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Zusammenfassung

Wechselwirkungen eingesetzt werden.

Amyloidosen verantwortlich ist.
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Abstract

whose enzymatic digest lead to identical fragments. An isomerization (such as e. g. epimerization) 

amyloidosis induced by b2m.

for structure investigations.
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1. EINLEITUNG

[1]-[3] veranschaulicht das 

[4][5]

[6] bis hin zur kürzlich beschriebenen Kristallstruktur des 2-adrenergen 
[7]

[8]-[10]

D

eine sequenzabdeckende Isotopenmarkierung mit 15 13 2
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2

darstellbaren Peptid-Segmente begrenzt (40 bis 60 AS). Die Verknüpfung der Vorzüge der 
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2. STAND DER FORSCHUNG

[11][12] [13]-[16]

[17] ein wichtiger Faktor.

2.1. Ligations-Methoden

handhabbar und andererseits analytisch meist sehr kompliziert zu kontrollieren. Daher wurden 

diese Vorgehensweise der Kupplung ungeschützter Segmente sind mehrere Methoden entwickelt 
worden.

2.1.1. Segment-Verknüpfung durch chemische Methoden

[18][19]

die Pseudoprolin-Ligation[19]-[21] [19][22]-[24] entwickelt.

den Michael-Akzeptor 1 (
den Michael-Donator 2 [18][19]

somit eine Schwefel-Kohlenstoff-Verknüpfung 3

von Fluorophoren verwendet.
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Knüpfung natürlicher Peptid-Bindungen einen besonderen Stellenwert.

Darstellung von Peptid-Bindungen ist die native chemische Ligation. 

nach Wieland et al. von 1953.[25]

gelang ein ausgereiftes Verfahren zu entwickeln.[26] Der Durchbruch 

4 mit 
einem seitenketten-ungeschützten Peptid 5

[27][28] Diese beiden unterliegen in einer 

6
7

8 
statt.[27][28]

H
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SH
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O

O
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+
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NPeptid

H

N

O

O

Peptid
S

O
Peptid

H
NPeptid

Peptid

1

2

3

Abbildung 1: 
Reaktions-Schema der 
Thiol-Maleimid-Ligation

Peptid
O

SR
H2N

HS

O
Peptid

+
H2N

S

O
Peptid

O
Peptid

O
Peptid

H2
N

S
Peptid

O
H
N

HS

O
Peptid

O
Peptid

- RS-
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Abbildung 2: 
Reaktions-Mechanismus 
der nativen chemischen 
Ligation
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[29]

[29]

stabilen Produkt.[29] Daher kann hier auf Schutzgruppen verzichtet werden.

tert [30] hat das Problem der Verwendung von 
[31] Dagegen 

sind in der leichter automatisierbaren 9-Fluorenylmethoxycarbonyl- (Fmoc)-Strategie vorzeitig 

ist.[31]

[32]

[33]-[36]

werden[37][38] [39]-[41]

selbstreinigende Methode[42][43]

[44][45].[19] Letztere 
Methode wird in unserem Labor erfolgreich verwendet.

[46][47]

Methylsulfonylethoxycarbonyloxy- (Msc)-Schutzgruppe für die Amino-Funktion[30][47] oder das 
[48]-[50]

[46][47] [50][51]

2.1.2. Ligation durch enzymatische Katalyse
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(Srt A)[52][53].

in vivo an der Anknüpfung 
von Proteinen an bakterielle Peptidoglykane beteiligt ist[54][55] und eine 

[52]

[56]

Bei der Ligation mittels Sortase A werden die Substrate 9 an dem 
[56]

10 übertragen (Abbildung 3).[54][55] In Anwesenheit 

[52]

[55][56] Die 

a) Nomenklatur
Sortase A

S4 S3 S2 S1 S1' S2' S3' S4'

L P X T G X1 X2 X3...H2N ... COOH
Spaltung Substrat

b) Transpeptidierung
Peptid L P X T G Peptid n(G) Peptid

Peptid L P X T (G)n G PeptidPeptid

+

+

Srt A
9 10

Abbildung 3: 
Sortase A 
Transpeptidierung

Substrat & Protease nach 
Schechter & Berger[57] auf 

Sortase A-vermittelten 

S1-4/S`1-4 = Substrat-
Bindungsstellen
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[52]

werden.[52][53]

[58]

2.1.3. Semi-Synthese

stellen eine Verknüpfung biologischer und chemischer Verfahren dar. Die Biosynthese bedient sich 
[10][31]

[59]

[10]

[8]

[31][59]

Biosynthese beinhaltet.

aktiviert 11 (Abbildung 4). Dies führt zu einer zwischenzeitlich linearen Verknüpfung des 
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12

ein verzweigtes Protein-Intermediat 13

die Ausbildung eines Succinimides 14

15 statt. 

Intermediate stabilisieren oder als Protonen-Donatoren oder -Akzeptoren 
fungieren.[60]

Intermediates (13 mit Y = S) stehen bleibt.[61][62]

16
gewonnen werden.[62][61][62] Dieses Konzept kann natürlich auch für die 

Y
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R
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Abbildung 4: 
Mechanismus des 
Protein-Spleißens
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das zu zyklisierende Molekül zwischen zwei entsprechend manipulierten 
Inteinen 17 eingebaut wird (Abbildung 5)[62].

Verfahren zielgerichtet optimiert werden.

Problemen muss man ebenso bei Synthesen entsprechender Proteine 

2-Mikroglobulin ( 2

vorlagen[63][64]

Protein zum Abschluss von Untersuchungen zur Faltungsdynamik 
dringend notwendig war. Als zweiten Untersuchungsgegenstand wurde 

[65][66] sollte 

-

-

Peptid
H2N

HS

+ RSH

SR

O

NCL
N
H

HS
O

Peptid

Peptid C-InteinN-Intein
N-Intein

Peptid
H2N

HS
C-Intein

C-Intein
17

16

Abbildung 5: 
Mechanismus der EPL zur 
Bildung eines zyklischen 
Peptides
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2.2. Das 2-Mikroglobulin

2

werden. Das Interesse an 2-Mikroglobulin begründet sich auf seiner 
pathologischen Auswirkung durch Protein-Fehlfaltung.

Das 2

ist.[67]

[68]

Das 2 -Sandwich 
mit Immunglobulin-Faltung.[67][68] Aufgebaut wird diese Struktur aus 
zwei antiparallelen 

25 80) stabilisiert werden (Abbildung 7).[67][68] Dabei besteht das 

6-11 21-30 50-56 62-70) und das andere 

36-41 78-83 91-94).
[67][68]

Abbildung 6: 
MHC und 

2-Mikroglobulin

Kristallstrukturen 

(links)[1]

Ausschnitt vom 2-M 
(rechts)[2]

2-M

1

3

2

Peptid

Abbildung 7: 
2-Mikroglobulin

Seitenketten und der 
Pro32-Seitenkette 
(links)[3] und AS-Sequenz 
mit Kennzeichnung der 
einzelnen 
(blau) & der Disulfid-
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Das medizinische Interesse am 2
[69] Bei Langzeit-

Dialysepatienten wird das 2
[69][70] Dies führt 

2
[69][71][72] Diese Ablagerungen 

führen.[71]

Konformations-Änderungen hervorgerufen wird.[72] Weiter ist das native 2-Mikroglobulin als 
in vitro durch Initiation zur Ausbildung der amyloiden 

[73]-[75]

Da der Bildungs-Mechanismus und die komplette Struktur der amyloiden Fibrillen noch nicht 

2

2.2.1. Synthese-Strategie

Die Synthese des 2-Mikroglobulins wurde in zwei vorhergehenden Arbeiten (Dissertation 
B. Briand[63] & Diplomarbeit S. Abel[64]) mit folgender Synthese-Strategie bereits angegangen. 

Bei den zu synthetisierenden 2
13

13

[76]-[78]. Das 2-Mikroglobulin 
[67][68]

66 und 78 in die Struktur hinein weisen[67][68]

faltungskinetische Untersuchungen sind.

2
[67]

2
[63][64]
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2

A (Seg1-24 B (Seg25-79) und 
C (Seg80-99

B geschützt werden (B*). 

[48]

A und des mittleren Segmentes B* wurde der literaturbekannte para-
A-SR B*-SR).[44][79]-[85] Da im 

[63]

(Diplomarbeit S. Abel[64]).

2.2.2. Vorarbeiten zur Darstellung vom 2-M

B. Briand[63]) wurde 1.2 mg gefaltetes synthetisches 2-Mikroglobulin 

nicht ausreichend war. Dies war den geringen Ausbeuten der beiden 

Ausbeute hervorbrachten.[63] Dieses synthetische 2

natürliche 2

Banden für die antiparallele -1 
-1

-1).[78]

2-M Unterschiede zum rekombinanten 
(rek.) 2

(Abbildung 9)[63]

+

A-SR B*-SR C

+

1. NCL

B*C
Entschützung (B*C → BC), 2. NCL

ABC

-SR = S
H
N

Disulfid-Brücken-Bildung,
Proteinfaltung

β2-M

H2N Seg1-24

O

SR
S

H
N

O
Seg26-79

O

SR
Seg81-99

O
H2N

HS

O

Abbildung 8: 
Synthese-Strategie für das 

2-Mikroglobulin

SPPS der Peptid-Segmente 
(A-SR B*-SR C  
Schrittweise Kupplung der 
einzelnen Segmente per 

 

Proteinfaltung
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synthetische Protein nicht ausreichend sauber war. Dies zeichnete sich 
in den Spektren der matrix-unterstützten Laser-Desorption/Ionisation 

(Abbildung 10)[63]
2-Mikroglobulin 

m/z + 

m/z) von ca. 

hindeutete.

Abbildung 9: 
FTIR-Spektren vom 

2-M von B. 
Briand (rot) & vom rek. 

