1,4,7-tricarbonsauretri-tert-butylester (83)
1) T
O 0]
2 4 5 2
1><O L= )}Q@
11[ je
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13 N N
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0O 5 Y < 4 12 9 845 7?1

18 11

2 20
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0.100 g Tris(N-Boc)-Cyclen 66 (0.21 mmol, 1.0 eq.) wurden in 15 mL Acetonitril ge-
I6st. Darauffolgend wurden 0.310g 12-Bromdodecansauremethylester (82)
(1.06 mmol, 5.0 eq.), 0.088 g Kaliumcarbonat (0.64 mmol, 3.0 eq.), 0.364g 18-
Krone-6 (1.38 mmol, 6.5 eq.) und 0.018 g Kaliumiodid (0.11 mol, 0.5 eq.) hinzugege-
ben. Die Suspension wurde 48 h bei 80 °C gerlhrt, schlie3lich auf RT abgekuhlt und
filtriert. Letztlich wurde das Lésungsmittel unter vermindertem Druck abdestilliert und
das erhaltene Rohprodukt saulenchromatographisch (Cyclohexan/Ethylacetat 1:1)

aufgereinigt. Es wurden 0.059 g (0.09 mol) eines farblosen Ols erhalten.

Ausbeute: 43%. Rg: 0.36 (Cyclohexan/Ethylacetat = 3:1). 'H-NMR (500 MHz,
CDCl3): & [ppm] = 1.26-1.28 (m, 16H, H-13, H-14, H-15, H-16, H-17, H-18, H-19, H-
20), 1.43-1.51 (5s, 27H, H-1), 1.60-1.63 (m, 2H, H-21), 1.91 (m, 1H, H-12), 2.28-2.31
(t, °Jun = 7.5 Hz, 2H, H-22), 2.47-2.91 (3m, 4H, H-9, H-10), 3.24-3.56 (m, 12H, H-4,
H-5, H-6, H-7, H-8, H-11, H-12), 3.66 (s, 3H, H-24), 3.88 (m, 1H, H-12). *C-NMR
(125 MHz, CDCl3): 6 [ppm] = 25.10 (C-21), 27.06 (C-14), 28.02 (C-13),
28.59/28.64/28.70 (C-1), 29.29/29.40/29.56/29.68/29.78/29.81 (C-15, C-16, C-17, C-
18, C-19, C-20), 34.26 (C-22), 48.12/50.05 (C-4, C-5, C-6, C-7, C-8, C-9, C-10, C-
11), 51.59 (C-24), 79.38/81.69 (C-2), 156.77 (C-3), 174.48 (C-23). MS (ESI): fur
CssHssN4OgNa: berechnet: 707.49, gefunden: 707.53.
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5.4.8. Synthese von 12-(4,7,10-Tris(tert-butoxycarbonyl)-1,4,7,10-tetraazacyclo-
dodecan-1-yl)dodecansaure (84)
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5410 mg 10-(12-Methoxy-12-oxododecyl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecan-1,4,7-tri-
carbonsauretri-tert-butylester (83) (0.08 mmol, 1.0 eq.) wurden in 15 mL Methanol
gelost. AnschlieRend wurden 9.90 mg LiOH - H,O (0.24 mmol, 3.0 eq.) und 1 mL bi-
dest. Wasser hinzugegeben und 18 h unter Ruckfluss zum Sieden erhitzt. Das L6-
sungsmittel wurde unter vermindertem Druck abdestilliert und der Rickstand in bi-
dest. Wasser aufgenommen. Danach wurde die Lésung mit 1 M HCI auf pH 1 ange-
sauert und diese dreimal mit Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen wurden Uber Magnesiumsulfat getrocknet, das Lésungsmittel unter vermin-
dertem Druck abdestilliert und das Produkt im Hochvakuum getrocknet. Es wurden

41.20 mg (0.06 mmol) eines farblosen Ols erhalten.

Ausbeute: 75%. "H-NMR (500 MHz, CDCls): & [ppm] = 1.29-1.36 (m, 16H, H-13, H-
14, H-15, H-16, H-17, H-18, H-19, H-20), 1.53-1.56 (3s, 27H, H-1), 1.63-1.68 (m, 2H,
H-21), 1.89.1.93 (m, 2H, H-9/H-10), 2.36-2.38 (t, *Juy = 7.3 Hz, 2H, H-22), 2.96-3.00
(m, 2H, H-9/H-10), 3.37-4.05 (3m, 14H, H-4, H-5, H-6, H-7, H-8, H-11, H-12), 12.47
(bs, 1H, H-24). *C-NMR (125 MHz, CDCls): & [ppm] = 23.85 (C-21), 24.65 (C-14),
26.61 (C-13), 28.58/28.63 (C-1), 28.67/28.71/28.73/ (C-15, C-16, C-17, C-18, C-19,
C-20), 33.79 (C-22), 45.37/48.49/50.05/50.28/53.57/54.86 (C-4, C-5, C-6, C-7, C-8,
C-9, C-10, C-11), 81.27/81.74 (C-2), 156.57/156.76 (C-3), 176.85 (C-23). MS (ESI):
fur C35Hs7N4Og: berechnet: 671.50, gefunden: 671.56, fur CssHesN4OgNa: berechnet:
693.48, gefunden: 693.56, fur CssHesN4OgNay: berechnet: 715.46, gefunden: 715.53,
fur C3sHesN4Os: berechnet: 669.48, gefunden: 669.64.
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Abb. 166: 1H-NMR-Spektrum der Saure 84 (500 MHz, CDCl;).
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5.4.9. Synthese von 10-(12-((1-(4-Methoxybenzyl)-5-((1-(4-methoxybenzyl)-5-((1-
(4-methoxybenzyl)-5-(methoxycarbonyl)-1H-pyrazol-3-yl)carbamoyl)-1H-
pyrazol-3-yl)carbamoyl)-1H-pyrazol-3-yl)amino)-12-oxododecyl)-1,4,7,10-

