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1 Einleitung

1.1 Motivation

Ein Pflanzensamen keimt inmitten von fur ihn pathogenen Bodenmikroben ohne
dabei abzusterben, bei Tieren ist die Hornhaut meist frei von Infektionen aller Art".
Wie funktioniert in diesen Fallen der Mechanismus der Verteidigung vor schadlichen
Kleinstlebewesen, welche Molekille werden dabei verwendet und was sind deren
Charakteristika?

Da gerade in der Medizin die Entwicklung von Resistenzen gegen Antibiotika
zunehmend die Therapie erschwert, dienen einige dieser Molekile als Leitstrukturen
zum Verstandnis ihrer Wirkungsweise und damit zur Entwicklung neuerer, besserer
antibiotischer Pharmazeutika. Antimikrobielle Peptide (AMPs) stellen eine dieser
Verteidigungslinien dar. Sie sind in grof3er Anzahl in der Natur vorhanden und
werden in vielerlei Geweben und Zelltypen von Invertebraten, Prokaryoten, Pflanzen
und Tieren produziert?.

Um die Wirkweise eines antimikrobiellen Peptids im Detail zu verstehen, ist es
notwendig, Erkenntnisse Uber die Dynamik und Struktur an seinem Wirkungsort,
speziell an einer biologischen Membran, zu untersuchen. Gerade dynamische
Prozesse wie Mobilitdt, Topologie und Oligomerisierung spielen hierbei eine grol3e
Rolle und sind auch stark abhangig von der Natur der Membran. Die Auswirkungen
der antimikrobiellen Peptide auf eine Zellmembran sind generell unumstritten. Diese
wandern zur Membran und storen deren Integritat derartig, dass essentielle
Vorgange wie Energieerzeugung Uuber den Protonengradienten nicht mehr
aufrechterhalten werden kdnnen oder Lyse zum Tod der Zelle fiihrt®.

Etablierte Strukturuntersuchungsmethoden, wie die RoOntgenstrukturanalyse oder
hochauflosende Kernmagnetresonanzspektroskopie (NMR, von nuclear magnetic
resonance) in Flussigkeit, eignen sich fiur Biomembransysteme nur bedingt, da
membranaktive Peptide ihre Struktur und damit auch ihre Wirkung nur in Umgebung
einer Membran beibehalten. Hinzu kommen weitere Nachteile, wie die oft schwierige
Kristallisierbarkeit eines solchen Systems und Vergleichbarkeit mit der biologisch
relevanten Situation. Ein moglicher Ansatz zur Losung der Struktur eines solchen
AMPs in Membranumgebung ist die Festkdrper-NMR. Hierfir werden, analog zur
hochauflosenden NMR, Isotopenmarkierungen bendtigt, die das Signal-zu-Rausch-

Verhaltnis steigern und optimalerweise keinen nattrlichen Hintergrund enthalten.



Die vorliegende Arbeit widmet sich der strukturellen Untersuchung eines CFs-
markierten, antibiotisch wirkenden Peptides, dem Peptaibol Alamethicin F30/3%, an
verschiedenen Modellmembranen. Im Folgenden soll ein allgemeiner Uberblick tiber
die biologische Membran, die bisher bekannten Eigenschaften des Alamethicin, die
Festkorper-NMR zur Strukturaufklarung von Peptiden in nattrlicher Umgebung und

fluorierte Aminosauren gegeben werden.

1.2 Biologische Membranen

Biologische Membranen dienen nicht nur dem Schutz und der Abtrennung der Zelle
von ihrer Umgebung. Sie ermdglichen ebenfalls jegliche Kommunikation und den
Austausch zwischen Zellinnerem (Cytoplasma) und ZellauRBeren (extrazellularer
Raum). Hier finden auch sehr viele enzymatisch katalysierte Reaktionen statt. Das
von Singer und Nicolson® eingefilthrte ,fluid mosaic“-Modell (siehe Abbildung 1.1)

bildet die Grundlage der heutigen Sicht einer Biomembran.

Hohlshitiydrst EXTRAZELLULARER

RAUM

Fasern der Extra-
zelluléren Matrix

Glycoprotein

Proteoglycan

Filamente des
Cytoskelett

Periphires Integrales
Protein Protein

CYTOPLASMA

Abbildung 1.1: ,Fluid Mosaic“-Modell einer eukaryotischen Zelle nach Singer und Nicolsen,
modifiziert Ubernommen von http://fig.cox.miami.edu/~cmallery/150/memb/fluidmosaic.jpg

Es beschreibt die Membran als eine lateral bewegliche, flussigkristalline Matrix,
welche hauptséchlich aus einer Doppelschicht von Phospholipiden besteht. An ihrer
Oberflache oder in der Matrix integriert befinden sich andere Molekule und Proteine,

die als funktionale Stabilisatoren, Rezeptoren, Enzyme und selektive oder nicht-



selektive Transporter fungieren. Somit kdnnen lebenswichtige Funktionen wie zum
Beispiel Erkennung und Unterscheidung korpereigener von fremden Stoffen und
Aufrechterhaltung von lonengradienten zwischen extrazellularem Raum und

Cytoplasma erfullt werden.

‘ Substituent Name des Phospholipid Substituent Formel des Substituenten Net‘to;(ii:;g L
|
L Phosphatdidylsaure ; H A
Phosphatidylethanolamin Ethanolamin -CH,-CH,-NH;* 0
. Phosphatidylcholin Cholin -CH,-CH,-N(CH).* 0
2
g Unpolarer (hydrophober)
£ .Schwanz" a .
z Phosphatidylserin Serin CH,-CH(COOY)-CH,NH," A
3,
% Phosphatidylglycerol Glycerol -CH,-CH(OH)-CH,-OH A
S
C D Flissigkristalline
Gelphase Rippelphase Phase
Lipid T, [°Cl
PC
DLPC (12:0) -
DMPC (14:0) 24
PE
DPPC (16:0) 42
|-
>
POPE (16:0-18:1) 25 T
DMPG (14:0) 23

Abbildung 1.2: Darstellung zu Aufbau und Eigenschaften von Lipiden. A: Schematischer Aufbau
eines Phospholipids, das sich in eine hydrophile Kopfgruppe und eine hydrophobe Schwanzgruppe
einteilen lasst, daneben ist DMPC als Beispiel gezeigt. B: Tabelle mit wichtigen Kopfgruppen der
Phospholipde, welche die Netto-Ladung des Lipids bestimmen. C: Tabelle der Phasen-
Ubergangstemperaturen einiger Lipide zum flussigkristallinen Zustand D: Darstellung der
Phaseniibergange zweier Phospholipide Phosphatidylcholin (PC) und Phosphatidylethanolamin (PE)
vom dicht gepackten Gel in den lateral beweglichen, flissigkristallinen Zustand mit Erhéhung der
Temperatur.

Die Phospholipide ordnen sich gemafR ihrer amphipatischen Natur in der Art und
Weise an, dass ihre hydrophobe Doméne (meist verschieden lange, gesattigte oder
ungesattigte Fettsaurereste) in das Innere der Doppelschicht und die hydrophile
Kopfgruppe nach Auf3en, zum Cytoplasma bzw. zur extrazellularen Flissigkeit hin

weist.
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Natiirliche Membranen setzen sich hierbei aus einer Vielzahl verschiedener Lipide®
zusammen. Diese variieren in Art der Kopfgruppe (Ladung) sowie Lange und
Sattigungsgrad der Fettsaurereste, und bestimmen somit wesentlich den Zustand der
Membran, wie z.B. ihre Fluiditat (nédheres zu diesen Eigenschaften siehe Abbildung
1.2 ). AuBBerdem kdnnen die hydrophilen Kopfgruppen je nach ihrer Nettoladung als
Pseudorezeptoren’ fiir bestimmte Peptide fungieren.

Ein weiteres Charakteristikum von Biomembranen ist die Asymmetrie der Membran,
d. h. die Komposition der Lipide der &uR3eren Schicht der Doppelschicht
unterscheidet sich deutlich von der zum Cytoplasma hingewandten Lipidschicht.

In Abbildung 1.3 ist eine vereinfachte Ubersicht der vorhandenen Lipide in

Eukaryoten und Prokaryoten im Exo- bzw. Cytoplasma zusammengestellt.

CL PG PE PC SM ST
50
40 ——
o [ E. Cofi
0 —] g
©
S S. aureus
20 — )
i B. sublilis
10— |[] ]
: O c¢. abicans
ol % B Menschlicher
Erythrocyt
10 —
£
ek &
30 — Tg
40 — L]
50

Abbildung 1.3: Vergleich der Zusammenstellung der Membranhalften prokaryotischer (E. coli, S.
aureus, B. subtilis) und eukaryotischer (C. albicans) Pathogene mit menschlichen Erythrocyten. Die
Bausteine der Membran sind von anionisch geladen (links) nach zwitterionisch oder neutral (rechts)
angeordnet (naheres siehe Text)’

Eukaryotische Membranen bestehen hauptsachlich aus zwitterionischen Lipiden wie
Phosphatidylethanolamin (PE), Phosphatidylcholin (PC), Sphingomyelin (SM) und
Sterole (ST). Letztere nehmen erheblichen Einfluss auf die Stabilitdt und Dynamik
der Membran. In prokaryotischen Membranen hingegen findet man einen hohen
Anteil an negativ geladenen Lipiden wie Phosphoglycerole (PG) und Cardiolipine
(CL), aber keine Sterole.



Auf weitere Unterschiede im Aufbau zwischen gram-positiven und gram-negativen

Bakterien soll hier nicht eingegangen werden.

1.3 Das Peptaibol Alamethicin

1.3.1 Allgemeines zur Familie der Peptaibole

Peptaibole sind Sekundar-Metabolite von Pilzen, welche einen Wirt besiedeln und
dort von totem oder abgestoRenem organischen Material leben®. Die Gattung der
Trichoderma, ein Fadenpilz, ist die Hauptquelle dieser Metabolite. Der Name
~Peptaibol“ hat seinen Ursprung in der Primarstruktur dieser Metabolite: Peptaibole
sind Peptide, die einen hohen Anteil an unnatirlichen Aminoséauren, insbesondere a-
Aminoisobuttersaure (Aib, U) [aber auch Isovaline (Ilva), Hydroxyproline (Hyp) und
Ethylnorvaline (Etnor)] und einen C-terminalen Aminoalkohol, wie z.B. Phenyalaninol
(Pheol,Fol), enthalten®.

OH
H2N><W

o OH
H,oN

o-Aminoisobuttersaure, Aib, U L-Phenylalaninol, Pheal, Fol

Ihre physikochemischen und biologischen Eigenschaften machten sie bald nach ihrer
Entdeckung fuir die Forschung recht schnell interessant. So haben die Peptaibole ein
breites Aktivitatsspektrum wie antibakterielle, antifungale, antivirale und/oder
immunosuppresive Wirkung®. Bis heute sind mehr als 300 Verbindungen dieser
Familie bekannt, welche in einer Datenbank im World Wide Web unter der Adresse

http://lwww.cryst.bbk.ac.uk/peptaibol aufgezahlt und kategorisiert sind.

1.3.2 Biosynthese des Alamethicin

Erste Vermutungen auf Unterschiede in der Biosynthese von Alamethicin (Alm),
verglichen mit der allgemeinen Peptid-Translation, wurden bereits 1967 von der
Gruppe um Reusser™®, den Entdeckern dieses Peptids', geduRert. So beobachteten
sie beispielsweise keine Inhibition der Alm-Produktion in Anwesenheit des
Translationshemmers Cycloheximid. Das Alm wird nicht-ribosomal im Organismus

Trichoderma viride an einem Multienzym-Komplex, der so genannten Alm-



Synthetase, iiber den ,multiple-carrier-thiotemplate* Mechanismus? produziert. Die
Synthetase konnte schlie3lich Mitte der siebziger Jahre von der Arbeitsgruppe um
Kleinkauf und Rindfleisch**** nachgewiesen und aufgereinigt werden.

1.3.3 Das Alamethicin

Meyer und Reusser' erkannten 1967 als erste, dass das von ihnen isolierte
Antibiotikum U-22324 einen ungewdhnlich hohen Anteil der nicht-proteinogenen
Aminosaure a-Aminoisobuttersaure enthalt. Da damals diese Verbindung in den
Chemical Abstracts unter dem Namen ,alanine, methyle* eingetragen war, nannten
sie dieses Peptid in Verbindung mit der Endung —icin, flr seine antibiotischen
Wirkung, Alamethicin (Alm).

Erst 10 Jahre spater verdffentlichte Pandey et al® die bis heute giiltige

Primarstruktur:

1 5 10 15 20
Ac-Aib-Pro-Aib-Ala-Aib-Ala-GIn-Aib-Val-Aib-Gly-Leu-Aib-Pro-Val-Aib-Aib-Glu-GIn-Pheol

Die Probleme bei der Ermittlung dieser Sequenz lagen hauptsachlich darin, dass der
Pilz Trichoderma viride das Alm mit weiteren, sehr ahnlichen Analoga, als
heterogene  Mixtur  synthetisiert. Pandey et al'® berichtet von zwei
Hauptkomponenten, eine mit der oben abgebildeten Sequenz und eine andere
Komponente, die an Position 18 Glutamin anstatt Glutaminsaure enthalt. Neuerdings
sind durch bessere Analysemethoden weitere Varianten* des natiirlich hergestellten
Alm entdeckt worden (siehe Tabelle 1.1). Es soll auch erwahnt werden, dass die
Heterogenitat kauflicher Alm-Mixturen sehr stark vom Produzenten und den
gewahlten Bedingungen der biotechnologischen Herstellung abhangt. So ist die oben
beschriebene Sequenz Alm F30/3 die Hauptkomponente der Mixtur der Firma
Upjohn, wéhrend die von Sigma und Fluka vertriebene Mixtur die Alm-Variante F50/5
als Hauptbestandteil enthalt*.

Im weiteren Verlauf dieser Arbeit ist mit Alm das in der Literatur am h&aufigsten

zitierte Alm F30/3 gemeint.



Tabelle 1.1: Sequenzen der beiden Hauptbestandteile der Mixtur und relative Menge der Peptide®.
Abkirzungen der Aminosduren nach der Ein-Buchstaben-Nomentklatur, Ac=Acetyl, X=Val oder Iva.
Alle Aminosduren haben L-Konfiguration mit Ausnahme von D-lva. Die beiden grau-unterlegten
Sequenzen stellen jeweils den Hauptanteil in ihrer Gruppe dar.

Sequenz

Name 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 %

F30l c U P U A U A Q U U U G L U P V U U E Q Fo 04
2AcU P U A U A Q U V U G V U P V U U E Q Fo 37
3Ac U P U A U A Q U V U G L U P V U U E Q Fol 462
4 AcU P U A U U Q UV UG V U P V U U E Q Fa 11
5Ac U P U A U A Q U V U G L U P V U V E Q Fo 26
6 c U P U A U A E U V U G L U P V U U E Q Fo 19
7ACU P U A U U Q U V U G L U P V U U E Q Fo 398
8 AcU P U A U U Q U L UG L U P V U U E Q Fa 11
9AcU P U A U U Q U V U G L U P V U V E Q Fo 16
0 A U P U A U U Q U V U A L U P V U U E Q Fo 15

F0)2 Ac U P U A U A Q U A U G L U P V U U Q Q Fo 08
3 Ac U P U A U A Q U U U G L U P V U U Q Q Fo
3b AcU P U A A A Q U V U G L U P V U U Q Q Fa 12
3c Ac U P U A U G Q U V U G L U P V U V Q Q Fa
4aAcU P U A U A Q U V U GV UP V U U Q Q Fig,
4 AU P A A U A Q U U U G L U P V U U Q Q Fo
5Ac U P U A U A Q U V U G L U P V U U Q Q Fo 754
6a Ac U P U U U A Q U X U G L U P X U U Q Q Fa g4
b A U P U A U A Q U X U G L U P X U X Q Q Fd
7AcU P U A U U Q U V U G L U P V U U Q Q Fo 103
8@ Ac U P U A U A Q U L U G L U P V U U Q Q Fd
8 AU P U U U U Q U V U G L U P V U U Q Q Fol 06
8 Ac U P U A U U Q U V U G L U P V U V Q Q Fa

1.3.4 Merkmale der Sekundarstruktur von Alamethicin

Die Sekundarstruktur von Alm ist intensiv mit verschiedenen biophysikalischen
Methoden untersucht worden. So konnten Richard und Fox!® 1982 mittels
Rontgenstrukturanalyse zeigen, dass Alm eine grof3tenteils a-helikale, rechtshandige
Struktur aufweist. Dies steht im Einklang mit der anerkannten Eigenschaft des Aib,

helikale Strukturen auszubilden®”*8,

Aus der Analyse der drei Monomeren pro
asymmetrische Zelle des Kristalls konnte zudem ein von Prol4 induzierter Knick
nachgewiesen werden.