2-M (schwarz)

Abbildung 10: 
MALDI-Massespektrum 

2-M 
aus der Dissertation 
B. Briand[3]
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2-M (Promotion B. Briand[63]

SPPS der einzelnen Peptid-Segmente optimiert (Diplomarbeit S. Abel[64]). Des Weiteren wurden 

Segmente A-SR und B*-SR unter Verwendung von Pseudoprolin-Dipeptiden[48][86][87] durchgeführt 

B*-SR
Peptid-Segmente B*-SR und C wurden zur Inhibition der Aspartimid- und Piperidid-Bildung[88][89] 

[90] tert-Butyl (tBu)-Schutzgruppe 
für Asp[91]

[92]. Im Fall des Segmentes B*-SR
[93]

Bildung am Methionin des Segmentes C
[94][95].[64]

B*C
von A-SR mit BC

2-M zu einer Initiierung von Aggregation und 
Fibrillen-Bildung führt.[64]

[64]

ausreichende Mengen von 2-Mikroglobulin (1.6 mg ungefaltetes 2-M/ABC) darzustellen. 
ABC

zu entnehmen ist (Abbildung 11)[64] m/z) für das Produkt mit 

BC hinweisen.
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2.3. CRF1-Mimetika

[1][96]

[2][97]. Das Signal kann dabei u. a. ein Photon oder 

[98][99] Im 

[96] oder verwandte Peptide wie das Urocortin[100] oder 
Sauvagin[101]. Im zytosolischen Bereich wird nach Interaktion mit 

Adenosinmonophosphates aktiviert[96][100][101]

[102]

zu einer breiten Spanne von Stress-Anpassungen.[96][102]

Abbildung 11: 
MALDI-Massespektrum 
von ABC aus der 
Diplomarbeit S. Abel[64]
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[98]

[102].[96][103][104] Daraus ergibt sich ein Aufbau aus vier 

Vielzahl von experimentellen Befunden gesichert ist.[105]-[107] Die 

Abbildung 12: 
GPCR-Zyklus

 

Komplex Ausbildung 
 
 

und Signaltransduktion 
[5]

Abbildung 13: 
Schematische Darstellung 
des CRF1

 

Loop 
 

[4]
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[65][66] (Abbildung 14). Besonders interessant war dabei der 

für den natürlichen Liganden Urocortin-1 zeigt.[65][66]

[65][66]

[65][66]

assoziierter Konstrukte[108][109]

[65][66]

[65][66]

Abbildung 14: 
Schematische Darstellung 
des CRF1-Konstruktes

Abbildung 15: 
Gerüst des linearen 
Templates vom 
CRF1-Mimetikum

 
 

Schutzgruppe

Mhx Ahx Gly Glu Gly Lys Gly Glu Gly Lys Gly Glu Gly

Lys Gly Glu Gly

LysBiotin NH2

Z Gly Gly Gly Gln

Dde
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[65][66]

[110]. Dies war 

Ligations-Stelle zyklisiert werden sollten.[65][66]

[65][66]

[56] 
[65][66]

biosynthetisch durchgeführt.[65][66][107]

[65][66] Letzteres ist 
[107]

Kd
[65][66]

Kd
[111]

Untersuchungen hinsichtlich der Auswirkung einer strukturellen Stabilisierung des Konstruktes 
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3. ZIELSTELLUNG

[112]

[50] [49] 

2-Mikroglobulin machen 
mussten[63][64]

Bildung neigende Protein[67]

wir rekombinant synthetisiertes Protein für einen direkten Strukturvergleich zur Verfügung 

2

dieses für die Amyloidose verantwortlichen Proteins[69]

unmarkiertem Protein durchgeführt wurden[78].

Labor entwickelt[65][66]

13

und 15
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4. ERGEBNISSE & DISKUSSION

Proteins 2-Mikroglobulin zu beseitigen (Promotion B. Briand[63] [64]

von 2

Peptids) als methodische Variante zur partiellen Markierung des Modell-Proteins in die Synthese-

kann.

4.1. Chemosynthese des 2-Mikroglobulins

Auf der Basis der optimierten Bedingungen zur automatisierten Fmoc-SPPS der drei Segmente 
des 2-M (Diplomarbeit S. Abel[64]

einheitliche Peptide von A-SR B*-SR und C reproduzierbar erhalten (Abbildung 16). In analoger 
Weise wurden die isotopenmarkierten Segmente 13

66 B*-SR und 13
78 B*-SR ebenfalls 
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Für die Synthese des 2-Mikroglobulins wurde ein Konzept der 

[49]

Peptid-Konzentrationen (2 mg/ml[49]

Mehraufwand unter Berücksichtigung der meist geringeren Ausbeute im 

a) d)

A-SRA-SR

b) e)

B*-SR B*-SR

c) f)

C C

Abbildung 16: 
Exemplarische Analysen 
der reinen Segmente vom 

2-M

 

m/z) 
von A-SR B*-SR & C
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[113]

[63][64]

4.1.1. Die erste NCL zur Verknüpfung vom 
Segment B*-SR und Segment C

Die Bildung von B*C durch native chemische Ligation von B*-SR 
an C

Konzentration von 13 mg/ml statt.

[64] nicht mehr reproduziert wurde. Da die 

2-Mikroglobulin 

B*C mit Ausbeuten von 

B

a) b)

Abbildung 17: 
Exemplarische Analyse 
vom reinen B*C-Segment 
nach der 1. NCL für die 

2-M-Synthese

 

(m/z) 
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B*C

4.1.2. Die zweite NCL zur Darstellung von 
linearem 2-M (ABC)

ABC aus A-SR und B*C
B*C entschützt werden (B*C BC

A-SR die Ligation eingehen kann. Das verlief 
B*C

2

notwendig war.

A-SR mit sehr schlechter 

A-SR und BC das gewünschte Produkt ABC nachweisbar. Für 

der Folge massenspektrometrisch 

handelte sich dabei um einen 
ABC

welcher durch Acylierung 

80) mit A-SR am Ligations-Produkt ABC 
A

A-SR

A A(-18).

Abbildung 18: 
Nebenreaktionen während 
der 2. NCL zur Bildung 
von ABC

(UV-Detektion: 220 nm) 

nach zwei Stunden 
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ABC charakteristischen Masse 

Abtrennung der anderen 

früheren Befunden (Diplomarbeit 
S. Abel[64]) keine Alternative dar.

4.1.3. Charakterisierung der zwei Ligations-
Produkte ABC

ABC A-SR und BC warf die 

verwendeten massenspektrometrischen Methode nicht unterscheidbar 

[114]

liegt.

4.1.3.1. Absicherung der Primär-Struktur

ABC-Produkte 

potentiellen Sulfoxides behandelt[114]

wurden die beiden ABC-Produkte ABC_1 (früher eluierendes ABC-
Produkt) und ABC ABC-Produkt) mittels 

Abbildung 19: 
ABC-Produkt-Gemisch 
nach der 2. NCL

(UV-Detektion: 220 nm)
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im Linear Middle Mass Mode für den Bereich von Molekular-Massen 
zwischen 2 000 und 30 000 Da weist einen Messfehler von bis zu 

von ABC_1 und ABC_2 wider (Abbildung 20a). Ausgehend von 
einer durchschnittlichen theoretischen Masse von 11 731 Da für das 
lineare 2-Mikroglobulin ist die Abweichung in den per MALDI-MS 
gemessenen Massen für ABC_1 mit 4 Da und die für ABC_2 mit 

10+-
Peak eine Masse von 11 730 Da für ABC_1 (rot) und ebenfalls von 
11 730 Da für ABC_2 (schwarz) bestimmt worden (Abbildung 20b). 

ABC_1 und ABC_2 

2-Mikroglobulin 

des reduzierten rekombinanten 2-M (rot) mit dem des rekombinanten 

2-M (schwarz) zeigt ein nahezu übereinstimmendes Peak-Muster 

Abbildung 20: 
Masse-Spektren der 
ABC-Produkte und 
des rekombinanten 

2-Mikroglobulin

a) MALDI-Massespektren 
vom ABC_1 (links) 
& ABC_2 (rechts) 
(Messungen im Linear 
Middle Mass Mode)

 

a) ABC_1 ABC_2
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ABC_1 
und ABC_2 um oxidierte und reduzierte Formen vom 2-M handelt. 
Das rekombinante 2

isolierten ABC-Produkte wurden 
nun mit dem rekombinanten 

2-M in der oxidierten und 
in der reduzierten Form per 

wurde das ABC_1 der oxidierten 

vorhanden) und das ABC_2 der 

vorhanden) zugeordnet.

ABC_1 und ABC_2 als oxidierte bzw. reduzierte 

ABC_1 nach der 

MS-Spektren (m/z) vom 
ABC_1 (rot) & ABC_2 
(schwarz) 

MS-Spektren (m/z) 
vom rekombinanten 
(schwarz) und reduzierten 
rekombinanten 2-M (rot)

(Das rekombinante 2-M 
ist um 131.2 Da schwerer 
als das native 2

halber wurden die Peaks 
der ein- und mehrfachen 

gekennzeichnet.)

b)

c)

Abbildung 21: 
Gegenüberstellung 
der RP-HPLC-
Chromatogramme von den 
ABC-Produkten & dem 

2-M

Dargestellt sind von 
oben nach unten die 

(UV-Detektion: 220 nm) 
vom isolierten ABC
isolierten ABC
rek. 2-M & für eine 

reduziertem rek. 2-M.
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von ABC_1 zu ABC

ABC ABC_2 ist.