tetraazacyclododecan-1,4,7-tricarbonsauretri-tert-butylester (85)
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Unter Argonatmosphare wurden 39.9 mg Aminotrimer 36 (0.055 mmol, 1.0 eq.) in
10 mL absolutem DMF gel6ést, woraufhin 37.2 mg 12-(4,7,10-Tris(tert-butoxy-
carbonyl)-1,4,7,10-tetraazacyclo-dodecan-1-yl)dodecansaure  (84) (0.055 mmol,
1.0eq.), 21.3mg EDCI (0.111 mmol, 2.0 eq.) und 16.9 mg DMAP (0.139 mmol,
2.5 eq.) hinzugegeben wurden. AnschlieBend wurde die Reaktionslosung 48 h bei
RT geruhrt, mit Ethylacetat versetzt und jeweils dreimal mit 1 M HCI und gesattigter
Natriumhydrogencarbonat-Losung gewaschen. Die organische Phase wurde uUber
Natriumsulfat getrocknet, das Losungsmittel unter vermindertem Druck abdestilliert
und das erhaltene Rohprodukt saulenchromatographisch (Cyclohexan/Ethylacetat
1:1) aufgereinigt. Es wurden 27.2 mg (0.020 mmol) eines farblosen Feststoffes erhal-

ten.

Ausbeute: 36%. Rg: 0.42 (Cyclohexan/Ethylacetat = 1:1). 'H-NMR (500 MHz,
CDCls): & [ppm] = 1.22-1.36 (m, 16H, H-18, H-19, H-20, H-21, H-22, H-23, H-24, H-
25), 1.45-1.53 (4s, 27H, H-37), 1.65-1.69 (m, 2H, H-17), 1.90 (m, 1H, H-26), 4.00-
2.30-2.35 (quart, *Juy = 7.4 Hz, 2H, H-16), 2.47-2.65 (3m, 4H, H-27, H-34), 2.89-2.91
(m, 1H, H-26), 3.24-3.58 (m, 12H, H-28, H-29, H-30, H-31, H-32, H-33), 3.75 (2s, 6H,
H-11), 3.77 (s, 3H, H-11), 3.88 (s, 3H, H-1), 5.61 (s, 4H, H-6), 5.63 (s, 2H, H-6), 6.80-
6.85 (m, 7H, H-8, H-9), 7.19-7.30 (m, 7H, H-4, H-8, H-9), 7.35 (s, 1H, H-4), 7.89-7.98
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(2s, 1H, H-14), 8.45-8.51 (3s, 2H, H-12). *C-NMR (125 MHz, CDCls): & [ppm] =
23.91, 25.54, 26.85, 28.58, 28.63, 28.85, 28.94, 29.20, 29.23, 29.31, 29.42, 29.53,
29.62, 29.70, 29.75, 29.83, 37.18, 37.24, 45.36, 48.22, 50.04, 52.18, 53.93, 54.01,
54.16, 54.76, 55.37, 55.39, 81.24, 81.58, 98.65, 102.79, 114.11, 128.95, 129.08,
129.38, 129.41, 129.66, 132.24, 134.39, 134.54, 145.08, 145.18, 146.00, 156.51,
156.73, 156.77, 159.34, 159.42, 159.44, 160.06, 170.99. HRMS (ESI): fir
C72H101N13014Na: berechnet: 1394.7483, gefunden: 1394.7434.
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5.4.10. Synthese von 5-(methoxycarbonyl)-1H-pyrazol-3-yl)carbamoyl)-1H-
pyrazol-3-yl)carbamoyl)-1H-pyrazol-3-yl)amino)-12-oxododecyl)-1,4,7,10-

tetraazacyclo-dodecan (86)
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Unter Argonatmosphare wurden 15.5 mg Trimer-Cyclen-Hybrid 85 (0.011 mmol,
1.0 eq.) in 3 mL absolutem TFA geldst und in einem geschlossenen System 5 h bei
70 °C geruhrt. Anschliel’end wurde die erkaltete Reaktionslésung mit kaltem Diethyl-
ether versetzt, der ausfallende Feststoff zentrifugiert und die Uberstehende Lésung
abdekantiert. Danach wurde der Feststoff noch dreimal in kaltem Diethylether sus-
pendiert, wieder abzentrifugiert und im Hochvakuum getrocknet. Es wurden 7.6 mg

(0.007 mmol) eines weilken Feststoffes erhalten.