Die Alm-Sequenz enthalt vier Aminosaurereste mit polaren Seitenketten: GIn7,
Glul8, GIn19 und Pheol20, wobei die zuletzt genannte eine untergeordnete Rolle
spielt. Als ebenfalls polar sind die Carbonyl-Sauerstoff-Atome des Aib10 und Glyll

anzusehen, da diese durch den Einschub des Imino-Ringes von Prol4 nicht mehr



zur Wasserstoff-Briickenbindung mit dem Peptidrickgrat zur Verfiigung stehen und

damit far Lésungsmittel etc. zuganglich sind.

A _ B C
C-Terminus

N-Terminus

Abbildung 1.4: Ribbon-Darstellung des Alm (PDB-Code 1AMT). A: Prolinl4 (cyan), B: hydrophile
Aminosauren (hell- und dunkelblau), C: Aufsicht auf Alm, die hydrophile Doméanen bildende
Aminosaurereste sind in dunkelblau gekennzeichnet, die hellblau gezeichneten Aminosaurereste
tragen nicht diesem Bereich bei (siehe Text).

In der raumlichen Anordnung stehen die polaren Gruppen der Aminosauren GIn7,
Gly10, Aib11l und Glul8 auf der konvexen Seite der gebogenen Helix und bilden
dadurch, wie in Abbildung 1.4 dargestellt, eine hydrophile Doméane. Die Amidgruppe
der Seitenkette des GIn19 hingegen liegt nicht auf diesem polarem Band. Da die
restlichen Aminosauren hydrophoben Charakter haben, erhalt das Peptid eine
amphiphile Natur.

Das intramolekulare Wasserstoffbriickenbildungsmuster lasst weiterhin in der Nahe
des Prol4 einen Anteil einer 3;0-Helix erkennen®®. Allgemein kann man das Motiv der

Sekundarstruktur des Alm F30/3 im Kiristall als eine Abfolge von a-3;p-a-Helices um



Prol4 beschreiben. Interessanterweise unterscheiden sich die C-terminalen
Doménen der 3 Monomere der Einheitszelle in ihrer Kristallstruktur.

Spektroskopische Untersuchungen mittels NMR'®#, CD?’, Raman und FT-IR-
Spektroskopie?*, in organischen Lésungsmitteln und Modellmembranen belegen die
Befunde der Roéntgenstrukturanalyse weitgehend. Auch hier nimmt das Alm eine
uberwiegend helikale Struktur an, jedoch findet man unterschiedliche Ergebnisse fir

.2 weisen auf eine hohe

den C-terminalen Bereich. Die Ergebnisse von Franklin et a
Flexibilitat in der Mitte des Molekuls hin. Diese Beobachtung steht mit Resultaten aus

molekulardynamischen (MD) Simulationen® in Einklang.

1.3.5 Alamethicin in Lipidmembranen

1.3.5.1 Allgemeines

Die besondere Eigenschaft des Alm besteht in der Ausbildung von
spannungsabhangigen lonenkanalen in Lipid-Doppelschichten®, wodurch das Peptid
bei Einlagerung in Lipidmembranen lytisch und somit antibiotisch wirkt. In welcher Art
und Weise das Alm an die Membran bindet, wie sich die Struktur des Kanals
gestaltet und welcher Zusammenhang zwischen der Struktur des Alm und seiner
membranlytischen Aktivitdt besteht, war und ist noch immer Gegenstand der
Forschung®”?°. Da die Struktur durch kristallographische Studien bekannt ist, stellt
Alm damit eines der meistuntersuchten lonophore dar. Die Membran-
Wechselwirkungen sowie der Mechanismus der Insertion in eine Membran bei An-
und Abwesenheit einer angelegten Spannung sind jedoch im Detail noch immer
ungeklart. Im Folgenden wird eine Zusammenfassung Uber die momentan

akzeptierte Wirkweise dieses Peptaibols in Membranen gegeben.

1.3.5.2 Das Fassdaubenmodell

Alm bindet an die Oberflache von Lipid-Doppelschichten und kann in diese
insertieren. Dieser Vorgang ist von Parametern wie Temperatur, Peptidkonzentration,
molares Peptid-zu-Lipid-Verhéltniss (P/L), der Natur des Lipids und des
Hydratisierungsgrades abhangig®. Unter den verschiedenen Modellen, die postuliert

wurden?®2°

, Ist das so genannte ,Fassdaubenmodell* das am meisten akzeptierte.
Hiernach ordnen sich die helikalen Alm-Monomere (diese stellen die ,Dauben® dar)

ab einer bestimmten Konzentration in parallelen Bindeln an und bilden eine
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transmembrane Pore (das ,Fass") aus (Abbildung 1.5). Die Anzahl an insertierten
Monomeren bestimmt die Grol3e dieser Pore und damit auch die Durchlassigkeit fir
lonen und Wasser. Die oben beschriebene hydrophile Doméne zeigt dabei in das
Innere der Pore, der hydrophobe Bereich steht mit den ihn umgebenden Lipiden der

Membran im Kontakt.

T

A

%
=

Ll
SIER

J

S——
——

Abbildung 1.5: Das Fassdaubenmodell A: Das Peptid ist in Lésung unstrukturiert (hydrophile
Doménen blau, hydrophobe Doméne rot dargestellt) B: Das Peptid bindet gemaR seiner amphiphilen
Natur an die Oberflache der Membran und nimmt eine wohldefinierte Struktur an. Dabei interagieren
jeweils die hydrophilen Gruppen des Peptids mit den hydrophilen Kopfgruppen der Membran. C: Mit
Erhéhung der Peptidkonzentration kommt es zuerst zu einer Anhdufung der Peptide an der
Membranoberflache, bevor diese ab einer charakteristischen Konzentration in die Membran
insertieren und, wie in D wiedergegeben; unter Aufnahme weiterer Monomere Kanale ausbilden.
Wichtig bei einem solchen Mechanismus ist, das sich die Peptidmonomere zuerst an der Oberflache
zu mindestens Dimeren zusammenlagern muissen, bevor sie in die Membran insertieren, da eine
Einlagerung eines amphiphilen Monomers in eine Membran energetisch unglinstig ist. Die Weitere
Aufnahme von Monomeren ist dann moglich® %% 3.

32,33 nd vor

Dieses Modell wird durch Untersuchungen mittels Neutronenstreuung
allem durch Leitfahigkeitsmessungen® an Modellmembranen gestiitzt. Diese so
genannten ,single channel recording” weisen bei einer angelegten Spannung von
125 mV auf einen diskreten, schrittweisen Aufbau des Kanals aus drei bis elf Alm-
Monomeren hin. Alm ist dadurch zum einzigartigen Prototyp® des

.Fassdaubenmodells” geworden.

1.3.5.3 Topologie des Alamethicin im Kanal

Die orientierte Zirkulardichroismus-Spektroskopie (OCD, von oriented circular
dichroism) (im Detail: siehe Kapitel 3.2.6) ist eine geeignete Methode, um die
Konformation sowie die Orientierung des Peptids in einer Membran zu bestimmen.

Die Gruppe um Huang®® 3% %

wies damit eine Abhangigkeit der Insertion des Alm
vom Hydratisierungsgrad der Membran und dem Verhéltnis zwischen Peptid und
Lipid nach. So wurde bei 98% Hydratisierungsgrad ein Grenzverhéltnis von 1/120
Alm zu DPhPC bestimmt®’. Ist das molare Peptid zu Lipidverhaltniss (P/L) geringer,
liegt das Alm parallel zur Membranoberflache (nach dem Shai-Matsuzaki-Huang-
Modell®®: S-state, fiir surface-bound), liegt es dartiber, ist das Peptid transmenbran

orientiert (I-state, fir inserted). Einer theoretischen Studie zufolge® liegt Alm bei



11

Abwesenheit einer angelegten Spannung im S-state vor, nur bei einer Spannung von
0,1V insertiert das Alm in die Membran.
Detaillierte  Studien des Kanals bei Abwesenheit einer Spannung in

Modelmembranen basieren weitgehend auf MD-Simulationen*®**

. Diese zeigen,
dass die Konformation der Monomere im Kanal weitgehend (bis auf Fluktuationen
um Gly1ll bis Prol4) mit der Kristallstruktur Gbereinstimmen, die Anteile einer 3io-
gegenuber einer o-Helix differieren jedoch. Des Weiteren soll ein hexameres Alm-
Homooligomer die stabilsten Kanale ausbilden®®.

Es wurden zudem Festkérper-NMR-Messungen an einheitlich®® oder selektiv *°N-
markierten*® *’ Alm-Analoga durchgefiihrt. Die hierbei gewonnen Erkenntnisse tiber
Topologie und Struktur der Alim-Monomere im Kanal bei hohen P/L-Verhéltniss (1/8)
decken sich jedoch nur teilweise mit der Kristallstruktur. Beispielsweise sind die
Ergebnisse zum Teil kompatibel mit einer durchgehenden, zum Teil jedoch mit einer
~.geknickten* a-Helix.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die vorhandene Information tUber Struktur
und insbesondere Dynamik des Alm-Kanals in Biomembranen noch Licken bzw.
Widerspriche aufweist, wie beispielsweise die Diskussion einer geraden Helix vs.

geknickter Helix zeigt.
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1.4 Festkorper-NMR an Biomolekulen

1.4.1 Allgemeines

Grundlage dieser Methode ist die Wechselwirkung des magnetischen Moments p
eines Atomkerns mit einem starken, konstanten auf3eren Magnetfeld (nur Atomkerne,
die eine ungerade Anzahl an entweder Protonen oder Neutronen enthalten, besitzen
ein magnetisches Moment). Mathematisch miteinander verknipft sind diese beiden

vektoriellen Grél3en, das magnetische Moment p und der Kernspin I, Gber

—

a=y-1 <1>
mit dem gyromagnetischen Verhéaltnis y als Proportionalitdtskonstante, welche fir
jede Kernsorte charakteristisch ist. In Tabelle 1.2 sind die wichtigsten NMR-
relevanten Parameter flr Kerne aufgelistet, die fur biologische Untersuchungen
geeignet sind. Aus der Quantenmechanik ist bekannt, dass ein Kernspin | nicht jede
beliebige Orientierung zum &ufReren Magnetfeld annehmen kann, sondern dass nur
wenige diskrete Orientierungen beobachtet werden, die so genannten Zeemann-

Energieniveaus.

Tabelle 1.2: NMR-Parameter biorelevanter Kerne, modifiziert ibernommen nach*®

v /2n naturliche Relative

Kern Kemspin i 171 Haufigkeit [%]  Empfindlichkeit [%]

'H Y 42,58 99,99 100
’H 1 6,53 0,02 0,96
¢ Y 10,7 1,11 1,59
N Y -4,31 0,37 0,1
F Y 40,03 100 83,3
¥p Y 17,23 100 6,63

Bringt man einen Atomkern in ein magnetisches Feld, so sind die Energien der
maoglichen Zustande des Kernspins | nicht mehr entartet. Durch Einstrahlung
elektromagnetischer Radiowellen kdnnen die Energiezustdnde der Kernspins I,
ineinander Uberfuhrt werden. Die Energiedifferenz AE ist bei einem Kernspin 1=1/2

proportional zur Magnetfeldstarke B mit:
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AE=—y-By=—"w,. <2>
2

Dabei ist h das Planksche Wirkungsquantum.
Der Zusammenhang von &aulRerem Magnetfeld By mit detektierter Strahlung ist
gegeben durch

w, =—y-By. <3>

oo ist die Larmorfrequenz und kann als die Winkelgeschwindigkeit interpretiert
werden, mit der die Magnetisierung um das statische Magnetfeld préazediert.

Zur Aufklarung der Struktur von Biomolekiilen sind vor allem die Kerne ?H, **C und
>N zu nennen. Diese Kerne miissen meist aufgrund ihrer geringen Empfindlichkeit
(kleines gyromagnetisches Verhéltnis) in der zu untersuchenden Probe angereichert
oder an bestimmten Positionen selektiv eingefiihrt werden. Demgegentber stehen
die Kerne 'H und '°F, welche neben dem radioaktiven Tritum die héchsten
gyromagnetischen Verhéaltnisse und dadurch die grof3te Empfindlichkeit haben.
Hierbei hat der °F-Nukleus den Vorteil, dass er nicht natiirlich in Biomolekiilen
vorkommt und somit kein storendes Hintergrundsignal wahrend einer NMR-Messung
liefert. Zudem sollte eine Substitution eines Protons mit einem Fluor-Kern aufgrund
des geringen GroéRenunterschieds (van der Waals Radius von Fluor betragt 1,47A,
der von Wasserstoff 1,20A *°) wenig Einfluss auf die Struktur des Biomolekiils haben.
Im Folgenden werden in kiirze grundlegende Spinwechselwirkungen zwischen NMR-
aktiven Kernen vorgestellt. Insbesondere wird etwas ausfuhrlicher auf die in dieser
Arbeit verwendete Strategie und Methodik der °F- (bzw. 3'P-) Festkérper-NMR

sowie der Interpretation der erhaltenen Spektren eingegangen.

1.4.2 Kernspinwechselwirkungen im Festkorper

Wie oben beschrieben besteht eine Wechselwirkung zwischen einem NMR-aktiven
Kern mit einem externen magnetischen Feld. Zusatzlich zu dieser Zeeman-
Wechselwirkung bestimmen weitere, interne Wechselwirkungen die
Resonanzfrequenz.

Zu den internen Wechselwirkungen zéhlt man die chemische Verschiebung, welche
sich aus der elektronischen Umgebung des Kerns ergibt, und die dipolare Kopplung
der Spins Uber den Raum untereinander. Ist die Kernspinquantenzahl gro3er als ¥
(als Beispiel sei hier Deuterium genannt), so werden quadrupolare

Wechselwirkungen beobachtet. lhr Ursprung liegt in einer ,nicht-spharischen*
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Ladungsverteilung im Kern. Weiterhin kdnnen auch Wechselwirkungen uber
Bindungselektronen, der so genannten J-Kopplung, beobachtet werden. Diese
spielen aber in der Festkérper-NMR nur eine untergeordnete Rolle, da die
GroRRenordnung der J-Kopplung im Festkdrper sehr gering im Vergleich zur dipolaren
Kopplung ist und von ihr Gberdeckt wird.

In Tabelle 1.3 werden die Eigenschaften der Spinwechselwirkungen und deren

Linienbreite aufgefuhrt.

Tabelle 1.3: Spinwechselwirkungen modifiziert nach *°.

Interaktion Verursacher Linienbreite [Hz] Abhangigkeit von
externen Magnetfeld
Zeeman externes Magnetfeld 10° bis10° Ja
chemische elektronische PN
Verschiebung Umgebung 0 bis10 Ja

andere Kernspins
(Wechselwirkung 0 bis 10° Nein
Uber den Raum)

dipolare
Kopplung

andere Kernspins
J-Kopplung (Wechselwirkung 0 bis 10? Nein
Uber Bindungen)

qguadrupolare elektrisches : 9 (in erster N&herung)
0 bis 10 )
Kopplung Quadrupolmoment nein

1.4.3 Strategie der Peptidstrukturanalyse via *°F-Festkérper-NMR

Normalerweise ist es fur die Strukturaufklarung mittels NMR-Spektroskopie
notwendig, alle Signale in einem Spektrum des zu untersuchenden Molekils zu
identifizieren und zuzuweisen. Ein etwas anderer Ansatz ist die Einfiihrung einer *°F-
markierten Sonde an einer bestimmten Position im Peptid. Durch die selektive
Einflhrung einer Markierung werden lokale Strukturparameter auf der Grundlage von
Abstands- und Orientierungsabhangigkeit der NMR-Wechselwirkungen erhalten.
Hierbei wird vorausgesetzt, dass die Integritdt und Funktion dieses Molekuls erhalten
bleibt. Des Weiteren soll die Markierung wohldefiniert und in einer Art und Weise
angeordnet sein, dass sie das gesamte Molekul reprasentiert.

Die aufschlussreichsten Strukturparameter, die das untersuchte Peptid in einer
Modellmembran beschreiben, sind der Winkel 6 eines markierten Segments
beziglich des externen statischen Magnetfelds und der Abstand r zwischen einem
Paar inter- oder intramolekular wechselwirkender Markierungen (siehe Abbildung
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1.6-A). Liegt ein Peptidmolekil in einer einfachen Konformation wie einer a-Helix vor,
kann die Anordnung und Dynamik des Peptids bzw. des Proteins in einer Membran
bereits durch wenige Strukturparameter beschrieben werden. Diese sind, wie in
Abbildung 1.6-B an einer starren a-Helix (reprasentiert durch einen Zylinder)
dargestellt, der Neigungswinkel t des Peptids zwischen der Helixachse und der
Membrannormalen N, der azimuthale Rotationswinkel p um die Helixachse und der
molekulare Ordnungsparameter Sno. Letztgenannter beschreibt die Dynamik des

Systems, genauer gesagt die isotropische Ausmittelung durch die Bewegung.