Alkylierung mit Iodacetamid.[115] Dies ist eine Methode bei der freie 

um 114 Da führen sollte. Für diese Untersuchung wurde eine Probe 
ABC_1 und ABC

wobei für beide Formen eine parallele Verschiebung der Produktpeaks 

ABC_1Alk

ABC_2Alk

c) und wiesen für alle Fraktionen einen Masseshift von ca. 114 Da 

ABC_1 und ABC_2 

2

a) ABC vor Alkylierung ABC nach Alkylierung

b) ABC_1Alk ABC_2Alk

Abbildung 22: 
Analytik zur Alkylierung 
vom ABC-Gemisch

(Detektion: 220 nm) 
vom ABC
(links) & nach (rechts) der 

 
b) MALDI-Massespektren 
(Messungen im Linear 
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[116][117] an Stelle von 

ansonsten analogen Bedingungen keine Protein-Ionen detektiert.

chemosynthetischen 2

ABC_1 und ABC_2 
getrennt einem enzymatischen Verdau unterzogen und die entstandenen 

Analyse wurden MALDI-MS-Messungen sowohl mit der Peptide Mode 

als auch mit der Messmethode Linear Middle Mass Mode gemacht. Die 
ersten MALDI-Massespektren wiesen für beide ABC-Produkte viele 

ABC_1 und ABC
und identische Sequenz-Abdeckung ohne massenspektrometrisch 

c) ABC_1Alk ABC_2Alk

(m/z
der Alkylierung vom 
isolierten ABC_1Alk (links) 
& ABC_2Alk (rechts)

Tabelle 1: 
Gefundene Fragmente 
nach Verdau von ABC_1

Messungen mittels 
MALDI-MS 

 

Mass Mode 

Fragment Masse berechnet Masse gefunden Spaltenzym
1-6a 742.5 742.5 Trypsin
1-10a 1245.7 1245.8 Chymotrypsin
1-19a 2222.2 2222.2 Trypsin
71-78a 982.4 982.6 Chymotrypsin
92-97a 816.5 816.5 Trypsin
92-99a 1062.5 1062.6 Trypsin
95-99a 722.3 722.3 Trypsin
1-19b 2222 2226 Trypsin
1-41b 4700 4704 Trypsin
1-45b 5157 5157 Trypsin
1-48b 5527 5528 Trypsin
23-56b 3890 3894 Chymotrypsin
76-97b 2657 2661 Trypsin
76-99b 2903 2907 Trypsin
82-99b 2166 2170 Trypsin
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4.1.3.2. Ausschluss einer cis/trans-Isomerie 
am Prolin

ABC_1 und 
ABC

zweier Ligations-Produkte das Vorliegen von Isomeren in Frage

Da sich in der Sequenz vom 2

ABC_1 und ABC_2 um 

[118]. 

[119] So sind bei 

Fragment Masse berechnet Masse gefunden Spaltenzym
4-10a* 848.5 848.5 beide
20-41a* 2497.3 2497.3 Trypsin
27-41a* 1655.9 1656.0 beide
59-75a* 2203.0 2203.1 Trypsin
76-81a* 756.3 756.3 Trypsin
82-91a* 1122.6 1122.7 Trypsin

Tabelle 2: 
Gefundene Fragmente 
nach Verdau von ABC_2

Messungen mittels 
MALDI-MS 

 

Mass Mode 

Fragment Masse berechnet Masse gefunden Spaltenzym
1-10a 1245.7 1245.7 Chymotrypsin
1-19a 2222.2 2222.2 Trypsin
1-23a 2683.4 2683.4 Chymotrypsin
88-99a 1502.8 1502.8 Chymotrypsin
1-41b 4700 4705 Trypsin
1-45b 5157 5159 Trypsin
1-48b 5527 5529 Trypsin
7-45b 4433 4437 Trypsin
20-48b 3324 3328 Trypsin
41-63b 2801 2801 Chymotrypsin
42-94b 6340 6344 Trypsin
76-97b 2657 2661 Trypsin
4-10a* 848.5 848.5 beide
7-12a* 765.4 765.5 Trypsin
20-41a* 2497.3 2497.3 Trypsin
59-75a* 2203.0 2203.2 Trypsin
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manchmal breiter Peak erhalten werden.[119][120] Dies wurde für 
prolinhaltige Peptide oft gezeigt.[118]-[120] Bei solchen Peptiden ist das 

[118] 
Dieses Molekül sollte das cis-Isomer 18 

 
weniger stabil als das trans-Isomer 19 ist.[118] 
Liegt also beim ABC

ABC_1/ABC_2 variieren. Da aber im Vergleich 

Prolin nicht wahrscheinlich.

-/ -Isomere oder L-/D
beiden ABC

die Isomerie betrifft enzymatische Spaltstellen und erzeugt dadurch 

ABC-

4.1.3.3. Nebenprodukt-Bildung während der 
NCL

A-SR und BC wurde neben der Bildung der 
Ligations-Produkte (ABC

A

Abbildung 23: 
Cis/trans-Isomerie am 
Prolin innerhalb eines 
Peptides

N

Pe
pt

id

O
PeptidO

N

O
Peptid

O
Peptid

cis-Prolin

trans-Prolin

18

19

25 °C 60 °C Abbildung 24: 
Untersuchungen zur cis/
trans-Isomerie am Prolin 
vom ABC-Gemisch

(UV-Detektion: 220 nm) 
vom ABC

(rechts)
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A
aufweist (A

[64]) 

A-SR) unter 

A

[64] 

A-SR

13 

Lys19 (violett)[121]
24 (rot)[122]

24 (blau)[123] 
(Abbildung 25).

A
A-SR

A

Tabelle 3: 
pH-Abhängigkeit der 
Nebenprodukt-Bildung 
während der 2. NCL nach 
einer Stunde Reaktionszeit

pH 7.4 6.4 5.4
Anteil gebildeter
Nebenprodukte

63 % 22 % 8 %

+
NCL

Nebenreaktionen

B*C

IQRTP5 KIQVY10 SR
H
N

O

N
NH

PA15 ENG
H
N

O

NH2

S20 NF
H
N

O H
N SR

O

R1
O

N
N

O

Imidazolid

R2
O

NH

O

Laktam

O
N

R3

O

O
NH2

Oxazolon

NH
R4

O

O

Aspartimid

O
NH2

R5
O

OH

Säure

H3C
H3C

ABCA-SRAbbildung 25: 
Schema der gewünschten 
NCL und der möglichen 
Nebenreaktionen von 
A-SR

einen nukleophilen 

und deren resultierende 

 
1 5

AS-Sequenz bis zur 
fraglichen AS
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des zyklischen Produktes unter den schwach basischen Bedingungen 
des tryptischen Verdaus stattfand. Interessanterweise wurden im 
Verdau zwei Peptide mit identischen Massen (m/z) des entsprechenden 

A +

A(-18) eine Laktam-
Bildung über die Lysin-Seitenkettengruppe aus.

(L-/D
( -/ -Peptide & L-/D-Diastereomere). Der Ursprung der Isomeren-
Bildung am Imidazolid 20

21 das Proton am -Kohlenstoff-Atom 
abstrahieren 22 und somit zu einem Verlust der stereochemischen 

Abbildung 26: 
LC-MS-Analyse des 
tryptischen Verdaus von 
A(-18)

 
Spektren der partiellen 

der tryptischen 
Fragmente (oberen 

 
Spektren nach Verdau 
von A(-18) (unteres 
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23 -Peptide 
als auch L-/D -Peptide resultieren aus 

24
Kohlenstoff-Atom der vorhergehenden AS-Seitenkette ( -Peptid 25

-Kohlenstoff-Atom wegen der 

26
27

[124][125] (Abbildung 29).

Abbildung 27: 
Schema der L-/D-Epimer-
Bildung am Imidazolid

N

O

NH
R'H

Imidazolid

L-Epimer D-Epimer

+ NuH + NuH

H
N

N

O
NH

R'

N

6-gliedriger Übergangszustand

N

O

NH

H
N

R'

N

O

NH
R'H

N

N

O

NH
R'H

N

NH
O

NH
R'HN

Nu
NH

O

NH
R'HN

Nu

R
O O R

O O

OR OR

OROR

O O

OO

R
O O

20 21 22

Abbildung 28: 

Isomeren-Bildung am 
Aspartimid

NH

O

O

NuH
R

O

Nu

O

NH2

R
O

NH2

O

Nu

+

Aspartimid 23 α-Peptid 24 β-Peptid 25

R
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Die Bildung von -/
[122] Um die 

L-/D-
Diastereomere oder -/ -Isomere 

entsprechende Auskunft sollte dem 

dimensionalen Protonen-Spektrum 
für Kopplungen von Kernen durch 

Würden -/
sollte in einem der beiden Spektren für das -Isomer die Kopplung vom 

Abbildung 29: 
Schema der L-/D-Epimer-
Bildung aus dem Oxazolon

 

N O

O

R

R'
H

Oxazolon 26

N O

OH

R

R'

Keto-Enol-Tautomorie 27

N O

O

R

R'
H

N O

O

R

R'
H

+ NuH + NuH

O

Nu
H
N

O

R

HR'

O

Nu
H
N

O

R

HR'
L-Epimer D-Epimer

O

H
N

N
H

O O

NH2

O

H
N

O

H
N

N
H

O O

HN

O

NH2

O

H
N

N
H

O O

NH2

O

H
N

O

H
N

N
H

O O

NH2

O

H
N

Benzoyl-LN-benzylamid-Isomere

α-Isomer 28

βα-Isome-Isomer 29

L-Isomer

D-Isomer

Abbildung 30: 
Strukturformeln der 
verschiedenen Benzoyl-
LN-benzylamid-Isomere

Kennzeichnung der zu 
erwartenden Protonen-
Kopplungen mit dem 

blau) & der Kopplungen 
-

Protonen (rot/grün) im 
1 1

für die -/ -Isomere
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-Protonen (blau/grün) 
-Proton (orange/rot) (Abbildung 30). Für das -Isomer 28 sind die 

-Proton 
-Protonen. Da die vorliegenden Spektren (Abbildung 32 

-Isomer 28 -Isomer 29 
-Kopplung (orange) vom 

Diastereomere vorhanden sein müssen. Da keine Indikation auf die Bildung eines -/ -Isomers zu 