Ausbeute: 64%. "H-NMR (600 MHz, DMSO-dg): & [ppm] = 1.21-1.27 (m, 16H, H-13,
H-14, H-15, H-16, H-17, H-18, H-19, H-20), 1.40-1.45 (m, 2H, H-21), 1.58 (m, 2H, H-
12), 2.29-2.32 (t, °Jpy = 7.4 Hz, 2H, H-6), 2.73-2.80 (2m, 6H, H-23, H-25, H-26, H-28,
H-29, H-31), 3.00-3.03 (m, 6H, H-23, H-25, H-26, H-28, H-29, H-31), 3.85 (s, 3H, H-
1), 6.90-7.59 (2bs, 3H, H-4), 10.40-11.18 (3bs, 3H, H-7, H-9), 13.17-13.74 (3bs, 3H,
H-6). HPLC: 98% (Retentionszeit: 28.0 min, RP 18 Saule, 214 nm Detektion, Fluss-
rate: 1.0 mL/min, linearer Gradient 95-40% Eluent A in 30 min, Eluent A: 0.1% TFA in
bidestilliertem Wasser, Eluent B: Acetonitril). MS (MALDI): fur Cz3zHs4N130s: berech-
net: 712.44, gefunden: 712.32, fur Cs3HssN13OsNa: berechnet: 734.42, gefunden:
734.31.
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5.4.11. Synthese von 6-(((Benzyloxy)carbonyl)amino)hexyl-p-toluolsulfonat (75)
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0.500 g 6-(Z-Amino)-1-hexanol (74) (1.99 mmol, 1.0 eq.) wurden in 20 mL Dichlor-
methan geldst. Schliel3lich wurden 0.569 g Tosylchlorid (2.98 mmol. 1.5 eq.),
0.827 mL Triethylamin (5.969 mmol, 3.0 eq.) und 0.122 g 4-Dimethylaminopyridin
(1.00 mmol, 0.5 eq.) hinzugegeben und 16 h bei RT geruhrt. Darauffolgend wurde
die Reaktionslosung zweimal mit 20 mL bidest. Wasser gewaschen, die organische
Phase Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem
Druck abdestilliert. Letztlich wurde das Rohprodukt saulenchromatographisch (Cyc-
lohexan/Ethylacetat 3:1) aufgereinigt. Es wurden 0.688 g (1.70 mmol) einer farblosen

Flassigkeit erhalten.

Ausbeute: 85%. Rg: 0.24 (Cyclohexan/Ethylacetat = 3:1). 'H-NMR (500 MHz,
CDCI3): 6 [ppm] = 1.26-1.34 (m, 4H, H-8, H-9), 1.44-1.46 (m, 2H, H-10), 1.62-1.64
(m, 2H, H-7), 2.44 (s, 3H, H-1), 3.13-3.16 (m, 2H, H-11), 4.00-4.02 (t, *Jyy = 6.4 Hz,
2H, H-6), 4.72 (bs, 1H, H-12), 5.09 (s, 2H, H-14), 7.33-7.36 (m, 7H, H-3, H-4, H-17),
7.77-7.79 (d, 2H, H-16). *C-NMR (125 MHz, CDCls): & [ppm] = 21.76 (C-1),
25.16/26.15 (C-8, C-9), 28.85 (C-7), 29.89 (C-10), 40.98 (C-11), 66.75 (C-14), 70.54
(C-6), 128.01/128.24/128.66/129.96 (C-3, C-4, C-16, C-17), 133.32 (C-2), 136.74 (C-
15), 144.83 (C-5), 156.50 (C-13). HRMS (ESI): fir Cz1H27NOsSNa: berechnet:
428.1502, gefunden: 428.1517, fur C4oHs4N2010S2Na: berechnet: 833.3112, gefun-
den: 833.3122.
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Abb. 171: "H-NMR-Spektrum der Verbindung 75 (500 MHz, CDCIs).
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5.5. Manuelle Festphasensynthese von Trimer-Peptid Derivaten

Fur die Synthese der Trimer-Peptid Derivate wurde stets das von WolIl Uber automa-
tisierte Peptidfestphasensynthese hergestellte D3 Derivat mit N-terminal freier Ami-

nogruppe verwendet und mit der Trimer-Saure 57 gekuppelt.

5.5.1. Darstellung von 3-(3-(3-Nitro-1H-pyrazol-5-carboxamido)-71H-pyrazol-5-
carboxamido)-71H-pyrazol-5-carboxamido-(R)-argininyl-(R)-prolinyl-(R)-
argininyl-(R)-threoninyl-(R)-argininyl-(R)-leucinyl-(R)-histidinyl-(R)-threoninyl-
(R)-histidinyl-(R)-argininyl-(R)-asparaginyl-(R)-arginin (43)