N

Abbildung 1.6: Darstellung der Struktur-Parameter fur Markierungen mit *°F (als griine Kugeln
abgebildet). Die Information Uber die Orientierung der NMR-Sonde erhalt man Uber die Messung
des Winkel #oder 6:g3 zwischen der Achse der NMR-Sonde und dem Magnetfeld By. Dabei kann
der Abstand r zwischen zwei Sonden (A) ermittelt werden. Die Ausrichtung des gesamten
Molekils kann mit den Parametern 7, p und S, (B) beschrieben werden (siehe Text).

Im Experiment kann der Winkel © Uber zwei verschiedene anisotropischer
Spinwechselwirkungen erhalten werden, der anisotropen chemischen Verschiebung
(CSA) einer Markierung oder der dipolaren Kopplung zweier oder mehrere
Markierungen. Die Bestimmung des Abstandes r kann ebenfalls tber die dipolare
Kopplung erfolgen, da sie aber fir diese Arbeit nicht verwendet wurde, wird hier nicht
weiter auf Abstandsmessungen eingegangen. Fur die Realisierung der
durchzufilhrenden *°F-Festkérper-NMR werden uni-axial orientierte Proben benétigt,
welche sich sehr leicht mittels mechanischer Orientierung von kosolubilisierten Lipid
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und markierten Peptid auf Glasplattchen unter definierten Bedingungen herstellen

lassen®'™4,

1.4.4 Spinwechselwirkungen

1.4.4.1 Die Anisotropie der chemischen Verschiebung

Die einen Atomkern umgebenden Elektronen treten ihrerseits mit dem &ufReren
angelegten Magnetfeld in  Wechselwirkung.
Dadurch induzieren sie ein lokales Magnetfeld
(typischerweise um den Faktor 10° kleiner als By)
und verandern, abhéangig von Molekilgeometrie
und Umgebung, das aul3ere, am Kern gespurte,
Magnetfeld (man spricht hierbei von Abschirmung
bzw. Entschirmung). Damit wird die
Resonanzfrequenz des Kernspins geringflgig

verschoben. Diese Auswirkung der chemischen

Umgebung auf den Kern nennt man chemische

Verschiebung. Sie wird aufgrund ihrer geringen  appiidung 1.7: Darstellung eines
nicht-symmetrischen CSA-Tensors
o als Ellipsoid mit den Hauptkompo-

in ppm (parts per million) der Larmorfrequenz  nenten &1, 62 und 3.

Grol3e im Vergleich zur Zeemann-Wechselwirkung

® angegeben.

Weiterhin ist durch die Abhangigkeit der nicht-sphéarischen Elektronenwolke eine
Orientierungsabhangigkeit der chemischen Verschiebung gegeben. Dieser aniso-
trope Effekt der chemischen Verschiebung (CSA, chemical shift anisotropy) tritt aber
nur in hinreichend ,festen* Kérpern auf, da ansonsten (zum Beispiel in Losung) die
Bewegung der Molekile diese Orientierungsabhangigkeit Uber die Zeit gemittelt
verschwinden lasst und man nur noch ein isotropes Signal beobachtet. Grund dafur
ist, dass die Molektle in Flussigkeiten in zufalliger und schnell wechselnder Folge
(GHz-Bereich) in allen mdglichen Orientierungen vorliegen und somit sogar eine
stark unsymmetrische Elektronenwolke auf der NMR-Zeitskala sphéarisch erscheint.
Mathematisch lasst sich die Orientierungsabhangigkeit durch eine 3x3-Matrix als
Tensor zweiten Ranges (in einem gegebenen Polarkoordinatensystem) beschreiben.
Nach Diagonalisierung erhalt man drei Hauptachsen eines Ellipsoiden, die
Tensorkomponenten 11, 822 und 33 (in Abbildung 1.7 dargestellt). Sie sind definiert

als 61120222033, wobei 633 das am meisten und 611 das am wenigsten abgeschirmte
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Element des CSA-Tensors darstellt. Der
isotrope  Wert i ergibt sich  zu
Siso=(011+022+0833)/3. In Abbildung 1.8 sind
zwei so genannten Pulverspektren einer
bewegungseingeschrankten Probe mit

verschiedenen Tensorelementen

dargestellt. Sie bestehen aus der

I Q) I Uberlagerung der Signale aller im Raum
. madglichen Orientierungen und decken
einen Frequenzbereich Q ab. Die Intensitat
des Signals bei einer bestimmten
Frequenz reprasentiert dabei die Anzahl
der CSA-Tensoren mit gleicher
Orientierung  relativ. zum  externen
Magnetfeld By. Abbildung 1.8-A zeigt den
allgemeinen Fall eines CSA-Tensors mit

drei verschiedenen Hauptachsenwerten.

Ein einfacherer Fall ist gegeben, wenn
zwei der drei Tensorelemente gleich sind
Abbildung 1.8: Typische Pulverspektren _
(ndheres siehe Text) fir nicht axial- (Abbildung 1.8-B) und der CSA-Tensor
symmetrische (A) und axial-symmetrische . . .
CSA-Tensoren (B). durch zwei Elemente beschrieben wird. In
der Praxis tritt dieser Fall dann auf, wenn
durch eine Bewegung mit axialer Symmetrie die Anisotropie teilweise ausgemittelt

wird.

1.4.4.2 Dipolare Kopplung

Die dipolare Kopplung hat ihren Ursprung in der Wechselwirkung zweier
magnetischer Dipolmomente pa und pg Uber den Raum. Dieser Effekt fuhrt zu einer
Aufspaltung des NMR-Signals und wird allgemein in Hertz angegeben. Die
Aufspaltung ist hierbei unabhangig von der Starke des Magnetfeldes. Sie ist jedoch
abhangig von dem Abstand rag und dem Winkel 6 zwischen der Verbindungsachse
der beiden Kerne A und B und dem au3eren Magnetfeld.

Die Starke der Dipolkopplung ist gegeben durch die Dipolkopplungskonstante D:

h
D=y.rs /‘10/27"’AB3 <4>
27
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mit o als Permeabilitdtskonstante des Vakuum.

Diese Orientierungsabhangigkeit entspricht der eines axial-symmetrischen Tensors*®
® (was zu erwarten ist, da der Tensor der Dipol-Wechselwirkung intrinsisch
axialsymmetrisch ist). Die Dipolkopplung fihrt zu einer winkelabh&ngigen
Aufspaltung Aas der Resonanzlinie:

A (0) =A s <3c08*0-1>12, <5>
wobei A%g die maximale Aufspaltung bei 6=0 darstellt. Die Klammern <>
kennzeichnen die zeitliche Ausmittelung (ber den Winkel 6. Koppeln zwei
unterschiedliche Kerne, so ist A°%g=D, liegen zwei identische Kerne vor, ist
A°Aa=3D/2. Damit kann man die Aufspaltung zweier Kerne A mit

Apa(0)=Anaa <3c0s° 0 -1> 12 =3}/A2$ﬂ0 <3cos’0-1>1/2 <6>
AA

in Abhangigkeit des Winkel 6 beschreiben.

1.4.5 Einfluss der Beweglichkeit

Unter den Bedingungen, unter denen Biomolekile normalerweise untersucht werden,
ist es notwendig den Einfluss der Beweglichkeit mit einzubeziehen. So wird bei
molekularer Bewegung das NMR-Spektrum durch ,ausgemittelte Tensoren
bestimmt, die sich als zeitliches Mittel der Tensoren in den verschiedenen
auftretenden Orientierungen ergeben. Jegliche schnelle uni-axiale Rotation zum
Beispiel, ,projiziert® alle Spinwechselwirkungen auf die Rotationsachse
(vorausgesetzt die Rotation ist schnell gegeniiber der NMR-Zeitskala).

Als Konsequenz daraus ergibt sich, wie in Kapitel 1.4.4.1 erwahnt, das sogar ein
unsymmetrischer CSA-Tensor das Spektrum eines axial-symmetrischen CSA-Tensor
erzeugen kann. Welche Auswirkungen hat diese Tatsache auf die konkreten
Spektren und wie sind diese zu interpretieren? Dies soll nun im Folgenden anhand

fur diese Arbeit relevanter Messungen dargestellt werden.

1.4.5.1 Einfluss auf den CSA-Tensor

Phospholipide sind, wie in Kapitel 1.2 beschrieben, ein Hauptbestandteil in
biologischen Membranen und kénnen um ihre Langsachse parallel zur
Membrannormalen frei rotieren. Der resultierende CSA-Tensor des *'P-Kerns (in
Abbildung 1.9 orange dargestellt) wird daher axial-symmetrisch bezuglich der

Rotationsachse.
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Ausmittlung

Abbildung 1.9: Ausmittelung des *P-Wechselwirkungstensors durch schnelle Rotation um die
Langsachse eines beispielhaft gezeigten Phospholipids (C: grau, H: weil3, O: rot, N: blau, P: orange)
parallel zur Membrannormalen N. Es resultiert ein neues Bezugssystem fiir den Tensor des *'P.
Ordnet man Lipide zum Beispiel in multilamellare Vesikel (kugelférmige Gebilde) an,
so ergibt sich beim Vermessen der Probe ein charakteristisches Pulverspektrum
(siehe Abbildung 1.10-A), in welchem die parallel zum Magnetfeld angeordneten
Lipidmolekdle der tieffeldverschobenen Schulter 5, entsprechen.

Die Anzahl der an den ,Polen” befindlichen Lipiden ist kleiner als die Anzahl der
,Aquatorial“-standigen Lipide, welche im 3P-Spektrum daher das gréRere Signal bei
o, erzeugen. Die Signalintensitaten zwischen diesen beiden Extremen
reprasentieren alle Gbrigen Orientierungen im multilamellaren Vesikel.

Nimmt man ein *'P-Spektrum einer mechanisch orientierten Lipiddoppelschicht mit
der Membrannormalen parallel bzw. um 90°gedreht zum externen Magnetfeld By auf

(siehe Abbildung 1.10-B und C), erhalt man idealerweise ein scharfes Signal bei §

bzw. &,. Eine Quantifizierung der Anteile an orientierten bzw. nicht-orientierten

Phospholipide ist durch Integration des NMR-Spektrums zuganglich, da die Lage des

Signals eine Funktion des Tensors beziglich des externen Magnetfelds By ist.
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Abbildung 1.10: Charakteristisches *P-Spektren verschiedener Phospholipidanordnungen. A:
multilamellares Vesikel. B und C: einheitlich orientierte Phospholipide mit 0 bzw 90°-Orientierung

relativ zum duReren Maanetfeld.

1.4.5.2 Einfluss auf die dipolare Kopplung

Wie schon mehrfach erwahnt, flhrt eine Rotation um eine Symmetrieachse zu einer

Projektion aller Spinwechselwirkungen auf eben diese Achse. Deshalb kann der von

Winkel 6 orientierungsabhangige Term der dipolaren Kopplung umgeschrieben

werden zu

<3c08% @ —1>/2=<3cos’ f—1>/2x<3c0s’ @ —1>/2. <7>

Dabei stellt B den Winkel zwischen der
Verbindungslinie der interagierenden Kerne
und der Symmetrieachse sowie den Winkel
o der Symmetrieachse zum Magnetfeld By
dar (siehe nebenstehende Abbildung 1.11).
FUr eine bei T>-20°C schnell rotierende
CF3-Gruppe (die Fluoratome sind
aquivalent) bedeutet das eine Halbierung
der dipolaren Kopplung, da der Winkel
zwischen  der  Verbindungslinie  der

Fluorkerne und der Rotationsachse 90°

betragt: <3c0s?90°-1>/2=-1/2.  <8>

Rotations-

Abbildung 1.11: Darstellung des lokalen
Rotationseinflusses auf relevante Winkel
innerhalb der CF3-Gruppe.
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1.4.5.3 Einfluss der Molekilbewegung

Im flUssigkristallinen Zustand, in dem sich Biomembranen bei Raumtemperatur fir
gewohnlich befinden, kommen noch weitere Bewegungen hinzu.

Es ist bekannt, das kleine Molekulle und kleinere Proteine in Lipidmembranen um die
Membrannormale diffundieren (also rotieren, aul3er eine Aggregation oder
Oligomerisierung findet statt). Geht man davon aus, das eine CF3-Gruppe starr
(hinsichtlich des Peptidrickgrates) in ein Peptid mit a-helikaler Sekundéarstruktur

eingefuhrt worden ist>® °°

, SO unterliegt die CFsz-Markierung ebenfalls dieser
Rotationsbewegung. Analog, wie bei der Ausmittlung der F-F-Dipolkopplungen durch
die Rotation um die Methylachse, lasst sich nun diese zweite Ausmittlung des
Dipoltensors der CF3;-Gruppe durch die Rotation um die Membrannormale
betrachten. In diesem Fall ist der Winkel B der Winkel zwischen dem effektiven
ausgemittelten, interagiernden Dipoltensor der CF3-Gruppe (d.h. der Methylachse)
und der Membrannormalen. Der Winkel zwischen externen Magnetfeld By, und
Membrannormalen ist dann Winkel o (siehe Abbildung 1.12). Damit hangt die
dipolare Kopplung ACF3(0) fur eine orientierte Probe mit a=0 nur noch von dem
zeitlich gemittelten Winkel pzwischen der CFs-Rotationsachse und der
Membrannormalen N ab. Man kann dann ACF3(0) mit 6= formulieren als
Age, = Ncr, <3c0s* f—1>12. <>

Ist der Winkel a=90°, so skaliert die dipolare Kopplung ACF3(0) mit -1/2 und eine
Rotation um eine Langsachse in der Membran ist bewiesen.

Grinde der zeitliche Ausmittelung (beschrieben durch den Term in den Klammern
<>) sind lokale Oszillationen der C-CF3;-Gruppe und eine globale Oszillation des
gesamten Molekuls in der Membran. Fasst man diese Bewegungen in einem

Parameter S,,o zusammen, erhalt man dann fur =0
Agr, = Ncr, (3c0s* f—1)/2xS . <10>

B beschreibt nun die effektive Orientierung der CFs;-Achse (entspricht der C-CFs-

Bindungsachse).
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Rotations-
achse

Abbildung 1.12: Schematische Zeichnung eines CFs-markierten (Fluor als griine Kugeln dargestellt),
a-helikalen Molekils, rekonstituiert in einer Doppellipidschicht (grau).Das Molekul diffundiert innerhalb
der Membran um die Rotationsachse. Die NMR-relevanten Winkel « und £ (siehe Text) sind bezlglich
der Membrannormalen N dargestellt.

Der molekulare Ordnungsparameter Spo charakterisiert das Ausmall an
Beweglichkeit und kann Werte zwischen 0 und 1 annehmen, wobei ein kleiner Wert
eine grolRere Beweglichkeit (nahezu isotropes Verhalten) und ein Wert nahe 1 flr
Smol €ine sehr eingeschrénkte Rotationsbeweglichkeit darstellt.

1.4.5.4 Interpretation eines °F-Festkdrperspektrums

In Abbildung 1.13 ist die Dipolkopplung der Fluorkerne als Funktion der Orientierung

der CF3-Gruppe (in eine Aminosaure eingefihrt) dargestellt. Daraus gehen folgende

Erkenntnisse hervor:

e Spiegelsymmetrie um den Winkel 90°> man erhdlt immer zwei
ununterscheidbare Losungen

e die Aufspaltung der dipolaren Kopplung wird O bei einem Winkel von 54,7° (und
125,3°) dem ,magischen Winkel*; und

e das Vorzeichen der dipolaren Kopplung kann nur bei Werten gréi3er als 7,9kHz

eindeutig bestimmt werden.
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Abbildung 1.13: Dipolkopplung abhangig von der Orientierung der CFs-Gruppe. Die dargestellte
Kurve gilt fur die maximale Aufspaltung mit S,,,=1. Der Wert der maximale Aufspaltung AOCF3 ist aus
vorhergehenden Studien® *” mit 15,8kHz fiir eine CFs-Gruppe tibernommen worden.

Das Vorzeichen der dipolaren Kopplung bei Werten <7,9 kHz erhalt man aus der
chemischen Verschiebung, fiir welche eine analoge Abhangigkeit (3cos® g-1) fiir

den mit dem Magnetfeld eingeschlossenen Winkel zutrifft. Das Vorzeichen ist positiv,
wenn die chemische Verschiebung einer orientierten Probe tieffeldverschoben
bezuglich des isotropen Wertes ist. Ist sie hochfeldverschoben, wird das Vorzeichen
der dipolaren Kopplung negativ®. Die Position des isotropen Wertes kann in der
Festkorper-NMR durch Vermessen bei verschiedenen Orientierungen bestimmt
werden. Misst man die auf Glasplattchen orientierte, flissigkristalline Probe sowohl
horizontal (0°) als auch vertikal (90°) zum externen Magnetfeld, bekommt man ein
Signal, zentriert um diso, Mit 2/3 bzw. 1/3 Abstand zum isotropen Wert.