[126] [123][127] 

[121]

[124][125] Dagegen ist eine 
Isomerisierung zum -/
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Abbildung 31: 
1 1H-ROESY-NMR-
Spektren (600 MHz) vom 
früher eluierenden (a) 
& später eluierenden 
Bz-LN-Amid (b) mit 
den hervorgehobenen 
möglichen Kopplungen 
vom Benzylamid-CH  zum 
Asn-CH  (rot) & Asn-CH  
(grün)

Asn-CH ‘s

Benzylamid-CH
Leu-CH

Asn-CH

Leu-NH Asn-NH Benzylamid-NHa)

Asn-CH ‘s

Benzylamid-CH
Leu-CH
Asn-CH

Leu-NH Asn-NH Benzylamid-NHb)
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basieren auf einer verkürzten Sequenz des Segmentes A-SR und 
beinhalten einzelne oder mehrere Substitutionen durch Ala von für eine 

Abbildung 32: 
1 1H-ROESY-NMR-
Spektren (600 MHz) vom 
früher eluierenden (a) 
& später eluierenden 
Bz-LN-Amid (b) mit 
den hervorgehobenen 
möglichen Kopplungen 
vom Benzylamid-NH zum 
Asn-CH  (orange) & 
Asn-CH  (blau)

1H

1 H

Benzylamid-CHLeu-CHAsn-CH

Asn-CH ‘s

Benzylamid-CH
Leu-CH
Asn-CH

b)

Asn-CH ‘s

Benzylamid-CH
Leu-CH

Asn-CH

Benzylamid-CHLeu-CHAsn-CHa)
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A
A

A

A A A
APA A A A

von A A-SR
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Abbildung 33: 
Gegenüberstellung 
der RP-HPLC-
Chromatogramme der 
Nebenreaktionen der 
Modelle M(1-6)-SR

Dargestellt sind von 
oben nach unten die 

(Detektion: 220 nm) vom 

2 4 bei 

 
 

Bildung und konnten 
von den Modellen 
nicht getrennt werden. 
Sie hatten aber auch 

Untersuchungen.)

Abbildung 34: 
RP-HPLC-
Chromatogramme der 
co-eluierten L-/D-Säuren 
der Modelle M(1-6)SR

(Detektion: 220 nm) 
 

L-AS 

D-AS
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tR = 15  min in Abbildung 33) wahrscheinlich 

Kontrast zum tryptischen Verdau des 2-M-Segmentes A-SR (siehe 

2+ = 634 Da). Dies deutet auf eine 

7 genauso wie die 

3

Abbildung 35: 
LC-MS-Analyse des 
tryptischen Verdaus 
vom später eluierenden 

vermutlichen Laktam

 
Spektren der partiellen 

der tryptischen 
Fragmente (oberen 

 
Spektren nach Verdau 
von M1(-18) (unteres 
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M3(-18)-Produkt führt. Bei Annahme einer Aspartimid-Bildung für 

 
zum 2-M-Segment A-SR weisen beide Verdaue keine tryptischen 

Acetyl-S R H P A E N G K S N F L A
O

286.15
423.21

591.30
720.34

834.39

832.43
961.47

1032.51
1129.56

1266.62

Abbildung 36: 
MS/MS-Spektrum vom 
später eluierenden 

Laktam

2+-
Ion vom Laktam 
und seinen b- und 
y-Fragmenten mit den 
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-/
-/

2-M-Segment A-SR

L- und D-Isomere von AS.[128]-[130] 

A-SR

Derivatisierung bedingte Isomerisierung[131] von freiem Asn untersucht 

A-SR

an D

D

Abbildung 37: 
LC-MS-Analyse des 
tryptischen Verdaus 
vom früher eluierenden 
M3(-18)

 
Spektren der partiellen 

der tryptischen 
Fragmente (oberen 

 
Spektren nach Verdau 
von M3(-18) (unteres 
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4.1.3.4. Epimerisierung von Asn24 in der NCL

Abbildung 38: 
GC-FID-
Chromatogramme 
(Lipodex E) der 
Stereoisomerie-
Untersuchungen der 
einzelnen AS von A-SR
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2 ABC_1 
und ABC 24 bestehen 

kurzes Peptid-Fragment mit Asn24

Verdau des ABC 24 

23-26 vorkommt. Um einen Vergleich bezüglich 
L- bzw. D

chymotryptisch verdauten ABC

kein Fragment mit einem D

dass die beiden erhaltenen 
ABC-Produkte Diastereomere 

D-AS in 

den Verdau und endsprechende Bildung von Fragmenten hat.

ABC_1 und ABC_2 

von Asn24

Protein entsprechende Struktur für die ABC-Produkte nicht bilden kann.

A-SR 
mit BC

Abbildung 39: 
LC-MS-Analyse vom 
Chymotrypsin-Verdau 
vom ABC-Produkt-
Gemisch (oben/rot)
und den co-eluierten 
synthetisierten LNCY/
LnCY-Segmenten

der partiellen Ionen-

chymotryptischen Verdau 
vom ABC

synthetisierten Fragmente 
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für Asn24

2-Mikroglobuline nicht 
auf verschiedene Isomere zurückgeführt werden kann. Infolgedessen 

ABC_1 und 
ABC

4.1.3.5. Unterschiede in der Sekundär-
Struktur

Ligations-Produkte ABC_1 und ABC_2 wurden die hierfür üblichen 

Sowohl für ABC_1 (rot) als auch für ABC_2 (schwarz) weisen 
-Faltblatt-Strukturen auf 

(Abbildung 40).[132]-[134] Sie 
haben eine negative Bande bei 
210-220 nm und eine positive 
Bande bei 190-200 nm.[132][133] 

-Faltblatt-
Strukturen der beiden ABC

wurden. Im Bereich 1620-1635 cm-1 -Faltblatt-Strukturen 

für ABC_1 (grün) und ABC_2 (rot) zu erkennen (Abbildung 41). 
-Faltblatt-Strukturen 

vorhanden[76]-[78][133] ABC_1 liegt die starke Bande bei 
1626 cm-1 und für ABC_2 bei 1630 cm-1. Des Weiteren befindet sich 
die schwache Bande von ABC_1 bei 1683 cm-1 und von ABC_2 bei 
1681 cm-1

antiparallelen -Faltblatt-Strukturen von ABC_1 und ABC_2 zu 
erkennen. Darüber hinaus war keines der beiden chemosynthetischen 

Abbildung 40: 
CD-Spektren von ABC_1 
(rot) & ABC_2 (schwarz)
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Produkte identisch mit dem rekombinanten 2

dessen charakteristische Banden für die antiparallele -Faltblatt-Struktur 
bei 1633 cm-1 bzw. 1682 cm-1 liegen.

ABC_1 und ABC_2 unterschiedliche 

ABC-
Produkte das gewünschte lineare 2-Mikroglobulin sein und sich somit 
analog dem rekombinanten 2-M verhalten. Das andere ABC-Produkt 
müsste dann das entsprechende Isomer sein und demzufolge andere 

eine zum rekombinanten 2

ABC-
Produkte mit der Struktur des rekombinanten 2

Daher wurden Bedingungen für eine Denaturierung der beiden ABC-
Produkte untersucht.

Abbildung 41: 
FTIR-Spektren vom 
ABC  
ABC  

2-M (schwarz)
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4.1.3.6. Denaturierung der linearen 2-M-Produkte

ABC_1 und ABC

ABC

dass im Protein vorhandene negative Ladungen eliminiert werden und somit keine ionischen 

Ladung innerhalb des Proteins führt. Sind also die verschiedenen Strukturen von ABC_1 und 
ABC_2 auf unterschiedliche ionische Wechselwirkungen oder Wasserstoff-Brücken-Bindungen 

ABC
ABC_1 (Abbildung 42a). 

ABC
ABC_2 zum ABC

ABC

ABC
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wurde das ABC

Verhalten des ABC
diese Wechselwirkungen als Ursache für verschiedene Strukturen 

wurde das ABC

ABC-

lassen sich prinzipiell aus diesen Denaturierungs-Untersuchungen keine 

ABC_1 und ABC

a) b) Abbildung 42: 
pH-Untersuchungen vom 
ABC-Produkt-Gemisch

(Detektion: 220 nm) 
des ABC

 
 

b) nach Behandlung über 

Abbildung 43: 
Lösungs-Versuche 
vom ABC-Gemisch 
unter denaturierenden 
Bedingungen

(UV-Detektion: 220 nm) 
 

 

a) b)
Harnstoff
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ABC_1 und ABC_2 unterschiedliche 
ABC_1 und ABC_2 

ABC_1 und ABC

pD-Wert von 2.4 ausgesetzt. Diese Versuchen fanden exemplarisch am 
ABC_1 statt.

2-Mikroglobulin gesetzt 

der charakteristischen Banden für die antiparallele -Faltblatt-Struktur 
-1 -1) geringer und somit wahrscheinlich schon 

2-Mikroglobulin 
-1 aufzeigt 

ungeordnete Struktur.[78] Dahingegen weist das synthetische Protein 

für die 

 c) d)

HFIP TFA
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als die des rekombinanten 2-M und nicht so leicht thermisch denaturiert 
werden kann.