NH2

HN< _NH,  HN NH2

M P HN HN
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167.2 mg mit D3 beladenes Harz (0.036 mmol, 1.0 eq.) wurden mit 3 mL absolutem
DMF versetzt und 2 h gequellt. AnschlieRend wurden 40.0 mg Trimer-Saure 57
(0.054 mmol, 1.5eq.), 45.0mg HCTU (0.109 mol, 2.0 eq.) und 38.0 uL DIEA
(0.218 mmol, 4.0 eq.) hinzugegeben und 24 h bei RT geschuttelt. Der Kupplungs-
schritt wurde nochmals 10 min bei 65 °C und 8 Watt in der Mikrowelle durchgefihrt.
Dann wurde das Harz Uber eine Glasfritte abfiltriert und dieses nochmals mit circa
30 mL DMF und mit 30 mL Dichlormethan gewaschen. Nach Trocknung im Hochva-
kuum wurde das Peptid vom Harz abgespalten. Dazu wurde das Harz mit 3.72 mL
TFA, 0.20 mL Triisopropylsilan und 0.08 mL bidestilliertem Wasser versetzt und 4 h
bei RT geschittelt. Dann wurde die Lésung filtriert und das Rohprodukt mit kaltem
Diethylether gefallt. Das noch teilweise mit PMB-Schutzgruppen behaftete Peptid
wurde schlieBlich unter Argonatmosphare mit 4 mL trockener TFA 5 h bei 70 °C un-
ter erhdhtem Druck geruhrt. Nach Abklhlen der Reaktionslésung wurde das Produkt

fraktionierend mit kaltem Diethylether gefallt. Der ausgefallene Feststoff wurde je-
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weils dreimal mit kaltem Diethylether gewaschen. Anschlie®end wurden die erhalte-
nen Fraktionen mit 0.1% TFA in bidestilliertem Wasser aufgenommen und schlief3lich
gefriergetrocknet. Dabei wurden zwei saubere Fraktionen erhalten. Die anderen
Fraktionen beinhalteten sowohl das gewunschte Trimer-Hybrid als auch das unge-
kuppelte Peptid. Es wurden 23.9 mg (0.009 mmol) des gewinschten Produktes als

siebenfaches TFA-Salz erhalten.

Ausbeute: 24% uber drei Stufen, bezogen auf das eingesetzte Harz. HPLC: 98%
(Retentionszeit: 18.8 min, RP 18 Saule, 214 nm Detektion, Flussrate: 1.0 mL/min,
linearer Gradient 95-40% Eluent A in 30 min, Eluent A: 0.1% TFA in bidestilliertem
Wasser, Eluent B: Acetonitril). HRMS (ESI): fur Cz7H122N41O24: berechnet:
1956.9733, gefunden: 1956.9645.
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5.5.2. Darstellung von 3-(3-(3-Nitro-1H-pyrazol-5-carboxamido)-71H-pyrazol-5-
carboxamido)-1H-pyrazol-5-carboxamido-(R)-argininyl-(R)-prolinyl-(R)-
argininyl-(R)-threoninyl-(R)-argininyl-(R)-leucinyl-(R)-histidinyl-(R)-threoninyl-
(R)-histidinyl-(R)-argininyl-(R)-asparaginyl-(R)-argininyl-(R)-lysin (45)

HNe NH2
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259.6 mg mit D3-Lys beladenes Harz (0.05 mmol, 1.0 eq.) wurden mit 3 mL absolu-
tem DMF versetzt und 2 h gequellt. Anschlielend wurden 55.0 mg Trimer-Saure 57
(0.075 mmol, 1.5eq.), 61.9mg HCTU (0.150 mol, 2.0 eq.) und 52.0 yL DIEA
(0.299 mmol, 4.0 eq.) hinzugegeben und 24 h bei RT geschuttelt. Der Kupplungs-
schritt wurde nochmals 10 min bei 65 °C und 8 Watt in der Mikrowelle durchgefihrt.
Dann wurde das Harz Uber eine Glasfritte abfiltriert und dieses nochmals mit circa
30 mL DMF und mit 30 mL Dichlormethan gewaschen. Nach Trocknung im Hochva-
kuum wurde das Peptid vom Harz abgespalten. Dazu wurde das Harz mit 3.72 mL
TFA, 0.20 mL Triisopropylsilan und 0.08 mL bidestilliertem Wasser versetzt und 4 h
bei RT geschittelt. Dann wurde die Lésung filtriert und das Rohprodukt mit kaltem
Diethylether gefallt. Das noch teilweise mit PMB-Schutzgruppen behaftete Peptid
wurde schlieBlich unter Argonatmosphare mit 4 mL trockener TFA 5 h bei 70 °C un-
ter erhdhtem Druck geruhrt. Nach Abklhlen der Reaktionslésung wurde das Produkt
fraktionierend mit kaltem Diethylether gefallt. Der ausgefallene Feststoff wurde je-
weils dreimal mit kaltem Diethylether gewaschen. Anschlieend wurden die erhalte-
nen Fraktionen mit 0.1% TFA in bidestilliertem Wasser aufgenommen und schlief3lich
gefriergetrocknet. Dabei wurden drei saubere Fraktionen erhalten. Die anderen Frak-
tionen beinhalteten sowohl das gewunschte Trimer-Hybrid als auch das ungekuppel-
te Peptid. Es wurden 18.2 mg (0.006 mmol) des gewunschten Produktes als achtfa-
ches TFA-Salz erhalten.
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Ausbeute: 12% Uber drei Stufen, bezogen auf das eingesetzte Harz. HPLC: 97-99%
(Retentionszeit: 19.7 min, RP 18 Saule, 214 nm Detektion, Flussrate: 1.0 mL/min,
linearer Gradient 95-40% Eluent A in 30 min, Eluent A: 0.1% TFA in bidestilliertem
Wasser, Eluent B: Acetonitril). HRMS (ESI): fur CgzH13sN4302,: berechnet: 696.0284,
gefunden: 695.9625, .flir CgzH137N43022: berechnet: 522.2732, gefunden: 522.1936,
fir CgzH13sN43022: berechnet: 418.0200, gefunden: 417.9236.