In Abbildung 1.14 sind beispielhaft Spektren von vermessenen CF3;-Phg-markierten
Peptiden mit 0° und 90°-Orientierung relativ zum Magnetfeld B, dargestellt®’. Im
Gegensatz zu der skalaren J-Kopplung, bei welcher &quivalente Spins ein Signal

(und keine Aufspaltung) ergeben, erzeugt eine rotierenden CF3-Gruppe wegen der
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homonuklearen dipolaren Wechselwirkung® ein Triplett mit dem Intensitatsverhaltnis
1:2:1.

A ~H—H—>BO ‘%iso

_d-v—\__—__r—/ I<-> I| H‘L_ﬂ_"—_.\__‘__ e Y
1/2Agg k
\
B Al Bo l '|I "
—— | [
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;'I | II". / \
.l“_'_i-..r | &I_:T: \ ‘.-'h"-
-/ S
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| | T T
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Abbildung 1.14: Modifiziert ibernommen von®’. Das Spektrum A entstammt einer 90°-Orientierung
(wie symbolisch angedeutet) der Membrannormalen zum Magnetfeld, Spektrum B einer Orientierung
von 0°. Man erkennt die chemische Verschiebung relativ zur isotropen Position &5, sowie die
unterschiedliche Skalierung der Aufspaltung Acrz in Abhangigkeit zur Orientierung der
Membrannormalen relativ zum externen Magnetfeld. Die schwarzen Balken stellen die Positionen
einer zu erwartenden Aufspaltung der CFs-Gruppe mit den Intensitaten 1:2:1 dar.

1.5 Fluorierte, nicht-proteinogene Aminosauren in Peptiden

In die Peptidsequenz eingebaute, fluorierte Aminosauren erhéhen im allgemeinen
deren Stabilitit gegeniiber proteolytischen Abbau®®®*, kénnen aber auch die
Sekundérstruktur stéren. Weiterhin erhoht sich durch Substitution von *H durch *°F
oder eine CF3-Gruppe die Lipophilie eines Peptids, womit eine bessere Permeabilitat
durch Zellmembranen und damit eine héhere Bioverfiigbarkeit gewahrleistet ist®.

In Hinblick auf eine Untersuchung von Alm mittels *°F-Festkorper-NMR bietet sich
unter RuUcksichtnahme der Priméarstruktur und der Voraussetzung, dass eine
Fluormarkierung madglichst steif am Peptidrickgrat sitzen sollte, die Mutierung von
Aib zu Trifluormethylalanin (TfmAla) an.

H5N
inw
C

Fs
TfmAla



25

Die Tfm-Gruppe hat folgende Eigenschaften:
e Hohe Elektronegativitat, welche den pK, der Aminosaure (verglichen mit
Alanin) um mehrere Einheiten herabsetzt®®
e Sterischer Anspruch, der dem einer Isopropylgruppe gleichzusetzen®’ ist
e Tendenz zur Ausbildung von H-Bricken
e Potentielle Funktion als Ligand fir Metalle
e Im Vergleich zur Mono- und Dimethylgruppe niedrige Toxizitdt und hohe
Stabilitat.
Diese leicht verdnderten Eigenschaften der Trifluormethylgruppe gegeniber einer
Methylgruppe sollten bei Markierung mit einem einzelnen TfmAla im Peptid nicht zu

signifikanten Stérungen der Struktur und der Funktion fihren.
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2 Aufgabenstellung

Ziel dieser Arbeit war die dreidimensionale Strukturanalyse und Untersuchung des
Verhaltens des Peptaibols Alamethicin (Alm) in Biomembranen.

Zu diesem Zweck sollte die in der Arbeitsgruppe um Prof. Ulrich verwendete
Methode der *°F-Festkérper-NMR angewandt werden. Es sollte zuerst eine Strategie
der infrage kommenden Positionen zur Substitution mit einer fluorierten Aminoséure
erarbeitet werden. Aussagekréftige Ergebnisse der raumlichen Orientierung dieses
Peptaibols (1, p, Smol) in einer Membran erhalt man bei Gewinn von mindestens vier
unabhangigen NMR-Parametern.

Da Alm einen hohen Anteil an der Aminosaure Aib enthalt, wurde das Fs-Analogon
des Aib, das Trifluormethylalanin (TfmAla) als molekulare NMR-Sonde gewéhlt. Es
sollte eine chemische Synthese der selektiven '°F-Markierung an mehreren
Positionen des Alm ausgearbeitet und etabliert, die vollstandig synthetisierten Alm-
Analoga aufgereinigt und charakterisiert werden. Die in Zwischenschritten
entstehenden Epimere sollten getrennt und identifiziert werden.

Um zu gewahrleisten, dass das modifizierte Peptid seine Funktion und Struktur durch
die Einfihrung einer Fluormarkierung im Vergleich zur nativen Form beibehalt,
mussten funktionelle Tests (Hamolyse, minimale Hemmkonzentration) sowie
qualitative Sekundarstrukturanalysen (CD) durchgefuhrt werden.

Die somit charakterisierten Alm-Analoga sollten dann in Modellmembranen unter
verschiedenen Bedingungen (Variation des P/L-Verhéltnis, Temperatur,
Phospholipidkomposition) via °F-Festkérper-NMR untersucht, die relevanten
Parameter t,p und Sy ermittelt und Riuckschlisse auf die Orientierung und Dynamik
des Alm gezogen werden.

Abschlie3end sollten die Ergebnisse in Beziehung mit vorhandenen Modellen gesetzt

und diskutiert werden.



27

3 Materialien und Methoden

3.1 Verwendete Materialien

3.1.1 Verwendete Chemikalien

1,4-Dioxan

AN

CAIBE

CDCl;

CHCI;

Cholesterol

DCM

Diethylether
DIPEA

DMF

DMPC

DMSO

DMSO-d°
Essigsaure
Essigsaureanhydrid
Ethanol
Ethylacetat
Fmoc-Aib-OH
Fmoc-Ala-OH
Fmoc-GIn(Trt)-OH
Fmoc-Glu(OtBu)-OH
Fmoc-Gly-OH
Fmoc-Leu-OH
Fmoc-Pro-OH
Fmoc-Val-OH
H-Aib-OH
H-Ala-OtBu-HCI
H-Aib-OtBu-HCI
HATU

hauseigene Chemikalienausgabe
Fischer

Merck
Sigma-Aldrich
Merck

Avanti Polar Lipids
Merck

Merck

IRIS Biotech
Merck

Avanti Polar Lipids
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Roth

Fluka

Merck

Merck
Novabiochem
Novabiochem
IRIS Biotech

IRIS Biotech
Novabiochem
Novabiochem
Novabiochem
Novabiochem
Acros

Bachem

Bachem

Novabiochem
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HCI

Hexan

H-Gly-OtBu-HCI
H-L-Phe-ol-2CI-Chlorotrityl-Harz
HOBt

Isopropanol

Kieselgel 60
Kuper-(Il)-acetat monohydrat
Methanol

NEM

NMP
N,N-Di-n-propyl-L-alanin
Pd/C-Katalysator
Phenol

Piperidine

POPE

Pyridin

TCTU

TFA

TFAA

TFE

THF

TIS

Triethylamin

3.1.2 Verwendete Gerate

3.1.2.1 RP-HPLC

Roth

Merck
Bachem

IRIS Biotech
IRIS Biotech
Merck

Merck
Sigma-Aldrich
Fischer

Fluka

Merck
Sigma-Aldrich
Merck
Riedel-de-Haén
Roth

Avanti Polar Lipids
Fluka

IRIS Biotech
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Acros
Sigma-Aldrich
Fluka

Zur Uberprufung und Aufreinigung der Peptide wird eine HPLC-Anlage der Firma

Jasco verwendet. Diese besteht aus zwei praparativen Pumpen 2087-PU, einem

Hochdruckmischer 2080-DHD, einem Saulenthermostaten der Firma Dionex TCC-

100, einem Diodenarray-Detektor MD-2010, einem Injektor der Firma Rheodyne und

eienr Jasco-Steuerbox LC-NET

Zur Steuerung dieses Systems wird die

mitgelieferte Software benutzt. Als RP-HPLC-S&ulen werden verwendet: Vydac® C18
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(analytisch, Typ-Nr.: 218TP54) und Vydac® C18 (semi-praparativ, Typ-Nr.:
218TP1020).

3.1.2.2 Massenspektrometrie

Fur die massenspektrometrische Charakterisierung wurde je nach Verflugbarkeit das
hauseigene Massenspektrometer im FAB-Modus oder das MALDI-TOF-
Massenspektrometer der Firma Bruker Daltonics des Arbeitskreises Richert (Institut

fur Organische Chemie, Universitat Karlsruhe) verwendet.

3.1.2.3 NMR-Messungen

Die hochaufgelosten NMR-Messungen wurden in Karlsruhe an den hauseigenen
NMR-Spektrometern, die Festkdrper-NMR-Messungen an einem 500 MHz Bruker
Avance lI-Spektrometer durchgefuhrt. Die benutzte Software war Topspin-NMR 1.3.
Zur Aufnahme der 3'P-Festkorper-NMR-Spektren wurde ein Tripelresonanz-
probenkopf (*H/X/Y) der Firma Bruker, fiir die °F-Festkdrper-NMR-Spektren ein
Flachspulprobenkopf von Doty Scientific. Die zu messende Probe kann manuell im
Probenkopf gedreht werden, so dass NMR-Messungen der Probe bei
unterschiedlichen Winkeln (vertikal und horizontal zum Magnetfeld) aufgenommen
werden kdnnen.

Die zur NMR-Probenherstellung verwendeten Glasplattchen stammen von

Marienfeld Glasware.

3.1.2.4 CD-und OCD-Messungen

Die CD-Messungen wurden an einem Spektrometer J-810 der Firma Jasco
gemessen. Fir die OCD-Messungen wurde ein umgebautes Spektrometer derselben

Firma verwendet.
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3.2 Verwendete Methoden

3.2.1 Festphasenpeptidsynthese

3.2.1.1 Allgemeine Beschreibung der Peptidsynthese an fester Phase

Der systematische Aufbau eines Peptides in heterogener Phase an einem
unléslichen polymeren Trager (dem so genannten Harz) wurde 1963 erstmalig von

Merrifield®® vorgestellt. Das Prinzip dieser Vorgehensweise ist in Schema 1 illustriert.

Anbringen der
e e

rsten Aminosaur o

Y on - . Yo _tmar |
1 Rl
R 1 ‘

\

> Entschitzen der
N-terminalen Schutzgruppe

%
il

Wiederholung der Entschiitzen- und -
Kupplungsschritte bis endgiiltige
Sequenz aufgebaut ist

Kupplung mit ﬁ)k
aktivierter Amlnosaure

2
T o ime -Q
o R!
\

X = temporéare a-Aminoschutzgruppe

Y = semi-permanente Seitenschutzgruppe Entschiitzen der Aminofunktion
A = Aktivierungsgruppe der Carboxyfunktion H N)ﬁ( %OH Entfernen der Seitenschutzgruppen
O = unldsliches Harz Abspaltung von der Harz-Matrix

\

Schema 1: Darstellung der sequenziellen Fesphasenpeptidsynthese (SPPS, solid phase peptide
synthesis).
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Zuerst wird die C-terminale Aminosaure 1 des Zielpeptides an den so genannten
Linker Gber deren Carboxyfunktion an das Harz angebracht (der Linker stellt hierbei
die Verbindung zwischen dem Harz und der Aminoséaure dar). Zu beachten ist, dass
die a-Aminofunktion der Aminogruppe mit einer temporaren Schutzgruppe und alle
weiteren funktionellen Gruppen innerhalb der Aminosaure mit orthogonalen
Schutzgruppen  (Seitenschutzgruppen) geschitzt sind. Eine  orthogonale
Schutzgruppe muss gegentber den Bedingungen, die wahrend der gesamten
Synthese herrschen, stabil sein, wohingegen die temporare Schutzgruppe selektiv
vor jedem Knupfungsschritt mit der darauf folgenden Aminosaure 2 entfernt werden
muss. Anschlieend erfolgt die Knupfung einer Peptid-Bindung mit einer ihrerseits
orthogonalen und temporar geschitzten Aminosdure 2. Dieser als Kupplung
bezeichnete Schritt erfolgt entweder Uber die preaktivierte oder uber die in situ
gebildete reaktive Spezies der in Lésung befindlichen Aminosaure 2.

Durch Wiederholen der eben beschriebenen Schritte wird die endgtiltige Sequenz
aufgebaut, die temporare Schutzgruppe final entschitzt und das Peptid von dem
Harz, im Idealfall unter gleichzeitiger Entfernung der semipermanenten
Seitenschutzgruppen, endgiiltig abgespalten.

Somit erfolgt die Synthese auf chemischen Weg vom C-Terminus zum N-Terminus
der Aminosaurensequenz, entgegengesetzt zur Biosynthese. Die Festphasen-
synthese hat gegeniber der Synthese in Losung den Vorteil, dass durch Ablassen
der Reaktionslosung und Waschen des Harzes die teilweise recht aufwéndigen
Reinigungs- und Aufarbeitungsschritte, welche bei der Synthese in Lésung notig
sind, vermieden werden kdnnen. Hinzu kommt, dass wahrend der SPPS mit einem
Uberschuss an Aminosaure 2 und Kupplungsreagenz gearbeitet wird, um das
Reaktionsgleichgewicht so weit wie moglich auf die Produktseite zu verschieben. Der
Nachteil der SPPS liegt in dem kumulativen Effekt von unvollstandigen Kupplungen.
Dadurch entstehen Abbruchpeptide, die die Ausbeute des Zielmolekils reduzieren
und dessen Aufreinigung durch chromatographische Methoden erschweren kdonnen.

3.2.1.2 Peptidsynthese

Die Peptidsynthesen an fester Phase wurden manuell durchgefiihrt. Bei der
Durchfiuhrung der Synthesen wurde das von Fields und Noble eingefihrte

Standardprotokoll fiir Fmoc-Peptidchemie® verwendet. Dabei wird das basenlabile

70,71

Fmoc als temporére N-a-Schutzgruppe sowie die saurelabilen tBu und Trityl’? als
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dazu orthogonale Seitenschutzgruppen verwendet (Prinzip: siehe Schema 1). Alle
Losungsmittel wurden vor Gebrauch mindestens 45min entgast. Zwischen jedem
einzelnen Syntheseschritt wurde das Harz vier bis finfmal mit DMF gewaschen. Im

Folgenden werden die einzelnen Schritte néher beschrieben.

3.2.1.3 Entschitzen

Das Entfernen der Fmoc-Gruppe wird normalerweise durch Zugabe von 20-25% (v/v)
Piperidin in DMF fir 30min zum Harz erreicht. Der entscheidende Schritt ist die
Deprotonierung des Fluorenylringes unter Ausbildung des Dibenzofulvens und CO..
Die Reaktion wird im Falle der manuellen Synthese mittels Kaiser-Test (Kapitel
3.2.1.5) verfolgt. Ist die Dauer des Entschiitzungsprozess nicht ausreichend, wird die
beschriebene Prozedur so oft wiederholt, bis sich das entsprechende Ergebnis
einstellt. In sehr schwierigen Fallen wird eine Mixtur von 2% (v/v) DBU und 2% (v/v)
Piperidin in DMF verwendet.

3.2.1.4 Kupplung

Die verwendeten Kupplungsreagenzien fir SPPS sowie Fragmentkondensation an
fester Phase und deren stdchiometrischen Verhaltnisse wahrend der Synthesen sind
in Tabelle 3.1 zusammengefasst. Die Vollstdndigkeit der Kupplung wird in der
manuellen Synthese mittels Kaiser-Test verfolgt.

Tabelle 3.1: Verwendete Aquivalente wahrend der SPPS und Fragmentkondensation beziiglich der
Beladung der Harzes mit dem Startaminoalkohol.

Kupplungsreagenz System Bedingungen

Fmoc-AA-OH/HATU/DIPEA = 3/3/6,

DMF als Losemittel, 3h Reaktonszeit

HATU SPPS

. flluoriertes Tripeptid/HATU/DIPEA =
Fragmentkondensation der
HATU ) . ) 1,2/1,2/2,4
fluoriertenTripeptide ) ] )
DMF als Losemittel, 12h Reaktionszeit
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3.2.1.5 Kaisertest

Der Kaisertest’® dient zur Detektion von freien primaren Aminofunktionen. Mit ihm
kann semiquantitativ Uber eine Farbreaktion der Erfolg der Kupplungsreaktion (keine

freie Aminofunktion) und der Entfernung der N-a-Schutzgruppe Uberprift werden.

Herstellung der Losungen :

Unter Erwéarmen werden 2 g flissiges Phenol in 0,5 ml Ethanol geldst. Eine zweite
Losung mit 13 mg KCN wird in 20 ml Wasser angesetzt, davon werden 20 ul in 980
ul Pyridin gegeben. Anschliel3end werden 100 pul der Phenol/Ethanol-L6sung zu der
Mixtur aus Pyridin und KCN-L6sung gegeben und die Mischung als Kaiser-Lésung A
bezeichnet. Kaiser-Lésung B wird durch Losen von 1 g Ninhydrin in 20 ml trockenem

Ethanol erhalten.