(rekombinantes 2-M & ABC

die Struktur des ABC
die breite Bande um 1639 cm-1 deutlich wird. Allerdings weisen die 
schwachen Schultern um 1630 cm-1 und 1682 cm-1

teilweise noch immer eine 
dass die Struktur des synthetischen Produktes nur schwer aufzubrechen 

zeigt das lineare synthetische ABC_1 eine schnellere und zudem andere 
Faltung gegenüber dem rekombinanten 2

synthetische Protein die Banden bei 1625 cm-1 und 1684 cm-1 viel 

1629 cm-1 und 1684 cm-1

auch unterschiedliche antiparallele -Faltblatt-Strukturen ausgebildet. 

antiparallele intermolekulare -Faltblatt-Strukturen in Aggregaten auf 
-1 und die 

Bande bei 1684 cm-1 für das rekombinante 2-M bezeichnend.[78] Auch 
hier liegt für das ABC_1 wieder ein Unterschied durch die starke Bande 
bei 1619 cm-1 vor.

a)

b)

Abbildung 44: 
Untersuchungen 
der thermischen 
Denaturierung mittels 
FTIR-Spektroskopie

a) rekombinantes 2  
b) ABC  
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Die exemplarischen Denaturierungs- und Aggregations-Untersuchungen 
von ABC_1 im Vergleich mit dem rekombinanten 2-Mikroglobulin 

2-Mikroglobuline zum einen sehr schnell und überdies eine energetisch 

2-M 
deutlich unterscheidet. Worin die Ursache der Bildung dieser zwei ABC-

4.1.4. Protein-Faltung

A-SR in fünf Schritten sukzessiv zum Segment BC
A-SR gegenüber der 

ABC + A-SR
ABC

2

Abbildung 45: 
Aggregations-
Untersuchungen mittels 
FTIR-Spektroskopie

 

 
c) wie b) nach 18 h

rekombinantes 2-M 
(schwarz) & ABC_1 (rot)

a)

b)

c)
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-Faltblatt-

für den letzten Schritt der 2

ABC
ABC_1 (siehe 

Ausbildung der Disulfid-Brücke vielleicht eine native Faltung stabilisiert 

2-Mikroglobulin in der reduzierten Form eine nativartige Konformation 
[135]

[136] für das 
rekombinante 2

der oxidativen Faltung vom 2

entnommen werden. Ausgehend vom rekombinanten 2-Mikroglobulin 

Abbildung 46: 

Chromatogramme 
(Detektion: 220 nm) der 
Faltungs-Untersuchungen 
am rekombinanten 

2-M nach einer 
literaturbekannten 
Faltung[136]

2-M

a) Vergleich der Faltung 
 

Faltung

a) b)
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2

Verdünnung (1:250) erfolgte[136]

[136]

für das zurück gefaltete 2

gefalteten 2

zu langer Verweildauer des 2-Mikroglobulins im Faltungs-Puffer eine andere Faltung als die 

2

gewünschte Position hinaus zu sehen. Unter zur Literatur analogen Bedingungen[136] konnte somit 

wird[137].

2-M wurden die gleichen Bedingungen 
auf das chemosynthetische 2
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2

die Strukturen des synthetisch erhaltenen gefalteten 2-M (rot) und 
des rekombinanten (schwarz) zwar beide die typischen Banden für 
antiparallele -Faltblatt-Strukturen gemein haben[78]

die genaue Lage der Banden wiederum voneinander abweicht. Dieses 

ABC

2

Disulfid-Bildung und Faltung zu realisieren. Dabei ergab sich die 

a) b) Abbildung 47: 
Gestaffelt dargestellte 
Analyse des Faltungs-
Verhaltens vom 

2-M

 

(Detektion: 220 nm)

Abbildung 48: 
Gestaffelt dargestellte 
FTIR-Spektren des 
synthetisch erhaltenen 
(rot) & rekombinanten 

2-M (schwarz)
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2

4.2. Semi-Synthese und Charakterisierung der CRF1-Mimetika

[1]-[3]

Peptid-Liganden eine starke Limitierung darstellt.

[65][66]

nach dem Prinzip templat-assoziierter Konstrukte[108][109]

[65][66]

4.2.1. Das zyklische CRF1-Konstrukt (CRF1zykl)

4.2.1.1. Synthese-Strategie und Realisierung
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-Ala-
Lys((4-Methoxyphenyl)diphenylmethyl (Mmt)) ersetzt. So konnte die 

Abbildung 15) musste für das zyklische eine andere Schutzgruppen-

Lys Ala Gly Glu Gly Lys Gly Glu Gly Lys Gly Glu Gly

Lys Gly Glu GlyZ Gly Gly Gly Gln Cys

Lys NH2Biotin

Fmoc

Mhx
Dde

Abbildung 49: 
Gerüst des zyklischen 
Templates vom 
CRF1zykl-Mimetikum

 
-Alanin 

Schutzgruppe

a) b) Abbildung 50: 
Analyse des zyklischen 
Templates

 

(m/z)
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Die Schutzgruppen-Strategie für das zyklische Konstrukt musste durch die 

Maleimid-Ligation fünf Aminogruppen berücksichtigt werden. Für die 

und Dde-Schutzgruppe) ein weiterer orthogonaler Schutz in Form einer 

zykl

erhalten werden (Abbildung 51).

a) b)Abbildung 51: 
Analyse des zyklischen 
CRF1zykl-Konstruktes

 

(m/z)
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4.2.2. Expression und Einbau einer Rezeptorloop-Domäne

[65][66]

4.2.2.1. Synthese-Strategie

[65][66]

eine Isotopenmarkierung durch 15

haben.

4.2.2.2. EPL des extrazellulären Loops 2 (ECLexpr2)

expr
[138]

Loops zwischen Synechocystis dnaB (Ssp Dna B Methanobacterium 
thermoautotrophicum rir1 (Mth RIR 1 [138] 

Escherichia coli (E. coli)

Bedingungen ermittelt werden. Da Ssp Dna B
[138]

Mth RIR 1
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[138]

sich positiv auswirkt. Da keine Ausbeute-Unterschiede ausgemacht 

expr2 in 

nicht gezeigt.

expr

expr
[65][66]

[65][66] erzielt. Dabei wurde eine 

Abbildung 52: 
Schema der EPL im 
pTWIN2-Vektor vom 
ECLexpr2

-

-

ECL 2
H2N

HS

+ MESNA

SCH2CH2SO3Na

O

Zyklisierung
per NCL

N
H

HS
O

ECL 2

ECL 2 Mth RIR 1Ssp Dna B
Ssp Dna B

ECL 2
H2N

HS
Mth RIR 1

Abspaltung
bei pH 6.5

Mth RIR 1

Abbildung 53: 
Analyse des exprimierten 
extrazellulären Loops 2

 

(m/z)

a) b)
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[65][66]

[65][66]

mehr in katalytischen Mengen[65][66]

lin/expr-Konstrukt mit 

Abbildung 54: 
Analyse von der reinen 
CRF1lin/expr-Konstrukt-
Zwischenstufe Temp-
ECL1-ECLexpr2-ECL3

 

(m/z) 

a) b)

a) b) Abbildung 55: 
Analyse des linearen 
CRF1lin/expr-Konstruktes

 

(m/z
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4.2.3. Vergleich der Ligand-Bindungs-Eigenschaften von zyklischem 
und linearem CRF1-Konstrukt

Für das lineare Konstrukt wurde mittels SPA-Assay für Urocortin (Kd
[65][66] Dabei wird im 

mit einer konstanten Konzentration vom isotopenmarkierten Liganden [125
0-Sauvagin und 

S-Assay[139] getestet.

[139] Diese 
35 S zur 

35 S nach 

[139] Diese charakteristischen Dosis-Wirkungs-Kurven dienen nun als 

interessant ist dieser Ansatz hinsichtlich der allgemein anzutreffenden Diskussion über den 

[105]-[107]

Unsere Dosis-Wirkungs-Kurven zeigten bei Verwendung von Urocortin als Agonisten für 

zykl

betrachteten Konzentrations-Bereich offensichtlich keine Bindung zum Urocortin. Der schwache 
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zykl 

Verschiebung der Dosis-Wirkungs-Kurve.

S-Assays sowohl 

zykl

hatte im SPA-Assay allerdings eine Sauvagin-Bindung gezeigt[65][66]

Abbildung 56: 

Assay mit Urocortin 
als Liganden für die 
Konstrukte CRF1zykl
& Rezeptor-N-Terminus

CRF1zykl-Konstrukt CRF1-Konstrukt N-Terminus

CRF1zykl-Konstrukt CRF1-Konstrukt N-Terminus Abbildung 57: 

Assay mit Sauvagin 
als Liganden für die 
Konstrukte CRF1zykl
& Rezeptor-N-Terminus
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Bindungs-Assay

S-Assay wurde ein Bindungs-Assay 

markiertem [125
0

(ohne [125
0) sind[101]

Biotin-Anker isoliert und über Messungen des weiterhin gebundenen 

lin/expr-Konstrukt mit 

expr

50-

bestimmten Kd-Wertes von 

a) Urocortin
CRF1lin/expr-Konstrukt CRF1-Konstrukt

b) Sauvagin
CRF1lin/expr-Konstrukt CRF1-Konstrukt

Abbildung 58: 

Assay mit 
a) Urocortin & 
b) Sauvagin für die 
linearen Konstrukte 
CRF1lin/expr (links) & 
CRF1 (rechts)

Abbildung 59: 
Bindungs-Assay für 
das lineare CRF1lin/expr-
Konstrukt mit Urocortin 
als Liganden
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5. ZUSAMMENFASSUNG & AUSBLICK

[140]-[142]

Synthese auswirken. Andererseits kann die Darstellung von Proteinmodellen mit nicht linearer 

[63][64] das wegen seines Fehlfaltens für die dialysebedingte Amyloidosis 
[69]

der Semi-Synthese stand für einen direkten Vergleich das rekombinant dargestellte Protein zur 

2-M-
Derivate (13

66 & 13
78

Verwendung der nativen chemischen Ligation als Kupplungs-Methode dreier Peptid-Segmente 
(A-SR B*-SR C) angegangen.[63][64]

reine Peptid-Segmente dargestellt werden[64]

Arbeiten gegeben war.

2

zwischen den Protein-Segmenten B*-SR und C zur Bildung von B*C reproduzierbar ohne 

A-SR ABC_1 und ABC

(ABC ABC-Produkt durch 
A-SR

A
A A

A
A(-18) offensichtlich unter milden basischen Bedingungen 
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auch eine Bildung von intramolekularem Imidazolid und Aspartimid nicht ausgeschlossen werden 
kann und es sich bei A

A-SR

ein Ligations-Produkt zwischen A-SR und BC

24

durch dessen Aminolyse /
beobachtet wurde. 