178



Experimenteller Teil

5.5.3. Darstellung von 3-(3-(3-Nitro-1H-pyrazol-5-carboxamido)-71H-pyrazol-5-
carboxamido)-1H-pyrazol-5-carboxamido-(R)-argininyl-(R)-prolinyl-(R)-
argininyl-(R)-threoninyl-(R)-argininyl-(R)-leucinyl-(R)-histidinyl-(R)-threoninyl-
(R)-histidinyl-(R)-argininyl-(R)-asparaginyl-(R)-argininyl-amidoethylenamino-
dansyl (88)
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252.3 mg mit D3-Dansyl beladenes Harz (0.050 mmol, 1.0 eq.) wurden mit 3 mL ab-
solutem DMF versetzt und 2 h gequellt. AnschlieRend wurden 55.0 mg Trimer-Saure
57 (0.075 mmol, 1.5eq.), 92.8 mg HCTU (0.224 mol, 3.0 eq.) und 65.0 uL DIEA
(0.374 mmol, 5.0 eq.) hinzugegeben und 24 h bei RT geschuttelt. Der Kupplungs-
schritt wurde nochmals 10 min bei 65 °C und 8 Watt in der Mikrowelle durchgefuhrt.
Dann wurde das Harz Uber eine Glasfritte abfiltriert und dieses nochmals mit circa
30 mL DMF und mit 30 mL Dichlormethan gewaschen. Nach Trocknung im Hochva-
kuum wurde das Peptid vom Harz abgespalten. Dazu wurde das Harz mit 3.72 mL
TFA, 0.20 mL Triisopropylsilan und 0.08 mL bidestilliertem Wasser versetzt und 4 h
bei RT geschittelt. Dann wurde die Losung filtriert und das Rohprodukt mit kaltem
Diethylether gefallt. Das noch teilweise mit PMB-Schutzgruppen behaftete Peptid
wurde schlieBlich unter Argonatmosphare mit 4 mL trockener TFA 5 h bei 70 °C un-
ter erhdhtem Druck geruhrt. Nach Abkuhlen der Reaktionslésung wurde das Produkt
fraktionierend mit kaltem Diethylether gefallt. Der ausgefallene Feststoff wurde je-
weils dreimal mit kaltem Diethylether gewaschen. AnschlieRend wurden die erhalte-
nen Fraktionen mit 0.1% TFA in bidestilliertem Wasser aufgenommen und schlief3lich
gefriergetrocknet. Dabei wurden drei saubere Fraktionen erhalten. Die anderen Frak-
tionen beinhalteten sowohl das gewunschte Trimer-Hybrid als auch das ungekuppel-
te Peptid. Es wurden 48.2 mg (0.016 mmol) des gewtnschten Produktes als sieben-
faches TFA-Salz erhalten.
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Ausbeute: 32% Uber drei Stufen, bezogen auf das eingesetzte Harz. HPLC: 97-99%
(Retentionszeit: 20.8 min, RP 18 Saule, 214 nm Detektion, Flussrate: 1.0 mL/min,
linearer Gradient 95-40% Eluent A in 30 min, Eluent A: 0.1% TFA in bidestilliertem
Wasser, Eluent B: Acetonitril). HRMS (ESI): flur Cg1H140N44022S: berechnet:
1117.0462, gefunden: 1117.0275, fur Cg1H141N4402,S: berechnet: 745.0332, gefun-
den: 745.0335, flr Cg1H142N4402,S: berechnet: 559.0267, gefunden: 559.0341, fur
Co1H143N4402,S: berechnet: 447.4228, gefunden: 447.4300.
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5.5.4. Darstellung von 3-(3-(3-Nitro-1H-pyrazol-5-carboxamido)-71H-pyrazol-5-
carboxamido)-1H-pyrazol-5-carboxamido-(R)-argininyl-(R)-prolinyl-(R)-
argininyl-(R)-threoninyl-(R)-argininyl-(R)-leucinyl-(R)-histidinyl-(R)-threoninyl-
(R)-histidinyl-(R)-argininyl-(R)-asparaginyl-(R)-argininyl-amidoethylenamino-

coumarin (89)