Durchfiihrung:

In einem 2 ml Reaktionsgefal? werden jeweils zwei Tropfen der Lésungen A und B
gegeben. Nach Zugabe von mindestens sechs Kiigelchen des Harzes wird die
Losung fur zwei Minuten auf 120°C erhitzt. Eine Blaufarbung ist ein Indikator fur eine
freie primare Aminofunktion, wahrend eine gleich bleibend gelbe Losung als Indiz fur

deren Abwesenheit gilt.

3.2.1.6 Standard-Abspaltungs-Prozedur

Zu dem mit Methanol gewaschenen und im Vakuum getrockneten Harz wird far
viermal 10min die Abspaltungs-Losung TFA/DCM/H,O/TIS im Verhaltnis
45/50/2,5/2,5 (viviviv) (20 ml Losung/g Harz) gegeben und gelegentlich geschiittelt.
Nach Ablauf der Zeit wird das Harz abfiltriert und mit DCM gewaschen. Das Filtrat
und die Waschlésung werden vereinigt und im N»-Strom verdampft. AnschlieRend
wird das Rohpeptid in kaltem Diethylether préazipitiert und 1 h bei 4°C gelagert. Der
Niederschlag wird abzentrifugiert, von der uberstehenden Ldsung befreit, in einem
Gemisch von Acetonitril und Wasser im Verhaltnis 1/1 (v/v) aufgenommen und
lyophilisiert. Die somit erhaltenen, pulverférmigen Rohpeptide werden dann weiter
mittels RP-HPLC aufgereinigt.
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3.2.2 RP-HPLC-Analyse

3.2.2.1 Aufreinigung der Peptide

Fur die chromatographische Aufreinigung werden standardmafRig Acetonitril und
Wasser in einem Verhaltnis von 9/1 (v/v, Lésung A) bzw. 1/9 (v/v, Lésung B)
verwendet. Als lonenpaarreagenz dient 5 mM HCI anstatt der Ublichen TFA, um
einen Hintergrund wahrend der *°F-Festkorper-NMR-Messungen zu vermeiden. In
Tabelle 3.2 sind die beiden verwendeten Gradienten fir die analytische und

semipraparative RP-HPLC zusammengefalit.

Tabelle 3.2: Verwendete RP-HPLC-Gradienten zur Aufreinigung und Bestimmung der Reinheit der
Peptide.

Analytische RP-HPLC Semipraparative RP-HPLC
Temperatur [°C] 35 35
FluBrate [ml/min] 15 6,0
Menge der . .
) ) 5mg des Rohpeptids in 1ml Laufmittel
aufgegeben nicht bestimmt
A unb B (2/3)
Substanz
Zeit [min] Losung A [%] Zeit [min] Lésung A [%]
0,0 95 0,0 50
15 95 3,0 50
Gradient 16.5 5 90 5
17,5 5 10,5 5
18,5 95 11,5 50
20,0 95 13,0 50

Die gesammelten HLPC-Fraktionen wurden eingefroren und lyophilisiert. Das
erhaltenen weiRe Pulver wurde mittels FAB- oder MALDI-TOF-Massenspektroskopie

identifiziert und nochmals tber analytische RP-HPLC auf seine Reinheit Gberpruft.

3.2.2.2 RP-HPLC mit chiralem Eluenten

Zur ldentifikation der Stereochemie des TfmAla, inkorporiert in die Tripeptide, wurde
eine analytische RP-HPLC mit einem chiralem Eluenten bei 20°C und 1ml/min
FluBrate an einer C18-Séaule durchgefuhrt.

Die chirale mobile Phase bestand aus Triethylamin (0,20 g/l) Kupfer-(Il)-
acetateMonohydrat (0,39 g/I) und N,N-Di-n-propyl-L-alanin (0,68 g/l) in Wasser
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geldst, welche dann durch Zugabe mittels 1M wassriger Essigsaure auf pH=5,15
gebracht wurde”.

Die Tripeptide bzw. die Referenzsubstanzen (siehe Kapitel 4.2.2) wurden jeweils in
einer Konzentration von 1,00 g/l (Tripeptide 4a-c) bzw. 0,30 g/l (Referenzen) mittels 6
M HCI bei 110°C fur 24 h hydrolysiert. Somit wurde daflr gesorgt, dass die
Tripeptide gespalten und die Fmoc-Schutzgruppe entfernt wurde. Weiterhin liegen
unter diesen Bedingungen alle vorhandenen Aminosauren in ihrer N- bzw C-terminal
freien Form als Chloride vor. Diese Losungen wurden eingefroren und lyophilisiert.
Die resultierenden Feststoffe wurden in 1 mL der chiralen Phase geldst, 20 uL davon
auf die HPLC aufgegeben und die Chromatogramme bei einer Wellenlange von 280
nm verfolgt. Durch Vergleich der Retentionszeiten der Referenzen mit den
entsprechenden Tripeptiden erfolgte dann die eindeutige Zuordnung (siehe Kapitel
4.2.2).

3.2.3 Massenspektrometrie

Die zu untersuchenden Proben wurden entweder mit einer Matrix von a-Cyano-4-
hydroxyzimtsdure (CHCA) in AN/H,O (1:1, v/v) oder mit 2,5-Dihydroxybenzoesaure
(DHB) in 50 %Vol. AN, 49,9 %Vol., H,O und 0,1 %Vol. TFA auf dem rostfreien Stahl-
.rarget” co-kristallisiert.

3.2.4 Festkorper-NMR-Spektroskopie

Die mechanisch auf Glasplattchen orientierte Proben fir die Festkoérper-NMR-
Experimente wurden wie folgt prapariert>.

Zuerst wurde die Peptid-Lipid-Mixtur, in gewtnschtem molaren Verhaltnis
zueinander, in Methanol/Chloroform in einem Verhéltniss von 1/1 (v/v) kosolubilisiert
und auf diinne Glasplattchen (0,08 x 7,5 x 18 mm?® aufgetragen (20 pl pro
Blattchen). Der entstandene Membranfilm wurde Gber Nacht im Vakuum getrocknet.
Die Glassplattchen konnten dann gestapelt und in einer Atmosphére Uber gesattigter
K>SO, —L6sung bei 48°C fur 2 Tage hydratisiert (ergibt eine relative Luftfeuchtigkeit
von 98%) werden. Zum Schutz vor Austrocknung wurde der Stapel in Parafilm und
Polyethylenfolie eingewickelt, um einen gleich bleibenden Hydratisierungsgrad der

Probe zu gewahrleisten.
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Zur Messung der 3'P- und *°F-Festkorperspektren wurden etablierte Pulssequenzen
verwendet*® . Als Referenzsubstanz der *°F-Signale diente eine 10mM wéssrige

Lésung von 1 M NaF mit einer chemischen Verschiebung von & = -119,5 ppm*.

3.2.5 Strukturmodelle zur Bestimmung der Orientierung von

membranaktiven Peptiden

3.2.5.1 Bau der Modellstruktur und Standardorientierung

Mit Hilfe der Software MOLMOL’® kann nach der Eingabe der Sequenz des AIm die
entsprechenden Sekundarstrukturen durch manuelle Angabe der dihedralen Winkel
eingestellt werden. Fur eine a-Helix wurden die Winkel ¢=-57° und y=-47°, fir eine
310-Helix die Winkel ¢=-50° und wy=-27° verwendet. Daflr mussten zuerst die
Aminosauren Aib, Pheol und (R/S)-TfmAla in MOLMOL implementiert werden. Als
Quellen dienten hierzu fur Aib und Pheol die 6ffentlich zugangliche Seite der PDB-
Datenbank (http://www.rcsb.org). Fur die Enantiomere des TfmAla wurden
Koordinaten einer bekannten Kristallstruktur genutzt’’.

Fur jede substituierte Seitenkette (an Postition 5, 10 und 16 jeweils beide
Enantiomere des TfmAla) wurden entsprechende Helixmodelle erstellt, welche
anschlieBend mittels des Programms COSMOS’™ geometrieoptimiert wurde, die
Kristallstruktur ist nicht optimiert worden. Eine graphische Darstellung der ¢- und -
Winkel der jeweiligen Modellstrukturen ist in Abbildung 3.1 dargestelit.

Die so erstellten fluorierten Alm wurden, um die Ergebnisse vergleichbar zu
gestalten, in ihrer Position normiert. Die Helixachse wurde in der so genannten
Standardorientierung entlang der Z-Achse (C-Terminus in positive Z-Richtung), das
C“%-Atom an Position 12 (Leu) in Richtung der X-Achse ausgerichtet.

Die entsprechenden Drehungen wurden mit Hilfe eines schon vorhandenen
Programmes ,Axis* (siehe Anhang 10.2) berechnet und in dem
Molekulvisualisierungsprogramm MOLMOL umgesetzt. Aus den resultiernden PDB-
Dateien konnten dann die Koordinaten der substituierten Seitenketten (genauer das

C”— und CPFs-Atom der TfmAla-Aminosaure) extrahiert werden.
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Abbildung 3.1: Ramachandran-Diagramme der jeweiligen geometrieoptimierten Helixmodelle der
Alm-Derivate und Srukturmodell (A-C) in Standardorientierung (hydrophile Seitenketten dick
gekennzeichnet). Die Z-Achse weist aus der Papierebene heraus, das Kreuz kennzeichnet die
Aminosaure Leul2. Die Kristallstruktur (C) wurde nicht geometrieoptimiert. Der Hintergrund der
Ramachandran-Diagramme stellt eine statistische Auswertung der gefundenen dihedralen Winkel von
Proteinen (Kristallstrukturen) dar (Funktion implementiert in MOLMOL).
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3.2.5.2 Orientierungsberechnung der Alamethicin-Modelle

Die Peptidorientierung wird durch systematisches Kippen und Rotieren lber den
gesamten Raum der generierten Modelle und der Bestimmung der Fehlerfunktion >
aus den vorhergesagten und experimentellen Werten ermittelt. Dafir wurde im
Rahmen einer Dissertation’ ein Mathematica-Notebook (siehe Anhang 10.3)
entwickelt, welches alle weiteren Rechenschritte durchfihrt. Als Eingabe zur
Berechnung wird die ermittelte Dipolkopplung und die Koordinaten der
Dipolkopplungsachse (entspricht der C-CFz-Achse) benétigt. Zur graphischen
Darstellung der erhaltenen Lésung kdnnen die resultierenden Winkel als Drehbefehle
direkt in MOLMOL an einem standardorientertem Alm-Analogon (Abbildung 3.2)

eingegeben und visualisiert werden.

\i_iu.

P

Abbildung 3.2: Darstellung eines standardorientierten fluorierten Alm (A) und gedrehtes und
gekipptes Alm-Analogon (B) in orienteirter Lage zum externen Magnetfeld B, (welches bei horizontaler
Probenanordnung mit der Z-Achse identisch ist). Aus Symmetriegriinden gilt fir z= 0-90°, p gilt fur 0-
180°.
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3.2.6 CD-und OCD-Spektroskopie

3.2.6.1 Allgemeines

Mithilfe der Zirkulardichroismus (CD)-Spektroskopie lassen sich auf sehr schnelle
und einfache Weise globale Aussagen Uber die Sekundarstruktur eines Peptids oder
Proteins treffen. Aus dem gemessenen CD-Spektrum eines Peptids konnen die
enthaltenen fraktionalen Anteile an Sekundarstrukturelementen wie o-Helix, -
Faltblatt, p-Schleife oder unstrukturierte Anteile (,random-coil®) quantitativ ermittelt
werden. Dies geschieht Uber computergestitzte Programme mit verschiedenen
mathematischen Algorithmen, welche durch Vergleich des gemessenen Spektrums
mit CD-Spektren von Referenzproteinen deren Sekundarstruktur z.B. durch
Rontgenstrukturanalyse genau bekannt ist, den Gehalt an den einzelnen
Strukturelementen im strukturell unbekannten Peptid berechnen.

Die Methode beruht darauf, das chirale Molekile links-circular und rechts-zirkular
polarisiertes Licht unterschiedlich stark absorbieren, d.h. ihre Extinktionskoeffizienten
sind unterschiedlich grof3. Linear polarisiertes Licht kann man als Summe zweier,
gegenlaufig um die Ausbreitungsrichtung mit gleicher Frequenz rotierender, zirkular
polarisierter E-Feldvektoren (e und egr) betrachten. Nach Durchgang dieses
polarisierten Lichtes durch eine optisch aktive Probe andert sich aufgrund der
unterschiedlichen Absorption in der Probe die Polarisation des austretenden Strahls
zu elliptisch polarisiertem Licht. Ein CD-Spektropolarimeter liefert als MessgréfRe die

Elliptizitat ® [mdeg], welche durch folgende Gleichung definiert ist:

©® = arctan (b/a). <11>
b = kleine Achse der Ellipse, a = grol3e Achse der Ellipse

Fur die quantitative Sekundarstrukturelementbestimmung von Proteinen wird als
Einheit im CD-Spektrum meist die mittlere molare Elliptizitdt pro Aminosaurerest [0]
[deg cm? decimol™] angegeben, bei der die Elliptizitat auf die molare Konzentration
und die Schichtdicke der Probe normiert ist. Eine weitere oft benutzte Einheit ist der
molare zirkulare Dichroismus Ae, welcher direkt die Differenz ¢ -er der beiden
molaren Extinktionskoeffizienten fur links und recht zirkular polarisiertes Licht angibt.

Diese sind wiederum selbst abhangig von der Wellenl&nge des eingestrahlten Lichts.
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Die mittlere molare Elliptizitdt pro Aminoséaurerest [0] und der molare zirkulare
Dichroismus Ag lassen sich an Hand der einfachen Gleichung

[0] = 3298 « Ae <12>
ineinander umrechnen. Abbildung 3.3 zeigt fur das jeweilige reine
Sekundarstrukturelement charakteristische Spektren, welche durch mathematische
Algorithmen aus Referenzspektren strukturell bekannter Proteine berechnet wurden.
Die Unterschiede der in Abbildung 3.3 dargestellten CD-Spektren kommen vor allen
Dingen durch die jeweils unterschiedliche rdumliche Anordnung und spezifischen

Kopplungen der partiellen n-Systeme der Peptidbindungen zustande. Dabei werden

elektronische n>n* und n->7* Ubergange beobachtet.
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Abbildung 3.3: Charakteristische CD-Spektren fur die jeweiligen reinen Sekundéarstrukturelemente:
a-Helix (durchgezogene Linie), f-Faltblatt (langgestrichelte Linie), #-Schleife (gepunktete Linie), Poly-
Prolin-Helix (gekreuzte Linie), ungeordnete Struktur (kurzgestrichelte Linie).

Die Starke der Absorption dieser Ubergange hangt bei gerichteten Proben, wie sie
z.B. beim Einbau von Peptiden in orientierten Lipidmembranen auftreten, auch vom
Winkel des eintreffenden elektrischen Feldvektors zur Richtung der
Ubergangsdipolmomente  von  Peptidbindungen im  jeweiligen  Sekundar-
strukturelement ab. Dieses Phanomen wurde bereits 1956 fir die a-Helix

vorhergesagt und man macht sich diesen Effekt bei der Orientierten



41

Zirkulardichroismus-Spektroskopie (OCD, von oriented circular dichroism) zunutze.
Es kann dadurch sehr leicht eine transmembran orientierte a-Helix (I-state, inserted
state) von einer flach auf der Oberflache liegenden a-Helix (S-state, surface state) in
einer entsprechend orientierten Modellmembranprobe unterschieden werden. Die
nachstehende Tabelle 3.3 fasst die relevanten Absorptionsbanden und die
dazugehorigen elektronischen Ubergange zusammen, Abbildung 3.4 illustriert die

OCD-Spektren einer orientierten Probe zur Membran.

Tabelle 3.3: Typische Banden einer orientierten a-Helix,modifiziert ibernommen®.

Art des elektronischen Art der Wellenlange der Vorzeichen der Linienbreite
Ubergangs Orientierung Bande [nm] Amplitude [nm]
n->n* S-State 222,3 negativ 12,9
n->mn* I-State 2249 negativ 11,9
n>n* S-State 204,8 negativ 7,4
190,4 positiv 6,4
n>n* [-State 188,5 negativ 10,1
25 T - T ¥ T T T v T J T v
20 b | state -
S state A
----- Intermediate state .
§ - Fitting curve A
?
N
3]
=
—
Q
Z
-10
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Abt%i7ldung 3.4: OCD-Spektren der unterschiedlich orientierten Helices zur Membran, Ubernommen
von®'.