2-M reproduzierbar 

2

ABC_1 und ABC_2 mittels 

Verhalten verantwortlich sein müssen. Interessanterweise entsprach keine der Strukturen von 
ABC_1 und ABC_2 der des rekombinanten 2

-Faltblatt-Strukturen von ABC_1 und ABC_2 sehr schnell 

2-M die gefundenen 

2

2

eine Faltung zu einer dem rekombinanten Protein analogen Struktur zu erreichen. Somit gelang 

2
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Der zweite Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit galt der Fortsetzung von Untersuchungen 

[65][66]

basierten Konstrukte[108][109] in unserer Arbeitsgruppe dargestellt worden.[65][66] Dabei werden der 

Urocortin und Sauvagin gezeigt werden.[65][66]

[65][66]

Ssp Dna B und Mth RIR 1 die 
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S-

erstrebenswerter macht.

berücksichtigen. Dessen Darstellung verlangt bisher zwar eine sehr komplexe Synthese-Strategie 
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6. EXPERIMENTELLER TEIL

6.1. Materialien und Methoden

6.1.1. Reagenzien

eingesetzt. Die Fmoc-L

Fmoc-D

und Fmoc- L L

und L

2 2

d6-Dimethylsulfoxid (d6 4 4

2 2 4 3

-D

35 S wurden von der 
125

0
125

0-

6.1.2. Instrumente

Automaten für die Synthese
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Präparative RP-HPLC

verwendet.

1 2

B1 2

Analytische RP-HPLC

Fa. Bischoff).
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Die Flussrate wurde auf 1 ml/min eingestellt und die Absorbtionsmessung fand bei 206 nm 

2

2 4 unter isochratischen Bedingungen mit einer Flussrate von 

Filmdicke)[130]

pH-Elektrode

Massenspektrometrie

A2 2 2 2

2
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der Peptide Mode und für den Bereich 2 000-30 000 Da der Linear Middle Mass Mode 
verwendet.

3 2 3

3

Schwellwert: 3 x 105 4

NMR-Spektroskopie

d6-

1

1

[143] [144][145]) wurden mit 2 048 x 512 Datenpunkten aufgenommen. 

13 [146] wurden mit 512 x 512 Datenpunkten und 96 Scans aufgenommen. Alle 
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der an 12 [147]

angegeben. Als interner Standard wurde d6 -
1 13 1

CD-Spektroskopie

2

und das Spektrum letzterer Messung vom Probenspektrum subtrahiert. Die Berechnung der 

 ....... 2/dmol]
 .........

c ..........Konzentration [mol/l]
d..........Schichtdicke [cm]

FTIR-Spektroskopie

2

Probenraum wurde kontinuierlich mit trockener Luft gespült. Die Spektren wurden entweder mit 

-1 -1

unter identischen Bedingungen aufgenommen und von den Probenspektren subtrahiert. Spektrale 

[78]

 = 
d
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-1) 

6.1.3. Methoden

Automatisierte SPPS

Die automatisierten Festphasen-Synthesen wurden am 433a von Applied Biosystems[148] oder 

[149] 

Beladung).

Für die Synthesen einzelner Peptide wurde die Fmoc-Strategie mit Doppelkupplungen 

den einzelnen Kupplungen fand eine Waschung mit DMF (5 x 5 ml) statt.[148] 

(2 x 20 min) ausgeführt. Für die Kupplungen wurden 500 μl der entsprechenden Fmoc-AS 

Manuelle Fmoc-Abspaltung

[150]
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Bestimmung der Harzbeladung

ermittelt:

A..........Absorption
 ........

d..........
v..........Verdünnung (200-fach)
V .........

Kaiser-Test

[151]

Thioesterbildung

[44] para-
Acetamidothiophenol (p

[152]

p-Aatp am Anfang und wiederholt nach 4 h versetzt 

Tryptischer Verdau

[153]

Beladung = 
A

d
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Chymotryptischer Verdau

6.2. Synthesen und Experimente

6.2.1. Synthese des 2-Mikroglobulins

6.2.1.1. Synthese des N-terminalen Segmentes 
(Segment A-SR)

[152] Für 
t

2
[150]

2

aufgenommen und lyophilisiert.
Sequenz

Ausbeute

RP-HPLC (System B)
tR

LC-MS
tR

berechnet: 2 945.51 Da (2 947.33 Da Ø)
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6.2.1.2. Synthese der N-Boc-Thioazolidin-4-carbonsäure 
(Boc-Thz-OH)

tert-butylcarbonat in 

4

4
[154]

Strukturformel

Ausbeute

1
6

d b/c b/c
e/f e/f a)

13C{1
6

B F D
A)

N

S

O

OH

O

O C

AA

A B

DB

F

E

G
g

f
e

d

c
baa

a
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6.2.1.3. Synthese des mittleren Segmentes 
(Segment B*-SR)

Unmarkiertes mittleres Segment (B*-SR)

[152] 

[92]

[155]

2
[150]

2

Sequenz

Ausbeute

RP-HPLC (System A)
tR

LC-MS
tR

berechnet: 6 700.46 Da (6 704.44 Da Ø)
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13C-Tyr66-markiertes mittleres Segment (13C-Tyr66 B*-SR)

66 
13

Sequenz
Y

Ausbeute

RP-HPLC (System A)
tR

LC-MS
tR

berechnet: 6 701.46 Da (6 705.44 Da Ø)

13C-Tyr78-markiertes mittleres Segment (13C-Tyr78 B*-SR)

78 
13

wurden am System 5 durchgeführt.

Sequenz

YA-Aatp
Ausbeute

RP-HPLC (System A)
tR

LC-MS
tR

berechnet: 6 701.46 Da (6 705.44 Da Ø)
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6.2.1.4. Synthese des C-terminalen Segmentes 
(Segment C)

[152] Für die automatisierten SPPS 

[92]

2
[150]

2

2
[95]

Sequenz

Ausbeute

RP-HPLC (System A)
tR

LC-MS
tR

berechnet: 2 424.25 Da (2 425.87 Da Ø)

6.2.1.5. Erste native chemische Ligation zum Segment B*C

2 4 ein 

B*-SR C 

(System B).
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Sequenz (unmarkiert)

Ausbeute

RP-HPLC (System A)
tR

LC-MS
tR

berechnet: 8 957.33 Da (8 962.93 Da Ø)

Sequenz (13C-Tyr66 markiert)
Y

Ausbeute

RP-HPLC (System A)
tR

LC-MS
tR

berechnet: 8 958.33 Da (8 963.93 Da Ø)

Sequenz (13C-Tyr78 markiert)
YA 

Ausbeute

RP-HPLC (S
tR

LC-MS
tR

berechnet: 8 958.33 Da (8 963.93 Da Ø)
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6.2.1.6. Zweite native chemische Ligation zum linearen 

2-Mikroglobulin

B*C

2 in einer Konzentration von 

A-SR

Sequenz (unmarkiert)

Ausbeute (ABC_1)

RP-HPLC (System A)
tR

LC-MS
tR

berechnet: 11 723.79 Da (11 731.21 Da Ø)

 Ausbeute (ABC_2)

RP-HPLC (System A)
tR

LC-MS
tR

berechnet: 11 723.79 Da (11 731.21 Da Ø)
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Sequenz (13C-Tyr66 markiert)

FSKDW SFYLL Y
Ausbeute (13C-Tyr66 ABC_1)

RP-HPLC (System A)
tR

LC-MS
tR

berechnet: 11 724.79 Da (11 732.21 Da Ø)

Ausbeute (13C-Tyr66 ABC-Gemisch)

RP-HPLC (System A)
tR = 21.01 & 21.62 min
LC-MS
tR

Ausbeute (13C-Tyr66 ABC_2)

RP-HPLC (System A)
tR

LC-MS
tR

berechnet: 11 724.79 Da (11 732.21 Da Ø)
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Sequenz (13C-Tyr78 markiert)

Y
Ausbeute (13C-Tyr78 ABC_1)

RP-HPLC (System A)
tR

LC-MS
tR

berechnet: 11 724.79 Da (11 732.21 Da Ø)

Ausbeute (13C-Tyr78 ABC-Gemisch)

RP-HPLC (System A)
tR = 20.76 & 21.58 min
LC-MS
tR

Ausbeute (13C-Tyr78 ABC_2)

RP-HPLC (System A)
tR

LC-MS
tR

berechnet: 11 724.79 Da (11 732.21 Da Ø)

6.2.1.7. Faltung zur Tertiär-Struktur des 2-Mikroglobulins

9 mg der synthetisch dargestellten linearen 2-
ABC

[136] ABC_2/ml) 

(0.5 M L

[136]
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2-Ms wurden 

Sequenz (unmarkiert)

Ausbeute

RP-HPLC (System B)
tR

LC-MS
tR

berechnet: 11 721.77 Da (11 729.19 Da Ø)

Sequenz (13C-Tyr66 markiert)

FSKDW SFYLL Y
Ausbeute

RP-HPLC (System B)
tR

LC-MS
tR

MALDI-MS

berechnet: 11 722.77 Da (11 730.19 Da Ø)
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Sequenz (13C-Tyr78 markiert)

Y
Ausbeute

RP-HPLC (System B)
tR

LC-MS
tR

MALDI-MS

berechnet: 11 722.77 Da (11 730.19 Da Ø)

6.2.2. Synthesen der Modellpeptide für Experimente im 
Zusammenhang der Synthese vom 2-Mikroglobulin

6.2.2.1. Benzoyl-LN-p-Acetamidophenol (Bz-LN-SR)

A-SR

Sequenz

RP-HPLC (System A)
tR

Verunreinigungen
Aatp (tR

Addukt (tR

(tR

LC-MS
tR

berechnet: 498.45 Da (498.59 Da Ø)
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6.2.2.2. Modell-Peptide (1) bis (6) für intramolekulare 
Zyklisierungs-Untersuchungen (M(1-6)-SR)

Wie A-SR wurden die Modell-Peptide (1) bis (6) per automatisierter Parallelsynthese am 

A-SR

am System 2 und die anderen Modelle am System 5 aufgearbeitet.