330.1 mg mit D3-Coumarin beladenes Harz (0.05 mmol, 1.0 eq.) wurden mit 3 mL
absolutem DMF versetzt und 2 h gequellt. Anschlielfiend wurden 55.0 mg Trimer-
Saure 57 (0.075 mmol, 1.5eq.), 92.8 mg HCTU (0.224 mol, 3.0 eq.) und 65.0 pL
DIEA (0.374 mmol, 5.0 eq.) hinzugegeben und 24 h bei RT geschuttelt. Der Kupp-
lungsschritt wurde nochmals 10 min bei 65 °C und 8 Watt in der Mikrowelle durchge-
fuhrt. Dann wurde das Harz Uber eine Glasfritte abfiltriert und dieses nochmals mit
circa 30 mL DMF und mit 30 mL Dichlormethan gewaschen. Nach Trocknung im
Hochvakuum wurde das Peptid vom Harz abgespalten. Dazu wurde das Harz mit
3.72 mL TFA, 0.20 mL Triisopropylsilan und 0.08 mL bidestilliertem Wasser versetzt
und 4 h bei RT geschittelt. Dann wurde die Lésung filtriert und das Rohprodukt mit
kaltem Diethylether gefallt. Das noch teilweise mit PMB-Schutzgruppen behaftete
Peptid wurde schliel3lich unter Argonatmosphare mit 4 mL trockener TFA 5 h bei
70 °C unter erhdhtem Druck geruhrt. Nach Abkuhlen der Reaktionslésung wurde das
Produkt fraktionierend mit kaltem Diethylether gefallt. Der ausgefallene Feststoff
wurde jeweils dreimal mit kaltem Diethylether gewaschen. AnschlieRend wurden die
erhaltenen Fraktionen mit 0.1% TFA in bidestilliertem Wasser aufgenommen und
schliel3lich gefriergetrocknet. Dabei wurden vier saubere Fraktionen erhalten. Die
anderen Fraktionen beinhalteten sowohl das gewlnschte Trimer-Hybrid als auch das
ungekuppelte Peptid. Es wurden 53.7 mg (0.018 mmol) des gewlinschten Produktes
als siebenfaches TFA-Salz erhalten.
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Ausbeute: 36% Uber drei Stufen, bezogen auf das eingesetzte Harz. HPLC: 92-98%
(Retentionszeit: 20.7 min, RP 18 Saule, 214 nm Detektion, Flussrate: 1.0 mL/min,
linearer Gradient 95-40% Eluent A in 30 min, Eluent A: 0.1% TFA in bidestilliertem
Wasser, Eluent B: Acetonitril). HRMS (ESI): fur Cg1H13sN43024: berechnet: 739.3636,
gefunden: 739.3639, fur Cg1H139N43024: berechnet: 554.7745, gefunden: 554.7777,
fir Co1H140N43024: berechnet: 444.0211, gefunden: 444.0246, fir Co1H141N43024: be-
rechnet: 370.1855, gefunden: 370.0233.
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5.6. UV/Vis-Spektroskopie

Fir die UV/Vis-Messungen wurden 480 pL einer Probe des Liganden, welche diesel-
be Zusammensetzung wie bei den ThT-Tests aufwies, verwendet (Abschnitt 5.7). Die
Messung erfolgte jeweils einmal vor und nach Zentrifugation (20 min, 13400 g) in
einer Glasklvette bei 25 °C und einem Wellenlangenbereich von 200-500 nm. Die
Ligandenstammlosungen wurden je nach Loslichkeit in bidestilliertem Wasser oder
DMSO angesetzt. Trimer-D3 43, Trimer-GABA-D1 41, Trimer-TEG-D1 44 und Tri-
mer-TEG-TEG-D1 42 waren jeweils wasserloslich. Die Stammlésungen von Trimer-
GABA-OH 39, Aminotrimer 38 und Trimer-Diamin 40 wurden jeweils in DMSO ange-
setzt. Die Zusammensetzungen der Proben fur 60 yM Ligand sind Tab. 10 zu ent-

nehmen.

Tab. 10: Zusammensetzung der Proben fiir UV/Vis-Messungen.

S’:_a:?nargijs-g. DMSO  H:Opigest. ~ 10x PBS

600 UM [uL] [WL] [WL] L]
Probe 48 = 60 UM 16 368 48
Puffer — 16 416 48

Zur Ermittlung der aktiven Konzentrationen der Liganden nach Zentrifugation wurden
anschlielfend Konzentrationsreihen angesetzt. Dabei wurden von derselben Stamm-
I6sung unterschiedliche Volumina entnommen und mit der Menge an bidestilliertem
Wasser ausgeglichen. Die angesetzten Endkonzentrationen waren 90.0 uM,
75.0 uM, 60.0 uM, 45.0 uM, 30.0 uM, 15.0 yM und 7.5 pM. In den Abbildungen sind
Spektren der 60 uM Ligand-Losung, der zentrifugierten Losung und des reinen Puf-
fers flr den direkten Vergleich dargestellt. Aulerdem sind Spektren der Konzentrati-
onsreihen im Vergleich mit dem reinen Puffer gezeigt (Abbildungen 173-175).