Man erhélt eine Uber die Zeit gemittelte Summe aller Sekundarstrukturen und deren

Orientierung in einer Lipid-Doppelschicht. Bei Vorliegen von weitgehend helikalen
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Peptiden lasst sich mit Hilfe bekannter charakteristischer OCD-Spektren fiur |- und S-
state-Orientierung die Ausrichtung einer vermessenen Peptidprobe in der
Doppelschicht semi-quantitativ bestimmen. Verglichen mit der hochauflésenden
NMR-Spektroskopie geben die gerade beschriebenen CD-Methoden allerdings
wenig detaillierte Auskinfte Uber die lokalen Sekundarstrukturverhaltnisse eines
Peptides oder Proteins, bei der OCD-Spektroskopie existiert zudem bislang nur fir o-
helikale Peptide eine theoretische Basis. Dennoch ist die OCD-Methode eine
wertvolle komplementare Methode zur NMR, die globale Information zur
Sekundarstruktur und réumlichen Anordnung von Peptiden in orientierten
Membranen liefert, keine Isotopen-Markierung benétigt und eine deutlich hdhere
Sensitivitat als die NMR aufweist (Faktor 100-400 geringere Peptidmengen sind fur
eine Messung erforderlich).

In der Praxis wird die CD-Messung wie folgt realisiert. Gewohnlich strahlt man Licht
einer Xenonlampe mit Wellenlangen im fernen UV-Bereich von 180nm bis 260nm
ein. Das Licht wird zuerst Uber zwei dispersive Elemente (Prismen)
monochromatisch gefiltert und gleichzeitig linear polarisiert. Nach Durchlaufen von
weiteren Polarisationsfiltern erhdlt man monochromatisches, linear polarisiertes
Licht. Das links- und rechts-zirkular polarisierte Licht wird dann beim Durchlaufen
eines CD-Modulators (Quarzkristall dient als A/4-Verzégerungsplatte und
piezoelastisches Element) durch Anlegen eines 50 kHz-Wechselfeldes alternierend
generiert. Ein Photomultiplier hinter der chrialen Probe misst die Absorption des
links- und rechts-zirkular polarisierten Lichts. Die hieraus berechnete Elliptiztat ®

gegen die Wellenlange aufgetragen ergibt das CD-Spektrum der Probe.

3.2.6.2 Probenvorbereitung

a) CD-Proben: Von jedem zu vermessenen Peptid wurde eine geniigend grosse
Menge eingewogen, um 0,5 ml einer 25-40 uM LoOsung in TFE/10 mM
wassrigem Phosphatpuffer (1/1, v/v) zu erhalten. 270 pl einer dieser Lésung
wurde in eine Quartzkivette mit einer Weglange von 1mm gegeben und 3 CD-
Spektren bei 20°C gemessen, welche dann gemittelt wurden. Entsprechend
wurde mit einer Probe ohne Peptid verfahren, um den Hintergrund des

Losemittels zu subtrahieren. Ausgehend von diesen CD-Spektren konnte
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dann die Sekundarstrukturanteile mithilfe zweier Auswertealgorithmen
(CONTIN und CDSSTR) ermittelt werden.

b) OCD-Proben: Eine Mischung des Peptid/Lipid (5-10 pg Peptid auf 0,2 mg
DMPC), kosolubilisiert in einer Lé6sung von Methanol und Chloroform 1/1 (v/v),
wurden auf einem Quartzglasfenster aufgebracht. Die Probe wurde zuerst an
Luft, danach im Vakuum fur 4h getrocknet. Die trockene Probe konnte dann in
die Messzelle eingebaut werden, wo diese Uber einer gesattigten K,SO;-
Losung bei 98% relativer Luftfeuchtigkeit Gber Nacht hydratisiert wurde. Die
Probe wurde unter acht verschiedenen Winkel gemessen, um eventuell
vorhandene Artefakte durch eine zu inhomogene Verteilung des DMPC zu

reduzieren. Auch diese Messungen wurden dreimal wiederholt.

3.2.7 Antimikrobielle Untersuchungen

3.2.7.1 Prinzip

Das Prinzip der Methode beruht auf einer schnellen Herstellung einer breiten
Konzentrationsreihe fiir ein bestimmtes Antibiotikum und der Uberprifung dieser
Reihe auf das mikrobielle Wachstum. Die Verwendung der 96-Well-Platten erlaubt
beim Arbeiten in einer Dimension eine Mehrfachbestimmung der Analyse. Dabei wird
eine Konzentrationsreihe des Antibiotikums hergestellt. Anschliel3end wird die Platte
mit einer Bakterienkultur versetzt und Uber Nacht inkubiert. Nach der Inkubation
deuten die Kulturen mit einer Tribung auf das bakterielle Wachstum hin. Eine
hinreichend grol3e Konzentration des Antibiotikas fuhrt zur Hemmung des
Wachstums, die Trubung bleibt aus. Daher kann die Platte visuell ausgewertet

werden.

3.2.7.2 Ermittlung der minimalen Hemmkonzentration

Die folgenden Arbeiten wurden unter sterilen Bedingungen durchgefihrt.

Um eine Vorkultur zu erhalten, wurden 10 ml LB-Medium in ein sterilisiertes
Kulturk6lbchen gegeben und mit einer Cryo-Kultur versetzt. Diese wurde tber Nacht
bei 37 C° inkubiert. Aus dieser wurde wie folgt eine Stammkultur hergestellt: 50 pL
der Vorkultursuspension wurden entnommen und in der Kivette mit 450 uL LB-
Medium verdinnt. Mit Hilfe des Spektralphotometers wurde der ODsso — Wert der

Verdinnung ermittelt. Die Verdunnung fir die Stammsuspension wurde dabei so
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gewahlt, dass der ODssp — Wert 0,200 fur Gram-positive (Kocuria, Micrococcus,
Bacillus) und 0,125 fur Gram-negative Bakterienstdimme (Acinetobacter, E.coli K12,
E.coli DH5a) betrug. Dazu wurde die Vorkultursuspension nach folgender Formel

verdinnt:

ODss (St) V (St)
V (VK) = X <13>
ODsso (VK Verdunnung)  VF (VK Verdunnung)

V (LB) = V (St) - V (VK)

V (VK) = Volumen der Vorkultursuspension

ODsso (St) = der gesuchte ODssp—Wert der Stammsuspension

ODsso (VK Verdinnung) = ODsso—Wert nach der Verdinnung der Vorkultur
V (St) = Gesamtvolumen der Stammsuspension

VF = Verdinnungsfaktor der Vorkultursuspension

V (LB) = Volumen des LB-Mediums

Die entsprechenden Mengen an LB-Medium und der Vorkultursuspension wurden in
ein Reaktionsgefal3 vorgelegt.: Danach wurde die Stammkultursuspension mit
salzfreien LB-Medium hundertfach (1:99) zur Inkubationssuspension verdinnt. Es
wurde dabei berucksichtigt, dass pro 96-Well-Platte 5 ml der Inkubationssuspension
gebraucht werden. Das salzfreie LB-Medium wurde folgendermaf3en hergestellt:

5,0 g Trypton und 2,5 g Hefeextrakt wurden abgewogen, in die 500 ml Kulturflasche
Uberfuhrt und mit 500 ml bidestilliertes Wasser versetzt. Der pH-Wert von 7,4 wurde
mittels 2M NaOH bei 25°C eingestellt und anschlieend im Autoklaven sterilisiert.
Die Stammlésungen fir einen Mikrotiter-Test betrugen das Vierfache der
Endkonzentration (in der 96-Lochplatte). Als Losungsmittel fir das Peptid wurde
dabei EtOH/H,0 (1:1, v/v) verwendet. Die 96-Well-Platte wurde mit 20 pl LB-Medium
pro Probenbehalter beflllt. Eine Reihe diente als Negativkontrolle (keine
Bakterienkultur), eine weitere als Positivkontrolle (kein Peptid), um Verunreinigungen
mit weiteren Bakterien oder ein Absterben aller Bakterienkulturen durch
Fehlbehandlung auszuschlieRen. In den verbleibenden Reihen wurde eine

Verdunnungsreihe hergestellt. AnschlieRend wurde Uber Nacht bei 37 °C im
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Brutschrank inkubiert. Nach der Inkubation erfolgte eine visuelle Auswertung der
Platten. Eine entstandene Tribung in den einzelnen Probenbehéltern zeugte von
bakteriellem Wachstum. Die letzte Gruppe mit mehr als 50% der klaren Locher stellte

die Gruppe mit der minimalen Hemmkonzentration (MHK) des Antibiotikums dar.

3.2.7.3 Bakterielle Testkulturen

Acinetobacter sp.. DSM 586 DSMZ (Braunschweig)
Bacillus subtilis subsp. spizizenii DSM 347 DSMZ (Braunschweig)
Escherichia coli DH5a DSMZ (Braunschweig)
Escherichia coli DSM 498 (K12 ,wildtype®) DSMZ (Braunschweig)
Kocuria rhizophila DSM 348 DSMZ (Braunschweig)

3.2.7.4 Allgemeine Lésungen und Puffer

LB-Medium (fur die Vorkultur):
e 10 g Bacto-Trypton
e ( Hefeextrakt
e 10 g NaCl
e auf 1000 ml bidest. H,O auffullen, mit 2 M NaOH pH=7,4 bei 25°C einstellen

und sterilisieren

LB-Medium — salzfrei (fur den Mikrotiter-Test):
e 10 g Bacto-Trypton
e ( Hefeextrakt
e auf 1000 ml bidest. H,O auffillen, mit 2 M NaOH pH=7,4 bei 25°C einstellen

und sterilisieren

Puffer E (fur die Hamolyse):
e 0,2 g Tris (8 mM)
e 2,2 g NaCl (150 mM)
e auf 250 ml mit bidest. H,O auffillen und mit 6 M HCI pH=7,6 bei 4°C einstellen
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Puffer W (fur die Hamolyse):
e 0,29 Tris (8 mM)
e 2,2 g NaCl (150 mM)
e auf 250 ml mit bidest. H,O auffullen und mit 6 M HCI| pH=7,6 bei 37°C

einstellen

Puffer D (fur die Hamolyse):
e 90 ml Puffer W + 10 ml DMSO
e (Tris 7,2 mM; NaCl 135 mM; DMSO 10%Vol.)

3.2.8 Hamolyse-Test

3.2.8.1 Prinzip

Zur Untersuchung der toxikologischen Aspekte des Peptids wurde im Rahmen dieser
Arbeit Hamolyse-Tests durchgefiihrt. Verursacht das Peptid die Ruptur der Zellen,
wird Hamoglobin freigesetzt, dessen Menge photometrisch erfasst werden kann. 0,2
%Vol. Triton X-100 ergeben eine vollstandige Lyse der Zellen, die erhaltenen

Absorbtionswerte geben dabei 100% Hamolyse an.

3.2.8.2 Durchfuhrung

Die Durchfiihrung erfolgte analog der ausfiihrlich beschriebenen Methode® von

Serge Ruden.

Alle antimikrobiellen Untersuchungen sowie Hamolyse-Test wurden von Dipl.-Biol.

Serge Ruden am Forschungszentrum Karlsruhe durchgefihrt.
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4 Ergebnisse

4.1 Wahl der markierten Positionen und Synthesestrategie

Da als Ziel die strukturelle Untersuchung von Alm mittels °F-Festkérper-NMR steht,
mussen die fluorierten Aminosauren in der Art und Weise inkorporiert werden, dass
die signalgebenden Fluoratome das Peptidriickgrat reprasentieren. Dies beinhaltet

starren Sekundarstrukturelemente und ihrer intra-

molekularen Stabilisierung durch Wasserstoffbriicken'® 27,

die Bericksichtigung der
sowie der vermutete
Mechanismus der Insertion von Alamethicin in Membranen und die Ausbildung eines
Kanals®’.

In nebenstehender Abbildung 4.1 ist
eines von drei von Fox und Richards'®

kristallographisch bestimmten Alamethicin-

molekile das H-Briicken-Muster gezeigt (3 3,0~ und

Molekile pro Einheitszelle, Unterschiede ?1'23"2(8;

rihren hdchstwahrscheinlich von

intermolekularen Einfliussen innerhalb des _
Flexible

Kristalls her). Region

Rest O repréasentiert den acetylierten N-

Terminus, die beiden eingekreisten N

symbolisieren die Prolin-Reste. H-Brlcken

der a-Helix (i+4) Gberschneiden diagonal die

Vertikale, wahrend H-Bricken des Typs i+3, «-Helikal
(1>11)

also einer 3ip-Helix, die Vertikale horizontal
schneiden. Das Prolin an Position 2 flankiert

die a-Helix, Prolinl14 induziert einen Knick.

Mdgliche, naturliche Aib fir eine Substitution

mit TfmAla befinden sich in Position 1, 3, 5,
8, 10, 13, 16 und 17 (farbig markierte

Abbildung 4.1:

Wasserstoffbrickenbindungsmuster (iber-

Positionen).
Geht man nun die einzelnen Positionen der
Aib der Reihe nach durch, gelangt man zu

folgenden Aussagen:

nommen von Fox und Richards'. Die
naturlichen Positionen von Aib sind farbig
markiert, in grin sind die in dieser Arbeit
gewahlten Positionen  hervorgehoben.
Daneben ist eine schematische
Darstellung der als starr anzusehenden
Sekundarstrukturelemente abgebildet.
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e Position 1 und 3 sind, da sie am Ende der a-Helix sitzen, fir eine Markierung
nicht geeignet. Hier herrscht keine vollstandige Stabilisierung der
Sekundarstruktur Uber Wasserstoffbriicken.

e Position 5 und 8 sind stabilisiert, da sowohl ihre Stickstoffatome der
Amidgruppe als auch die O-Atome der Carbonylgruppe an H-Bricken
teilhaben (i+4) - geeignet fur Markierung.

e Position 10 ist teilweise stabilisiert, es kann keine H-Brickenbindung zu dem
an Position 14 stehenden Prolin ausbilden. Der Grund dafir liegt in dem von
Prolin induzierten Knick - teilweise geeignet fur Markierung.

e Position 13 liegt zu nahe an diesem Knick, eine Markierung an dieser Stelle
wirde das Peptidrickgrat nicht reprasentieren.

e Position 16 und 17 sind weniger geeignet, da die Umgebung nicht eindeutig a-
helikal oder 3jp-helikal ist. Gerade deswegen lohnt sich allerdings eine
Markierung.

Da zur vollstandigen Charakterisierung der Sekundéarstrukturelemente mittels Fest-
korper-NMR mindestens 4 unabhdngige NMR-Parameter (z.B. 4 markierte
Positionen) notwendig sind, stehen fur den a-helikalen Bereich des Alm die
Positionen 5, 8 und 10, fur den 3;0-helikalen Bereich die Positionen 16 und 17 zur
Verfigung. Wie in Schema 3 beschriebener Synthesestrategie zu entnehmen ist, fallt
das TfmAla in der (R)- und (S)-Konfiguration an, womit sich die zu markierenden
Positionen auf mindestens 2 reduzieren (2x2 Enantiomere). Um eine reprasentative
Verteilung der NMR-Sonden innerhalb des Molekils zu gewéahrleisten, wurden die
Positionen 5,10 und 16 fur eine Mutierung von Aib zu TfmAla gewahlt. Um die
resultierenden Spektren einfach zu gestalten und eine Stérung des Peptidriickgrates
zu vermeiden, wird jeweils nur eine fluormarkierte Aminosaure in das Alm eingebaut.
Weiterhin spielt die Zuganglichkeit von enantiomerenreinem TfmAla und die
schwierige Inkorporation in eine Peptidsequenz eine wichtige Rolle. Der Einsatz des
TfmAIa®® % 77 8L 82 i der Peptidsynthese gestaltet sich im Vergleich zu dem

%2 8386 noch dramatischer. Der Einfluss

bekanntermal3en schwierig zu kuppelnden Ai
der elektronenziehenden CF3;-Gruppe wirkt in hohem MalRe deaktivierend auf die
Aminofunktion der Aminosaure. Damit ist der nucleophile Angriff des TfmAla auf eine
aktivierte Carboxylgruppe erheblich erschwert. Die Schwierigkeit der Kupplung von
TfmAla (sowohl an C- als auch N-Terminus) erho6ht sich zusatzlich durch den

vergroRerten sterischen Anspruch der CFs-Gruppe. Betrachtet man die raumliche
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Ausdehnung der Trifluormethylgruppe nach Smart et al. als ahnlich einer Isopropyl-
gruppe®’, wird die sterische Hinderung deutlich. Vergleicht man beide Einflisse
miteinander, Uberwiegt der N-Terminal deaktivierende Effekt.

Da von einem razemischen Gemisch von Z-TfmAla-OH ausgegangen werden
musste, wird dieses zunéachst in orthogonalgeschiitzte Tripeptide eingebaut und die
sich ergebenden Epimere getrennt. Dieser Syntheseweg wurde von Koksch et al.®® in
verwandter Form etabliert und standardisiert (s. Kapitel 8.2).