M1-SR
A-Aatp

Ausbeute

RP-HPLC (System A)
tR

LC-MS
tR

berechnet: 1 717.77 Da (1 718.70 Da Ø)

M2-SR
A

Ausbeute

RP-HPLC (System A)
tR

LC-MS
tR

berechnet: 1 703.71 Da (1 704.62 Da Ø)
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M3-SR
A

Ausbeute

RP-HPLC (System A)
tR

LC-MS
tR

berechnet: 1 694.75 Da (1 695.66 Da Ø)

M4-SR

Ausbeute

RP-HPLC (System A)
tR

LC-MS
tR

berechnet: 1 760.80 Da (1 761.75 Da Ø)

M5-SR
A A A-Aatp

Ausbeute

RP-HPLC (System A)
tR

Verunreinigung
tR

LC-MS
tR

berechnet: 1 594.71 Da (1 595.56 Da Ø)
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M6-SR
AP AA A A-Aatp

Ausbeute

RP-HPLC (System A)
tR

Verunreinigung
tR

LC-MS
tR

berechnet: 1 536.71 Da (1 537.53 Da Ø)

6.2.2.3. L-/D-Säuren der Modell-Peptide (1) bis (6) (M(1-6)-OH)

L- bzw. D-Isomerie 

2
[150]

M1-OH
L-A-Aatp

Ausbeute

RP-HPLC (System B)
tR

LC-MS
tR

berechnet: 1 568.77 Da (1 569.70 Da Ø)
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m1-OH
D-A-Aatp

Ausbeute

RP-HPLC (System B)
tR

LC-MS
tR

berechnet: 1 568.77 Da (1 569.70 Da Ø)

M2-OH
A L

Ausbeute

RP-HPLC (System B)
tR

LC-MS
tR

berechnet: 1 554.72 Da (1 555.63 Da Ø)

m2-OH
A D

Ausbeute

RP-HPLC (System B)
tR

LC-MS
tR

berechnet: 1 554.72 Da (1 555.63 Da Ø)
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m3-OH
A D

Ausbeute

RP-HPLC (System B)
tR

LC-MS
tR

berechnet: 1 545.75 Da (1 546.66 Da Ø)

M4-OH
L

Ausbeute

RP-HPLC (System B)
tR

LC-MS
tR

berechnet: 1 611.78 Da (1 612.72 Da Ø)

m4-OH
D

Ausbeute

RP-HPLC (System B)
tR

LC-MS
tR

berechnet: 1 611.78 Da (1 612.72 Da Ø)
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M5-OH
A A L-A-Aatp

Ausbeute

RP-HPLC (System B)
tR

LC-MS
tR

berechnet: 1 445.69 Da (1 446.54 Da Ø)

m5-OH
A A D-A-Aatp

Ausbeute

RP-HPLC (System B)
tR

LC-MS
tR

berechnet: 1 445.69 Da (1 446.54 Da Ø)

M6-OH
AP AA A L-A-Aatp

Ausbeute

RP-HPLC (System B)
tR

LC-MS
tR

berechnet: 1 387.68 Da (1 388.50 Da Ø)
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m6-OH
AP AA A D-A-Aatp

Ausbeute

RP-HPLC (System B)
tR

LC-MS
tR

berechnet: 1 387.68 Da (1 388.50 Da Ø)

6.2.2.4. L-/D-Segmente als Standards zum Vergleich mit dem 
Fragment nach dem Chymotrypsin-Verdau vom ABC-
Gemisch

2
[150]

(siehe unten) und wurden ohne Aufreinigung eingesetzt.

Ausbeute

RP-HPLC (System B)
tR

LC-MS (mit 0.1 % FA)
tR

berechnet: 568.23 Da (568.65 Da Ø)

Ausbeute

RP-HPLC (System B)
tR

LC-MS (mit 0.1 % FA)
tR

berechnet: 568.23 Da (568.65 Da Ø)
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6.2.2.5. Experimente im Zusammenhang der Synthese vom 

2-Mikroglobulin

Das Segment BC wurde mit dem Segment A-SR

2 4
[63][64]

Reduktion vom oxidierten Methionin mit Trimethylsilylbromid und Ethandithiol

tert-Butylalkohol und Wasser (4:1) aufgenommen und lyophilisiert.[114]

Alkylierung mit Iodacetamid nach vorheriger Reduktion mit Dithiothreitol von 
Thiol-Gruppen

[115]

über 30 min statt.[115]
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Tryptische Verdaue

[153] durchgeführt. 
Die Verdaue der Segmente des 2

2 A-SR nach der zweiten Ligation 

Untersuchungen des ABC 2-Mikroglobulins 
in verschiedenen Lösungsmitteln

Experimente mit A-SR

A-SR [64] ohne Anwesenheit von BC mit einer Konzentration 

Experimente mit Benzoyl-LN-Aatp
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Benzoyl-LN-Benzylamid I (früher eluierendes Produkt)

RP-HPLC (System A)
tR

LC-MS
tR

berechnet: 438.23 Da (438.53 Da Ø)

Strukturformel

1
6

o
p m

2/A o-/m p

2/B

3/A 3/B)
13

6

2

p
p m/o m
Benzylamid-m/o p

3)

H
N

O

O

N
H O

NH2

O
H
N
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Benzoyl-LN-Benzylamid II (später eluierendes Produkt)

RP-HPLC (System A)
tR

LC-MS
tR

berechnet: 438.23 Da (438.53 Da Ø)

Strukturformel

1
6

o
p m

2/A 2/B

/1 /2

3/A 3/B)
13

6

2

p
p m

3)

H
N

O

O

N
H O

NH2

O
H
N
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Experimente mit den Modell-Peptiden M(1-6)-SR

2 4

Experimente mit den L-/D-Säuren der Modell-Peptide M(1-6)-SR

2 4

den entsprechenden L- und D

nachvollzogen.

Derivatisierung für stereochemische Untersuchungen von AS

[129][156]

Vakuum komplett entfernt.

[128]

mit einem schwachen Stickstoff-Fluss komplett entfernt. Die Proben wurden dann mit 1.0 ml 

Thermische Denaturierung

2
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Aggregations-Untersuchungen

Faltungs-Versuche

Die literaturbekannten Faltungs-Bedingungen[136] umfassten eine Denaturierung in einem 

durchgeführt.

6.2.3. Synthese der CRF1-Mimetika

6.2.3.1. Biosynthese des Rezeptor-N-Terminus (ECD1)

E. coli



EXPERIMENTELLER TEIL

100

[65][66]

analysiert.[65][66]

Sequenz

Ausbeute

RP-HPLC (System B)
tR

LC-MS
tR

berechnet: 12 998.31 Da (13 006.45 Da Ø)
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6.2.3.2. Synthese der linearen CRF1-Konstrukte mit dem 
exprimierten ECLexpr2

Synthese des linearen Templates

das Biotin analog einer AS zu kuppeln. Als Vorbereitung zur automatisierten SPPS am P-11 

wurde dann wieder manuell an die 

2

2
[65][66]

Sequenz

Ausbeute

RP-HPLC (System B)
tR

LC-MS
tR

berechnet: 2 631.23 Da (2 632.86 Da Ø)

Mhx Ahx Gly Glu Gly Lys Gly Glu Gly Lys Gly Glu Gly

Lys Gly Glu Gly

LysBiotin NH2

Z Gly Glu Gly Gln

Dde
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[150] Die Abspaltung des vollgeschützten 

3 2

2

Sequenz

Ausbeute

RP-HPLC (System B)
tR

LC-MS
tR

berechnet: 2 348.17 Da (2 349.62 Da Ø)

C
G

V Q

G
L R S W A V N S

L T V S P E

Q

V
H
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[152]

t

gereinigt.

Sequenz

Ausbeute

RP-HPLC (System B)
tR

LC-MS
tR

berechnet: 2 971.41 Da (2 973.28 Da Ø)

C
G

I G

G
Y D T Y V G P R

K L H Y D N E K

K G

S

F
W
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Biosynthese des extrazellulären Loop 2 (ECDexpr3; ECLexpr expr2)

expr
[138] 

Ssp Dna B Mth RIR1 
E. coli

4

Ssp Dna B wurde 

Mth RIR1

[138]
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Sequenz

Ausbeute

RP-HPLC (System B)
tR

LC-MS
tR

berechnet: 2 971.41 Da (2 973.28 Da Ø)

Sequenz

Ausbeute

RP-HPLC (System B)
tR

LC-MS
tR

berechnet: 2 416.12 Da (2 417.65 Da Ø)

C
G

I G

G
Y D T Y V G P R

K L H Y D N E K

K G

S

F
W

C
G

V N

G
F S N F Y I F V

P G E D E V

V

S
R
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Synthese von Templat-ECL3

3

[65][66]

Sequenz

Ausbeute

RP-HPLC (S
tR

LC-MS
tR

berechnet: 5 047.33 Da (5 050.50 Da Ø)

Mhx Ahx Gly Glu Gly Lys Gly Glu Gly Lys Gly Glu Gly

Lys Gly Glu Gly

LysBiotin NH2

Z Gly Glu Gly Gln

DdeC
G

V
N

G
F
S
N
F
Y
I
F
V

P
G
E
D
E
V

VS R
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Synthese von Templat-ECL1-ECL3

2 3
[65][66]

2 3

Anschluss aufgereinigt zu werden (System 3).[65][66]

Sequenz

Ausbeute

RP-HPLC (System B)
tR

LC-MS
tR

berechnet: 7 588.58 Da (7 593.33 Da Ø)