Fur die Lambert-Beer-Quantifizierung wurden die Absorptionswerte bei 260 nm ge-

wahlt. Uber lineare Regression konnte die aktive Konzentration ermittelt werden.
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Abb. 173: UV/Vis-Spektren und lineare Regression der Verbindungen 41 und 44.
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Abb. 174: UV/Vis-Spektren und lineare Regression der Verbindungen 42 und 39.
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Abb. 175: UV/Vis-Spektren und lineare Regression der Verbindungen 38 und 40.
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5.7. ThT-Fluoreszenzmessungen

1 mg AB(1-42) wurde Uber Nacht in 300 uyL HFIP monomerisiert und schlie3lich lyo-
philisiert. AnschlieRend wurde aus dem lyophilisierten Ap eine 300 yuM Stammldsung
in DMSO angesetzt. Ebenfalls wurden eine 62.7 yM Stammlésung von Thioflavin T in
bidestilliertem Wasser, sowie eine 1.50 mM Stammlésung der Liganden in bidestil-
liertem Wasser oder DMSO hergestellt. Trimer-D3 43, Trimer-GABA-D1 41, Trimer-
TEG-D1 44, Trimer-TEG-TEG-D1 42, Trimer-D3-Lys 45 und Trimer-tris(NTA)-Cyclam
62 waren jeweils wasserldslich. Die Stammldsungen von Trimer-GABA-OH 39, Ami-
notrimer 38, Trimer-Diamin 40 Trimer-dodecyl-Cyclen 86, Trimer-D3-Dansyl 88 und
Trimer-D3-Coumarin 89 wurden jeweils in DMSO angesetzt. Der sechsfache Uber-
schuss an Ligand war fur anfangliche Messungen zunachst der Standard. Es wurden
Proben angesetzt, welche nur Ap enthielten und als Kontrollldsungen dienten. Eben-
falls wurden Lésungen von AB mit den Liganden hergestellt sowie Proben zur Uber-
prufung der Eigenfluoreszenz des Liganden ohne Peptid sowohl mit als auch ohne
ThT angesetzt. Die Liganden alleine zeigten jeweils keine Eigenfluoreszenz im ge-
messenen Wellenlangenbereich und keine Wechselwirkungen mit ThT. Tab. 10 zeigt

die einzelnen Zusammensetzungen der Ansatze.

Tab. 11: Zusammensetzung und Endkonzentrationen der Inhibierungsansatze.

Sammig.  Swmmisg.  OMSO Huw 10XPBS g,

300 uM [uL]  1.50 mM [uL] 62.7 uM [uL]
Kontrolllsg. 2.0 = 10 uM — — 491 6.0 2.9 = 3.03 uM
AB +Ligand 2.0=10uM 2.4 = 60 uM — 46.7 6.0 2.9 = 3.03 uM
Ligand allein — 2.4 = 60 uM 2.0 49.6 6.0 —
Ligand + ThT — 2.4 = 60 uM 2.0 46.7 6.0 2.9 = 3.03uM

Die angesetzten Losungen wurden dann 5d bei 37 °C und 650 rpm inkubiert. An-
schliefend wurden die Proben 7 s bei 13.4 rpm zentrifugiert und diese direkt in eine
384er Mikrotiterplatte Uberflhrt und letztlich bei 37 °C, einer Excitationswellenlange
von 446 nm und einer Emissionswellenlange von 490 nm vermessen, wobei die Pro-

ben nach dem Temperieren vorerst noch fur 30 s orbital geschuttelt wurden. Die ma-
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nuelle Verstarkung betrug 100%. Es wurden drei Messungen mit jeweiliger Vierfach-
bestimmung durchgeflhrt. Die zu analysierenden Proben ohne AB(1-42) wurden oh-
ne Inkubationszeit direkt vermessen. Ebenfalls wurden leere Napfchen der Mikroti-
terplatten vermessen und von den gemessenen Werten im Mittel abgezogen.

Fir die Herstellung der Losungen mit den bestimmten aktiven Konzentrationen wur-
den stets 25fach hohere Konzentrationen als Stammldsungen hergestellt.

Fur die Dosis-Wirkungsbeziehungen wurden folgende Ligand-Stammldsungen ange-
setzt: 1.50 mM, 750.00 uM, 250.00 uM, 125.00 uM, 50.00 uM, 12.50 yM und
6.25 uyM. Unter denselben Bedingungen wie oben beschrieben wurden dann ThT-
Assays durchgefihrt. Die Ligandendkonzentrationen waren dann 60.00 uM,
30.00 uM, 10.00 uM, 5.00 uM, 2.00 uM, 0.50 yM und 0.25 uM bezogen auf 10 uM
AB(1-42). Die Ergebnisse wurden schlielBlich zu einem Graphen (relative Fluoreszenz
gegen die Ligandkonzentration in logarithmischer Auftragung) zusammengetragen,
wobei 100% bei 0.001 uM mit einbezogen wurden. Die erhaltenen Punkte wurden
letztlich mit einer sigmoidalen Funktion angepasst. Die ICso-Werte wurden bei 50%
relativer Fluoreszenzintensitdt am Graphen abgelesen. Beim Einsatz von Trimer-
Diamin 40 wurde kein ICso-Wert bestimmt, da bei circa 40% relativer Fluoreszenzin-

tensitat ein Plateau erreicht wurde (Abb. 56).
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5.8. CD-Spektroskopie