Die Eckpunkte der Tripeptidsynthese sind:

Das TfmAla wird am C- und N-Terminus jeweils mit der entsprechenden
benachbarten Aminoséure in Losung gekuppelt. Die Kondensation am C-Terminus
erfolgt Uber in situ Aktivierung mit TCTU, die Kondensation am N-Terminus des
TfmAla wird Uber die Methode des gemischten Anhydrids durchgefiihrt. Als

69, 71, 87, 88

orthogonale Schutzgruppen werden Z, Fmoc und tBu verwendet. Der

Syntheseweg ist in Schema 2 dargestellt:

N-terminales

TCTU-vermittelte "
Ho 9 Q Kupplung H Q2 R Entschiitzen CHa CRay QO
o__N + HCI"HN _C+ o.__N /'\[(o NN\)k ><
R oH £ o Ty X n, TEO
o cFH o RL

o CF; Rl o

Z-TfmAla-OH H-AAL-OtBu- HCI Z-TfmAla-AAL-OBu H-TfmAla-AAL-OtBu

CF o O )CL R’ Anhydrid-vermittelte Q j\ R? u 9 R
CHs 3H J\[(OH Kupplung N o
N o N - s [e] N N
Nm %OX ’ H H cFH ><
T S SRt

H-TfmAla-AA-OtBu Fmoc-AA%-OH Fmoc-AAZ-TfmAla-AA%-OtBu
o Rr? o R C-terminales o R? o R!
Q )k H o Entschiitzen )J\ H OH
Lo N T K Y oy "
D o crf o D o cFH o
Fmoc-AA%-TfmAla-AAL-OtBu Fmoc-AA2-TfmAla-AAL-OH

Schema 2: Synthesestrategie zum Aufbau des Tripeptid.

Der Vorteil dieser Methodik liegt darin, das hierbei auf schon teilweise bekannte
Protokolle zuriickgegriffen werden konnte®* 8 Weiterhin konnte dadurch ein
sequenzieller Aufbau in der Festphasenpeptidsynthese vermieden werden, der auf
der Stufe des H-TfmAla-Peptids ein gréReres Problem (aufgrund stark

herabgesetzter Nucleophilie) dargestellt hatte.
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Der jeweilige Aufbau zu dem fluormarkierten Alm erfolgt Uber die sequenzielle
Kondensation an fester Phase (siehe Kapitel 3.2.1). Um mit der
Schutzgruppenstrategie der fluormarkierten Tripeptide kompatibel zu sein, wurde
auch hier Fmoc/tBu (oder Trt) als temporére bzw. semi-permanente Schutzgruppen
verwendet. Als Harz fir die SPPS wurde das extrem saurelabile Barlos-Harz® *
verwendet, um zu verhindern, dass durch die Bedingungen, welche wahrend der
Abspaltungs-Prozedur herrschen, die ebenfalls saurelabile Aib-Pro-Bindung®* 892 93
gespalten wird.

Basierend auf den oben genannten Argumenten sind folgende fluormarkierte Alm-

Analoga zu synthetisieren (die jeweiligen Tripeptide sind farbig hervorgehoben):

natives Alm als Vergleich:
1 5 10 15 20
Ac-Aib-Pro-Aib-Ala-Aib-Ala-GIn-Aib-Val-Aib-Gly-Leu-Aib-Pro- -Glu-GIn-Pheol

F.markierte Alm-Analoga:

e 5-(R&S)-TfmAla-Alm:
Ac-Aib-Pro-Aib-Ala-(R)-TfmAla-Ala-GIn-Aib-Val-Aib-Gly-Leu-Aib-Pro-Val-Aib-Aib-Glu-GIn-Pheol
Ac-Aib-Pro-Aib-Ala-(S)-TfmAla-Ala-GIn-Aib-Val-Aib-Gly-Leu-Aib-Pro-Val-Aib-Aib-Glu-GIn-Pheol

e 10-(R&S)-TfmAla-Alm:
Ac-Aib-Pro-Aib-Ala-Aib-Ala-GIn-Aib-Val-(R)-TfmAla-Gly-Leu-Aib-Pro-Val-Aib-Aib-Glu-GIn-Pheol
Ac-Aib-Pro-Aib-Ala-Aib-Ala-GIn-Aib-Val-(S)-TfmAla-Gly-Leu-Aib-Pro-Val-Aib-Aib-Glu-GIn-Pheol

e 16-(R&S)-TfmAla-Alm:
Ac-Aib-Pro-Aib-Ala-Aib-Ala-GIn-Aib-Val-Aib-Gly-Leu-Aib-Pro-Val-(R)-TfmAla-Aib-Glu-Gln-Pheol
Ac-Aib-Pro-Aib-Ala-Aib-Ala-GIn-Aib-Val-Aib-Gly-Leu-Aib-Pro-Val-(S)-TfmAla-Aib-Glu-Gln-Pheol

Auch ist darauf geachtet worden, die Fragmente in der Art zu wéahlen, dass ein
Kompromiss zwischen erfolgreicher Synthese und moglicher Epimerisierung
wahrend der Fragmentkondensation®® °° der Tripeptide entsteht. So kann nur
wahrend der Kupplung von Tripeptid Fmoc-Ala-(R/S)-TfmAla-Ala-OH mit dem
Fragment Alm-7-20 ein Verlust der chiralen Information des Alanin erfolgen, da nur in
diesem Fall die aktivierte Spezies ein C®-Proton besitzt, welches eine Epimerisierung
iiber den Oxazolon-Mechanismus® foérdern wirde. In allen anderen Fallen sind

achirale Aminosauren involviert.
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So ergeben sich insgesamt 6 *°F-Markierungen fiir das Alm und damit ausreichend
NMR-Parameter, um eine Bestimmung der Struktur des Alm via Festkorper-NMR
durchzufihren.

4.2 Synthese der TfmAla-enthaltenden Tripeptide und Bestimmung
der Stereochemie

4.2.1 Synthese

Die sich schwierig gestaltende Synthesen der fluormarkierten Tripeptide wurden, wie

in Schema 3 gezeigt, mit sehr guten Ausbeuten dargestellt.

TCTU, DIPEA
@ P HCI-H N>)ok >< 12h @ PGS
OTN%OH . Ny o > OWN%N/S(OX
o 7 CF R? R RT, DMF o 7 crH o

Z-TfmAla-OH H-AAL-OtBu- HCI Z-TfmAla-AAL-OtBu

AAL a=Ala: R'=Me, R?=H
b=Gly: R'=H, R?=H
c=Aib: R'=Me, R?>=Me

la: 93%
1b: 95%
1c: 68%

H,, Pd/C CE [o)
12h CHgJ 3 H ><
1a, 1b, 1c - N> "o
RT, MeOH NHz O RZ R!
H-TfmAla-AA-OtBu
2a: 95%
2b: 96%
2c: 96%
Q i RS CAIBE, NEM,
OH -20°C, 3h
2a,20,2c 4 . o HJﬁ(

o THF, RT a=3d
b=5d

c=5d
Fmoc-AAZ-OH
AAZ: a=Ala: R®*=Me

b=Val: R3=iso-Prop.
c=Val: R%=iso-Prop.

TFA, 30min
3a, 3b-1, 3b-2, 3c

DCM

¢
‘o
O

3
TV E g e
e L TOK
D o “ R o

Fmoc-AAZ-TfmAla-AAL-OtBu

3a: 63% ) )

3b: 73% :> Trennung der Epimere mittels

3c:53% Flash-Chromatographie ergibt
3b-1 und 3b-2

(@] R3 0 R2 RL

XHJ}O(H%H?S(OH

CF3 o)

Fmoc-AAZ-TfmAla-AAL-OH

4a: 95% Trennung der Epimere mittels
4b-1, 4b-2: je 96% Flash-Chromatographie ergibt
4C 950 Xﬁ 4a-1 und 4a-2
1 95% b
zZw.
4c-1 und 4c-2

Schema 3: Ubersicht zur Synthese der TfmAla-enthaltenden Tripeptide.
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Die entstehenden Epimere konnten im Falle des Tripeptides 3b auf der Stufe des C-
terminal geschitzen Tripeptids Uber Flash-Chromatographie getrennt werden. Die
beiden anderen Tripeptidepimere 4a und 4b konnten auf der Stufe des C-terminal
entschitzten Tripeptids mittels Saulenchromatographie aufgetrennt werden.

Die erhaltenen Verbindungen 4a/b/c-1/2 wurden mittels *H-NMR, *°F-NMR, RP-
HPLC und MALDI-TOF Massenspektrometrie charakterisiert und zur weiteren

Synthese verwendet.

4.2.2 Identifikation der resultierenden Epimere

Fur eine Auswertung der zu messenden °F-Festkdrper NMR-Spektren ist es
notwendig, die Stereokonfiguration der Fluor-Sonde TfmAla zu ermitteln. Hierzu
wurden die aufgetrennten Tripeptidepimere hydrolytisch (Kapitel 3.2.2.2) in ihre
Aminosaurebausteine gespalten und auf eine RP-HPLC, mit einer chiralen mobilen
Phase, aufgegeben’®. Die erhaltenen Chromatogramme wurden  mit
Chromatogrammen von Referenzsubstanzen, welche den gleichen Bedingungen
unterworfen wurden, bei einer Wellenlange von 280nm verglichen und die
Konfiguration der in die Tripeptide 4a/b/c-1/2 eingebaute Aminosdure TfmAla
zugeordnet. Als Referenz fiir das TfmAla wurde von der Arbeitsgruppe Koksch™
freundlicherweise H-(R)-TfmAla-OH und H-(S)-TfmAla-NH; zu analytischen Zwecken
zur Verfiigung gestellt. Die Hydrolyse gewahrleistet, das jede Aminosaure in ihrer C-
und N-terminal entschitzten Form vorliegt. In den nachstehenden Tabellen sind die
Retentionszeiten der Tripeptid- und ihre jeweiligen Referenzhydrolysate

zusammengefasst.

Tabelle 4.1: Retentionszeiten der hydrolysierten Verbindungen 4a-1, 4a-2 und zugehdrige
Referenzen.

Probe Retentionszeit (min)
4a-1 3,5 6,5
4a-2 3,5 7,9
H-Ala-OH 3,5
Fmoc-Ala-OH 35
H-(R)-TfmAla-OH 7,9

H-(S)-TfmAla-NH, 6,5
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Tabelle 4.2: Retentionszeiten der hydrolysierten Verbindungen 4b-1, 4b-2 und zugehdrige
Referenzen.

Probe Retentionszeit (min)
4b-1 31 6,5 8,9
4b-2 3.1 7,9 8,9
H-Gly-OH 31
Fmoc-Val-OH 8,9
H-(R)-TfmAla-OH 7.9
H-(S)-TfmAla-NH, 6,5

Tabelle 4.3: Retentionszeiten der hydrolysierten Verbindungen 4c-1, 4c-2 und zugehdrige
Referenzen.

Probe Retentionszeit (min)
4c-1 3,7 6,5 8,9
4c-2 3,7 7,9 8,9
H-Aib-OH 3,7
Fmoc-Val-OH 8,9
H-(R)-TfmAla-OH 7,9
H-(S)-TfmAla-NH, 6,5

Damit konnte nachgewiesen werden, dass jedes Tripeptidepimer-1 die Aminosaure
TfmAla in S-Konfiguration und jedes Tripeptidepimer-2 TfmAla in R-Konfiguration

enthalt.

4.3 Synthese der **F-markierten Alamethicin-Analoga

Der Aufbau der vollstandigen Peptide konnte erfolgreich Gber manuelle

Festphasenpeptidsynthese an Barlos-Harz®® °*

als unléslichem polymeren Trager
realisiert werden. Die fluorierten Tripeptide wurden analog Schema 1 in die
entsprechenden Sequenz eingefiihrt (Kapitel 3.2.1). Als Aktivierungsreagenz der
Carbonséure wurde sowohl in der sequenziellen Synthese als auch in der
Fragmentkondensation HATU verwendet. Nach Abspaltung der Peptide vom Harz
wurden diese Uber semipraparative RP-HPLC aufgereinigt und mittels MALDI-TOF-
MS und °F-NMR charakterisiert. In Tabelle 4.4 sind die synthetisierten Peptide und
die Ausbeuten der aufgereinigten Peptide aufgelistet, Abbildung 4.2 zeigt die

entsprechenden analytischen HPLC-Chromatogramme.



54

Tabelle 4.4: Ausbeuten der synthetisierten AlIm-Analoga.

AnsatzgrofRe Ausbeute

Peptid Sequenz

[umol] (%]
Alm F30 AcUPUAUAQUVUGLUPVUUEQFol 100 25
5-(R)-TfmAla-Alm  AcUPUA-(R)-TfmAla-AQUVUGLUPVUUEQFol 100 26
5-(S)-TfmAla-Alm  AcUPUA-(R)-TfmAla-AQUVUGLUPVUUEQFol 100 23
10-(R)-TfmAla-Alm  AcUPUAUAQUV-(R)-TfmAla-GLUPVUUEQFol 100 26
10-(S)-TfmAla-Alm  AcUPUAUAQUV-(R)-TfmAla-GLUPVUUEQFol 100 25
16-(R)-TfmAla-Alm  AcUPUAUAQUVUGLUPV-(R)-TfmAla-UEQFol 100 24
16-(S)-TfmAla-Alm  AcCUPUAUAQUVUGLUPV-(S)-TfmAla-UEQFol 100 27

Alm F30

5-(8)-TimAla-Alm

5-(R)-TimAla-Alm

10-(5)-TimAla-Alm

10-(R-TimAla-Alm
,t»

S 16-(5)-TimAla-Alm

M 16-(R-TimAla-Alm

1 2 3 4 5 E T B 9 0 11 v B 1 15 19 17 8

Zeit [min]

Abbildung 4.2: RP-HPLC-Chromatogramme der aufgereinigten fluormarkierten Alm-Analoga bei
einer Wellenldnge von 220nm.
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4.4 Funktionelle Untersuchung der fluorierten Alamethicin-Analoga

Um zu Uberprifen, ob die eingefihrte Trifluormethylgruppe die Funktionalitat des
Peptides beeintrachtigt, wurden alle hergestellten Peptide verglichen mit dem Alm
F30 als Referenz auf ihre antimikrobielle Wirkung gegen verschiedene
Bakterienstimme und hamolytische Aktivitdit gegen menschliche Erythrozyten
getestet.

Die fluormarkierten Alm wurden gegen gram-negative (Escherichia coli K12 DSM
498, Escherichia coli DH5 alpha und Acinetobacter sp. DSM 586) und gram-positive
Bakterienstimme (Kocuria rhizophila DSM 348, Bacillus subtilis DSM 347) auf ihre
minimale Hemmkonzentration untersucht und mit den nativen Alm (kommerziell
erhaltliches Alm SIGMA mit F50/5 als Hauptbestandteil und synthetisiertes Alm F30)
verglichen (siehe Kapitel 3.2.7). Die Ergebnisse sind in Tabelle 4.5 dargestellt. Wie
erwartet”’, hemmen alle Alm nur das Wachstum gram-positiver Bakterien, wobei ein
deutlicher Unterschied in der Hemmung des Wachstums zwischen dem neutralen
Alm SIGMA und den negativ-geladenen Alm F30 bzw. fluorierten AlIm-Analoga zu
erkennen ist. Abweichungen der ermittelten MIC-Werte der fluorierten Alm von
Werten des Alm F30 liegen innerhalb eines Verdinnungsschrittes.

Alle synthetisierten Peptide zeigen eine vergleichbare Aktivitat mit Alm F30 in ihrer

Hemmung des Wachstums der verwendeten Bakterienstamme.

Tabelle 4.5 Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration (MHK) der fluorierten Alm-Analoga und
zwei natirlichen Alm als Referenz gegen verschiedene gram-positive und gram-negative
Bakterienstamme. Die MHK-Werte sind in uxg/ml angegeben (in eine Konzentration umgerechnet
entsprachen 1024 zg/ml = 5¥10™ 1M).

5-(R)-  5<S)- 10-(R)- 10-(S)- 16-(R)-  16-(S)-

SIAGIrl\n/I A Alm F30 TfmAla- TfmAla- TfmAla- TfmAla- TfmAla- TfmAla-
Alm Alm Alm Alm Alm Alm
Escherichia ), 1024 1024 1024 1024 1024 1024 1024
coli K12
Escherichia 5, 512 1024 1024 1024 1024 1024 1024
coli DH5a

Acinetobacter ;>4 1024 1024 1024 1024 1024 1024 1024

sp.
Kocuria 16 256 256 128 512 512 128 128
rhizophila
Bacillus 8 128 256 128 256 128 128 128
subtilis

In Abbildung 4.3 sind die Ergebnisse der Bestimmung der ha&molytischen Aktivitat

zusammengefasst. Auch hier ist ein gravierender Unterschied zwischen dem neutral-
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geladenen Alm SIGMA und den negativ-geladenem Alm F30 bzw. Alm-Analoga zu
erkennen. Die Aktivitdt der S-konfigurierten TfmAla-Alm-Peptiden gegeniber ihren
Epimeren ist gesteigert, des weiteren erkennt man eine héhere hamolytische Aktivitat

fast aller fluorierten Alm—Analoga gegentber dem Alm F30.