Mhx Ahx Gly Glu Gly Lys Gly Glu Gly Lys Gly Glu Gly

Lys Gly Glu Gly

LysBiotin NH2

Z Gly Glu Gly Gln

DdeC
G

V
N

G
F
S
N
F
Y
I
F
V

P
G
E
D
E
V

VS R

C
G

V
Q

G
L
R
S
W
A
V
N
S

L
T
V
S
P
E

QV H

Mhx
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Synthese von Templat-ECL1-ECLexpr2-ECL3

2

3

2
[65][66]

3

3

Die Kupplung des Loopexpr2 erfolgte genau wie die des Loop 1 und wurde ebenfalls über eine 

Sequenz

Ausbeute

RP-HPLC (System B)
tR

LC-MS
tR

berechnet: 10 588.99 Da (10 595.60 Da Ø)

Mhx Ahx Gly Glu Gly Lys Gly Glu Gly Lys Gly Glu Gly

Lys Gly Glu Gly

LysBiotin NH2

Z Gly Glu Gly Gln

C
G

V
N

G
F
S
N
F
Y
I
F
V

P
G
E
D
E
V

VS R

C
G

V
Q

G
L
R
S
W
A
V
N
S

L
T
V
S
P
E

QV H

Mhx
C

G
I

G

G
Y
D
T
Y
V
G
P
R

K
L
H
Y
D
N
E
K

K
G

S F
W

Mhx
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Synthese des linearen Konstruktes

Der letzte Schritt zum linearen Konstrukt beinhaltet die Sortase A-vermittelte Ligation des 

Staphylococcus aureus) wurde aus dem Konstrukt 
E. coli E. coli 

zur Beimpfung von einem Liter Kultur (2 x LB-Medium mit Ampicillin 100 μg/ml) genutzt. 
Die Kultur wurde bis zu einer optischen Dichte (600 nm) von 0.5-0.7 wachsen gelassen. Dann 

2 4

3

2 4

3

2 4 3

2 4 2 2 4

3

2

2

weitere Behandlung direkt zur Sortase A-vermittelten Ligation weiter verwendet. Dafür wurden 

2
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gereinigt (System 3).

Sequenz

Ausbeute

RP-HPLC (System B)
tR

LC-MS (mit 0.1 % FA)
tR

berechnet: 23 009.01 Da (23 023.44 Da Ø)

Mhx Ahx Gly Glu Gly Lys Gly Glu Gly Lys Gly Glu Gly

Lys Gly Glu Gly

LysBiotin NH2

T Gly Glu Gly Gln

C
G

V
N

G
F
S
N
F
Y
I
F
V

P
G
E
D
E
V

VS R

C
G

V
Q

G
L
R
S
W
A
V
N
S

L
T
V
S
P
E

QV H

Mhx
C

G
I

G

G
Y
D
T
Y
V
G
P
R

K
L
H
Y
D
N
E
K

K
G

S F
W

Mhx

KPLVAVHYHVKSKKE
E
N L I E Q C E S Y N V R A A W S G N A L C E R Y G N

N
TTNYRVGYFFAPCPRVVLQGAPSRPW

C
T G I L D V S A N C Q L G S V N S T L S L N E C R Q D Q L S G H H H H

H
HSGRM
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6.2.3.3. Synthese des zyklischen CRF1-Konstruktes

Synthese des zyklischen Templates (cycloTemplat)

[148]. 
Die restliche Sequenz wurde durch manuelle Kupplungen aufgebaut[150]. Die Lys-Seitenkette über 

Aminogruppe mit Fmoc. Vor der Kupplung von Mhx an das Lys nach obiger Vorschrift wurde die 

2

2

2

Sequenz

Ausbeute

RP-HPLC (System B)
tR

LC-MS
tR

berechnet: 3 042.35 Da (3 044.36 Da Ø)

Lys Ala Gly Glu Gly Lys Gly Glu Gly Lys Gly Glu Gly

Lys Gly Glu GlyZ Gly Glu Gly Gln Cys

Lys NH2Biotin

Fmoc

Mhx
Dde
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Synthese des zyklischen Konstruktes

2 3

Kupplung des Loop 1 an das Maleimid erfolgte wie beim linearen Konstrukt.

cycloTemplat-ECL1

Ausbeute

RP-HPLC (System B)
tR

LC-MS
tR

berechnet: 5 583.59 Da (5 587.19 Da Ø)

System 4 statt.

Lys Ala Gly Glu Gly Lys Gly Glu Gly Lys Gly Glu Gly

Lys Gly Glu GlyZ Gly Glu Gly Gln Cys

Lys NH2Biotin

Fmoc

Mhx
Dde

C
G

V
Q

G
L
R
S
W
A
V
N
S

L
T
V
S
P
E

QV H

Mhx
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cycloTemplat-ECL1-ECL3

Ausbeute

RP-HPLC (System B)
tR

LC-MS
tR

berechnet: 7 971.67 Da (7 976.81 Da Ø)

Von hier an ist die Synthese des zyklischen Konstruktes gleich der des linearen Konstruktes.

Lys Ala Gly Glu Gly Lys Gly Glu Gly Lys Gly Glu Gly

Lys Gly Glu GlyZ Gly Glu Gly Gln Cys

Lys NH2Biotin

Mhx

Mhx
Dde

C
G

V
Q

G
L
R
S
W
A
V
N
S

L
T
V
S
P
E

QV H

Mhx

C
G

VN

G
FSNFYIFV

PGEDEV

V

S
R
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cycloTemplat-ECL1-ECL2-ECL3

Ausbeute

RP-HPLC (System B)
tR

LC-MS
tR

berechnet: 10 973.13 Da (10 980.09 Da Ø)

Lys Ala Gly Glu Gly Lys Gly Glu Gly Lys Gly Glu Gly

Lys Gly Glu GlyZ Gly Glu Gly Gln Cys

Lys NH2Biotin

Mhx

Mhx
Mhx

C
G

V
Q

G
L
R
S
W
A
V
N
S

L
T
V
S
P
E

QV H

Mhx

C
G

VN

G
FSNFYIFV

PGEDEV

V

S
R

C
G

I
G

G
Y
D
T
Y
V
G
P
R

K
L
H
Y
D
N
E
K

K
G

S F
W
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zyklisches Konstrukt

Ausbeute

RP-HPLC (System B)
tR

LC-MS
tR

berechnet: 23 393.15 Da (23 407.92 Da Ø)

Lys Ala Gly Glu Gly Lys Gly Glu Gly Lys Gly Glu Gly

Lys Gly Glu GlyGly Glu Gly Gln Cys

Lys NH2Biotin

Mhx

Mhx
Mhx

C
G

V
Q

G
L
R
S
W
A
V
N
S

L
T
V
S
P
E

QV H

Mhx

C
G

VN

G
FSNFYIFV

PGEDEV

V

S
R

C
G

I
G

G
Y
D
T
Y
V
G
P
R

K
L
H
Y
D
N
E
K

K
G

S F
W

TKPLVAVHYHVKSKKE
E
N L I E Q C E S Y N V R A A W S G N A L C E R Y G N

N
TTNYRVGYFFAPCPRVVLQGAPSRPW

C
T G I L D V S A N C Q L G S V N S T L S L N E C R Q D Q L S G H H H H

H
HSGRM
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6.2.4. Biologische Untersuchungen der Mimetika

6.2.4.1. GTP S-Assay

35

2

35

bestimmt.

Dosis-Wirkungs-Kurven der Stimulation der [35 S-Bindung durch die Aktivierung des 

35 S mit oder ohne 

6.2.4.2. Bindungs-Assay

2 2

Das ganze wurde gut vermischt.

2 2
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Wizard 1470 vermessen.
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9. ANHANG

9.1. Abkürzungsverzeichnis

Ø Durchschnittliche Masse

2-M 2-Mikroglobulin
Pseudoprolin

A 2-M
A
A-SR 2-M
A(-18)
(p)-Aatp (para)-Acetamidothiophenol
ABC Lineares 2

ABC_1
ABC_2
ABC_1Alk

ABC_2Alk

Ammonium-Bicarbonat
Acm Acetamidomethyl

Acetonitril

Automatic gain control
AS
Äq. Äqivalente
B Mittleres Segment vom 2-M
B* Mittleres Segment vom 2

B*-SR 2-M mit als 

BC 2-M mit dem mittleren 
Segment

B*C 2-M mit dem mittleren 

Boc tert-Butyloxycarbonyl
BSA Bouvine serum albumin
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C 2-M

lin/expr

zykl

d Dublett
Dichlormethan

Dde

DMF Dimethylformamid
Dimethylsulfoxid

Dithiothreitol

Dialysebedingte Amyloidosis
E. coli Escherichia coli

expr3

expr2
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expr2

Diethylether
Fmoc 9-Fluorenylmethoxycarbonyl
FA
FID Flammen-Ionisations-Detektor

Fouriertransformation

Proton detected heteronuclear multiple bond correlation
Proton detected heteronuclear multiple quantum coherence

Isopropyl- -D-thiogalactopyranosid
Infrarot
Liquid chromatography

Loop 1
Loop 2
Loopexpr 2 expr expr

Loop 3
m Multiplett

L

D
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M(1-6)(-18)
MALDI-MS

Mhx

Mmt (4-Methoxyphenyl)diphenylmethyl
MPAA
MS Mass spectrometry
Msc
Mth RIR 1 Methanobacterium thermoautotrophicum rir1

Molecular weight cut off

q
rek. rekombinant

rpm

s Singulett
SPA Scintillation proximity assay

Solid phase chemical ligation
SPPS Solid phase peptide synthesis
Srt A Sortase A
Ssp Dna B Synechocystis dnaB
t
tBu tert-Butyl

tR
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Ultrahigh perfomance liquid chromatography
UV Ultraviolett

Wild type
Benzyloxycarbonyl
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