Fir die Messungen von CD-Spektren wurden im Allgemeinen Losungen verwendet,
welche das AB(1-42)-Peptid alleine, AB(1-42)-Peptid mit Liganden und die Liganden
alleine enthielten. Die Stammlésung von 500 uM AB(1-42) wurde in HFIP hergestellt,
nachdem AB(1-42) monomerisiert und lyophilisiert worden war. Die Stammldsungen
der Liganden Trimer-D3 43, Trimer-TEG-TEG-D1 42 und Trimer-tris(NTA)-Cyclam 62
wurden in bidestilliertem Wasser hergestellt. Die Losungen der Liganden Trimer-
Diamin 40 und Trimer-dodecyl-Cyclen 86 wurden in HFIP prapariert. Der verwendete
Puffer war 10 mM KaPi mit einem pH-Wert von 7.0. Die verwendeten Zusammenset-

zungen sind in Tab. 12 gezeigt.

Tab. 12: Zusammensetzung und Endkonzentrationen der Inhibierungsansatze.

Ligand in

KaPi 10 mM AB‘sséng‘A'sg' HFIPH,0  HFIP
[uL] [uLLi 250/500 M [uL]
[uL]
AB(1-42) alleine 980 20 — —
AB(1-42) + Ligand 960 20 20 —
Ligand alleine 960 — 20 20

Die Endkonzentrationen beliefen sich fur AB(1-42) auf 10 yM, far Trimer-D3 43, Tri-
mer-TEG-TEG-D1 42 und Trimer-Diamin 40 auf 5 uM und fur Trimer-dodecyl-Cyclen
86 auf 10 uM. Die Proben wurden insgesamt 4 d bei 25 °C und 850 rpm inkubiert.
Nach O h, 1h, 1d, 2d, 3d und 4 d wurden die Proben jeweils vermessen. Die Lo6-
sungen mit den Liganden alleine wurden ohne Inkubation direkt nach dem Ansetzen
vermessen (Abb. 57, 58, 80, 104).

Die Inkubation mit 10 uM Trimer-tris(NTA)-Cyclam 62 ergab zu konzentrierte Mess-
ergebnisse, wohingegen zwischen 200 und 230 nm keine gut erkennbaren Kurven-
verlaufe zu erkennen waren. Somit wurde in diesem Fall 5 yM AB(1-42) mit 5 yM
Trimer-tris(NTA)-Cyclam 62 vermessen. Jeweils wurden die Spektren fur die Ligan-
den alleine von den Spektren mit AB(1-42) und Ligand subtrahiert. Die CD-Spektren
der Liganden alleine sind in Abb. 176-178 dargestellt.
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Abb. 176: CD-Spektren der Liganden Trimer-D3 43, Trimer-Diamin 40 und Trimer-TEG-TEG-D1
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Abb. 177: CD-Spektrum des Liganden Trimer-tris(NTA)-Cyclam 62.
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Abb. 178: CD-Spektrum des Liganden Trimer-dodecyl-Cyclen 86.
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5.9. Transmissionselektronenmikroskopie-Aufnahmen

Die Anfertigung der TEM-Aufnahmen wurde von Roychaudhuri von der Arbeitsgrup-
pe Teplow durchgefuhrt.

Als Referenz wurde einmal Ap(1-42) alleine angesetzt und vermessen. Des Weiteren
wurden Proben mit AB(1-42) und Ligand sowie Ligand alleine angesetzt. Die Zu-

sammensetzungen der Losungen sind in Tab. 13 zusammengefasst.

Tab. 13: Zusammensetzung der Ansatze fiir die TEM-Aufnahmen.

AB- NaPi Ligand in
Stammisg. 100 M DMSO DMSO/H,O  HoOpigest.
23.26 uM [uL] [uL] 250 uM [uL]
[WL] [uL]
AB(1-42) alleine 43 5 2 — —
ApB(1-42) + Ligand 43 5 — 2 —
Ligand alleine — 5 — 2 43

Die Endkonzentrationen beliefen sich flur Ap(1-42) auf 20 uM und fur die Liganden
auf 10 uM. Die angesetzten Proben wurden einmal direkt zu Beginn vermessen und
einmal nach 5 d Inkubation mit 850 rom bei RT (Abb. 63, 64, 65). Abb. 179 zeigt die
TEM-Aufnahmen von ApB(1-42) mit Ligand nach 0d. Abb. 180 zeigt die TEM-
Aufnahme von Trimer-D3 43 alleine nach 0 d. Die anderen Liganden alleine zeigten

bei sofortiger Vermessung keine Morphologien.
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Abb. 179: TEM-Aufnahmen von 20 yM AB(1-42) mit 10 pM Trimer-D3 43 (A), mit 10 uM Trimer-
Diamin 40 (B), mit 10 pM Trimer-TEG-TEG-D1 42 (C) und mit 10 pM Trimer-D3-Lys 45 (D) nach
0 d (MaRstabsskala 216 nm).

Abb. 180: TEM-Aufnahmen von 10 pM Trimer-D3 43 alleine nach 0 d (MaBstabsskala 216 nm).
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