Hamolytische Aktivitat

100 ~

N

80

—e—Alm SIGMA
—=— Alm F30

- /v - 10-(S)-TfmAla-Alm
—— 10-(R)-TfmAla-Alm

60 -

Hamolyse [%]

40

---0---5-(S)-TfmAla-Alm
—e— 5-(R)-TfmAla-Alm
- < - 16-(S)-TfmAla-Alm
—e— 16-(R)-TfmAla-Alm

20 1

0 50 100 150 200 250 300
Peptidkonzentration [ug/ml]

Abbildung 4.3: Hamolytische Aktivitat der AlIm-Analoga gegen menschliche Erythrozyten.

Diese Ergebnisse stehen in Ubereinstimmung mit der anerkannten Tendenz, je
hoher die Hydrophobizitat eines membranaktiven Peptides ist, desto aktiver wirkt
dieses gegen menschliche Erythrozyten®. Mit der Einfihrung einer

Trifluormethylgruppe ist eine solche Erhéhung der Hydrophobizitat gegeben®® %,
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4.5 Strukturelle Charakterisierung der fluorierten Alamethicin-
Analoga mittels CD-Spektroskopie

Um nachzuweisen, dass eine Einfuhrung des TfmAla anstelle von Aib keine
Stérungen der Sekundarstruktur des Alm verursacht, wurden CD-Spektren der
fluorierten sowie der nativen Alm in einer membranimitierenden Lésung %,
bestehend aus TFE und 10mM Phosphatpuffer im Verhéltnis 1/1 (v/v), bei 20°C

aufgenommen. Die erhaltenen CD-Spektren sind in Abbildung 4.4 dargestellt.

3B

+ Alm F30
= = Alm SIGMA

+ 5(R)-TfmAla-Alm
—————— 5-(S)-TfmAla-Alm
.................. 1 O_{R}_Tﬁn A]a_A'm
—————— 10-(S)-TfmAla-Alm
------------------ 16-(R)-TfmAla-Alm
—————— 16-(S)-TfmAla-Alm

MRE [mdeg x cmZ/dmol]

'
5}

180 190 200 210 220 230 240 250 260

Wellenlange [nm]

Abbildung 4.4: CD-Spektren aller fluormarkierten Alm-Analoga sowie des synthetisierten Alm F30
und Alm SIGMA.

Aus den CD-Spektren lasst sich leicht erkennen, das die Lage der Banden sowie der
Verlauf der Kurve einander identisch bzw. sehr ahnlich sind. Die erhaltenen Spektren
entsprechen einer a-helikalen Struktur (siehe Referenz-CD-Spektren in Abbildung
3.3).

Eine quantitative Analyse der jeweiligen Strukturanteile mit zwei verschiedenen
Algorithmen, CONTIN®® und CDSSTR®, ergaben dieselben Resultate. In Abbildung
45 sind die Ergebnisse der berechneten Sekundarstrukturanteile des

Auswertealgorithmus CONTIN gezeigt.
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Abbildung 4.5: Balkendiagramm der verschiedenen Sekundarstrukturanteile der fluorierten Analoga
verglichen mit dem nattrlichen Alm.
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4.6 Festkorper-NMR

4.6.1 *P-Festkorper-NMR

Zur Untersuchung von Peptid-Lipid-Wechselwirkungen stellt die *'P-NMR ein
geeignetes Werkzeug dar, um die Eigenschaften der Phospholipide zu beobachten.
Mit der *'P-NMR l&sst sich deren Orientierung und Phase uber die Lage des Signals
bestimmen (siehe Kapitel 1.4.5.1), welche wichtige Parameter hinsichtlich der
angewandten NMR-Strukturanalyse darstellen. Weiterhin lasst sich durch Vergleich
der mit 3P-NMR vermessenen Proben der fluorierten Alm-Analoga mit dem Wildtyp
Alm F30 der Einfluss einer eingefihrten Trifluormethylgruppe auf das Peptid und
storende Wechselwirkungen mit der Lipidmembran beurteilen.

Abbildung 4.6 zeigt reprasentative 3'P-Spektren horizontal orientierter DMPC-
Lipdmembranen von A: Kontrolle ohne Peptid, B: Alm F30 und C: 10-(S)-TfmAla-
Alm, bei denen durch Integration ein erwinschter lamellarer, uni-axialer
Orientierungsgrad von mindestens 75% bestimmt werden konnte. Die identische
Lage des Signal weist auf keinerlei Storung der Phospholipide in der Membran hin.
Fir die Probenvorbereitung konnte auf schon bestehen Protokolle zuriickgegriffen
werden (siehe Kapitel 3.2.4), welche in Zusammenhang mit Alm und dessen

fluorierte Analoga problemlos funktionierten.

B() B() B()
A +' s +' < +

¥ 0 25 W0 15 W § 0 5 0 A5 -0 25 W ¥ W 2 W 15 W § 0 5 A0 A5 -0 25 -NW ¥ 30 2% 20 % W 5 0 -5 0 5 -0 25 W
ppm ppm ppm

Abbildung 4.6: *'P-Festkérperspektren von orientierten Proben (Membrannormale N liegt parallel
zum Magnetfeld By, wie angedeutet, siehe Kapitel 1.4.5.4) bei 35°C. A: DMPC-Kontrolle ohne Peptid.
B: Alm F30 mit einem P/L=1:200. C: 10-(S)-TfmAla-Alm mit einem P/L=1:200.

Diese Messungen sind immer vor und nach einem *°F-NMR-Experiment durchgefiihrt
worden. Damit ist die Integritat der Proben sichergestellt und eine Auswertung der
gemessenen °F-Spektren moglich. Fur die in dieser Arbeit verwendeten
Phospholipidgemische (pures DMPC, DMPC/Cholesterol in einem molaren
Verhaltnis von 8/2 und DMPG/POPE in molarem Verhaltniss 7/3), zur Préaparation
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der Lipidmembran wurde in allen Fallen ein akzeptabler uni-axialer Orientierungsgrad
nachgewiesen. Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wird deswegen auf die Darstellung
der entsprechenden *P-NMR-Spektren verzichtet.

Als Ergebnis lasst sich zusammenfassen, dass die fluorierten Alm-Derivate
erfolgreich in verschiedene Lipidmembranen rekonstituiert werden kénnen und diese

keine Storungen in der Lipiddoppelschicht verursachen.

4.6.2 F-Festkérper-NMR

Nach erfolgreicher Rekonstitution in orientierten Phospholipidmembranen konnte im

nachsten Schritt die dipolare Kopplung Arr der CF3-Gruppe unter verschiedenen

Bedingungen gemessen werden. Diese Bedingungen wurden insbesondere

hinsichtlich vier Fragen gewahlt:

e Welche Sekundarstruktur hat Alm in einer Membran?

e Wie orientiert sich das Alm in Abhangigkeit der Konzentration?

e In wiefern hat eine unterschiedliche Lipidkomposition, mit Bezug auf biologisch
relevante Systeme, Auswirkungen auf die Orientierung des Alm?

e Hat die Temperatur Einfluss auf die Lage des Alm in der Membran?

Die erhaltenen Aufspaltungen flossen dann in die Berechnung der drei relevanten

Orientierungs-Parameter 1, p und Sp flr drei AIm-Modelle (siehe Abschnitt 3.2.5).

4.6.2.1 Variation der Alamethicinkonzentation

4.6.2.1.1 Spektren

In den nachstehenden Abbildung 4.7-4.9 sind die erhaltenen *°F-Festkdrperspektren
als Konzentrationsserie gezeigt. Fur die meisten Spektren konnte trotz der
Abweichung eines idealen Tripletts eine auswertbare Dipolkopplung und dessen
Vorzeichen verlasslich  bestimmt werden. Die dafir verantwortlichen
Relaxationseffekte sind noch Gegenstand der Diskussion®® "°. Nur im Falle eines

sehr geringen Peptidanteils, ist eine ldentifizierung der Dipolkopplung nicht moglich.
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5-(S)-TfmAla-Alm 5-(R) -TfmAla-Alm
Bo Bo
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Abbildung 4.7: *°F-Festkérperspektren der beiden 5-TfmAla-Alm-Epimere in DMPC-Membranen bei
unterschiedlichen Konzentrationen und 35°C.

10-(S) -TfmAla-Alm 10-(R) -TfmAla-Alm

Bn Ba
% PIL %

1:10

1:100
:200

1:400

1:1000

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
-40 -50 -60 -70 -80 -90 -100 -110 -120 ppm -40 -50 -60 -70 -80 -90 -100 -110 -120 ppm

Abbildung 4.8: °F-Festkérperspektren der beiden 10-TfmAla-Alm-Epimere in DMPC-Membranen bei
unterschiedlichen Konzentrationen und 35°C.

16-(S) -TfmAla-Alm 16-(R) -TfmAla-Alm
= T
N ‘ﬁ//\/\]\\‘\‘\/
1:100
1:200

Abbildung 4.9: F-Festkorperspektren der beiden 16-TfmAla-Alm-Epimere in DMPC-Membranen bei
unterschiedlichen Konzentrationen und 35°C. Das (S)-Epimer zeigt neben dem dominierenden Triplett
ein weiters kleines Triplett. Da das Peptid laut HPLC und hochauflosender *F-NMR keine
Verunreinigung enthalt, liegt hier womdglich ein geringer Teil des fluorierten Alm in einer anderen
Orientierung in der Lipidmembran.
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Auffallig ist, dass sich die Dipolkopplung fir die (S)-konfigurierten TfmAla-Alm mit
abnehmender Konzentration nur sehr wenig verandert. Innerhalb der
Konzentrationsserie der (R)-Epimere ist die Veranderung der Dipolkopplung des an
Position 16 markierten Alm gerade bei zu hoéheren Peptidkonzentrationen hin
auffallig. Die jeweils groRte Anderung tber den ganzen Konzentrationsbereich
hinweg ist fur beide 16-Alm-Epimere zu beobachten.

Die dipolare Kopplung kann aber auch aus vertikal zum Magnetfeld By angeordneten
Proben ermittelt werden (siehe Abschnitt 1.4.5.4). Dies wurde fiir alle oben gezeigten
Proben durchgefuhrt und war zur Bestimmung des isotropen Wertes und damit zur
Zuordnung des Vorzeichens der Kopplung notwendig. Des Weiteren konnte der
Betrag der dipolaren Kopplung verifiziert (oder in 2 Fallen genauer bestimmt)
werden. Exemplarisch ist in Abbildung 4.10: ein solche Spektrum fur das 10-(S)-
TfmAla-Alm gezeigt. Eine Halbierung der dipolaren Kopplung kommt nur zustande,
wenn das Peptid schnell (relativ gesehen auf der NMR-Zeitskala) um die
Membrannormale N rotiert (siehe Abschnitt 1.4.5.3). Da dies fir jede Probe der
obigen Konzentrationsserien der Fall ist, liegen alle fluorierten Alm als um die
Membrannormale rotierende Peptide in der Lipidmembran vor. In Tabelle 4.6 sind die
Dipolkopplungen der horizontal zum Magnetfeld gemessenen Alm-Analoga

zusammengestellt.
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Abbildung 4.10: Reprasentatives °F-Festkorperspektren fir das 10-(S)-TfmAla-Alm-Derivat bei
einem P/L=1:10 in DMPC bei 0° (oben) und 90° (unten) Probenorientierung. Die chemische
Verschiebunsanisotropie liefert in beiden Probenorientierungen jeweils einen zentralen Peak mit dem
Abstand 2/3 zu 1/3 zur isotropen Postion (vgl. Abbildung 1.13).

Tabelle 4.6: Ubersicht liber die ermittelten Dipolkopplungen in [kHz] der TfmAla-Alm-Derivate fiir
verschiedene DMPC-Konzentrationen (siehe Abbildung 4.7 bis Abbildung 4.9.)

5-(9)- 5-(R)- 10-(S)- 10-(R)- 16-(S)- 16-(R)-
TfmAla-Alm  TfmAla-Alm TfmAla-Alm TfmAla-Aim  TfmAla-Alm  TfmAla-Alm

1:10 (P/L) -3,3 -3,0 -5,7 +1,8 -5,7 +4,6
1:100 (P/L) -2,8 -2,7 -5,4 +2,0 5,1 +6,2
1:200 (P/L) -3,6 -2,7 -5,4 +2,0 5,1 +7,0

nicht exakt
1:400 (P/L) -4,0 ] -5,4 +2,0 -

bestimmbar

nicht exakt nicht exakt
1:1000 (P/L) -4,0 ) 5,4 _ -

bestimmbar bestimmbar
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4.6.2.1.2 Auswertung
Die im vorhergehenden Abschnitt ermittelnden Dipolkopplungen gehen in die
Berechnung der Alm-Orientierungsparameter, wie in Kapitel 3.2.5 beschrieben ein,

die ,best fit*-Ldésungen sind in Tabelle 4.7 dargestellt.

Tabelle 4.7: Ergebnisse der Orientierungsberechnung fur Alm: 7 (Kippwinkel der Achse des Molekiils
zur Membrannormalen), p (Rotationswinkel um die Molekilachse relativ zu einem Bezugspunkt), Spl
(Ordnungsparameter, welcher die isotrope Bewegungsausmittelung beschreibt) und Fehlergrole ;(2.

2

P/L-Verhaltnis Helixmodell X t[°] p[°] Sol
1:10 4 Markierungen (Position 5 und 10)

310-Helix 3,56 37,1 147 0,54

a-Helix 0,17 8,1 81,8 0,99

Kristallstruktur 3,65 174,8 151,6 1,13

6 Markierungen (Position 5,10 und 16)

310-Helix 5,6 42,3 147 0,62
a-Helix 22,99 68,4 104,3 0,70
Kristallstruktur 6,95 174,5 129,9 1,07
1:100 4 Markierungen (Position 5 und 10)
310-Helix 3,93 38,0 1445 0,49
a-Helix 0,28 9,0 84,8 0,91
Kristallstruktur 2,75 174,2 156,6 1,04

6 Markierungen (Position 5,10 und 16)

310-Helix 8,40 46,1 141,9 0,57
a-Helix 33,80 71,5 105,3 0,66
Kristallstruktur 66,21 160,5 164,3 0,71
1:200 4 Markierungen (Position 5 und 10)
310-Helix 2,46 40,5 147,4 0,55
a-Helix 0,76 7.8 78,0 0,96
Kristallstruktur 1,89 7,8 78,0 1,13

6 Markierungen (Position 5,10 und 16)

310-Helix 8,34 47,6 142,8 0,63
a-Helix 36,87 72,5 105,2 0,71
Kristallstruktur 1,89 175,1 148,1 1,13

Eine Differenzierung der in die Berechnung eingehenden Dipolaufspaltungen (4
Markierungen vs. 6 Markierung) soll eine eventuell vorhandene gerade,
durchgehende Helix von einer ,geknickten Helix* unterscheidbar machen.
Berechnungen fir die niedrigen Peptidkonzentrationen (P/L=1:400 und 1:1000)
zeigen keine weiter Veranderung fur die Positionen 5 und 10 (Daten nicht gezeigt).



65

Indikator fiir eine befriedigende y2-Anpassung ist ein Wert <1, als Start-
strukturmodellvorgaben gehen eine 3;0-Helix (¢=-50, y=-28), a-Helix (¢p=-58, y=-47)
und die Kristallstruktur (PDB-Code 1AMT) ein, von denen die beiden erstgenannten
jeweils Geometrieoptimiert wurden (Details: siehe Kapitel 3.2.5).

Aus den Dipolkopplungen aller P/L-Verhaltnisse ergeben die Berechnungen, das
eine akzeptable Losung nur fur den N-terminalen Bereich des Alm-Analogon
(markierte Positionen 5 und 10) zu finden ist. Hierbei ist zu sagen, das die Annahme
des Modells der a-Helix (¢=-58°, y=-47°) bei weitem die verlasslichsten und
plausibelsten Werte (in Tabelle 4.7 fett hervorgehoben), einen Kippwinkel t von ca.
8-10° und einen Rotationswinkel p von ca. 80° um die Helixrotationsachse, liefert
(siehe Abbildung 4.11).

Abbildung 4.11:

Das gezeigte z,p-Diagramm
stellt die ,*-Funktion der o-
Helix fur den N-terminalen
Teil des Alm dar, der
systematisch ~ Uber  den
gesamten Raum von zund p
gedreht wurde. Das
gefundene Minimum ist im
rot gezeichneten Bereich
(siehe Skala) zu finden. Hier
ist die Anpassung fir das
P/L-Verhaltnis von  1:10
dargestellt.

O s

[
[
0.
0.
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Der sehr hohe Wert des Ordnungsparameters Smo von 0,91-0,99 weist auf eine sehr

geringe isotrope Bewegung des Alm-Analogon in der Lipidmembran.

Damit lassen sich folgende Aussagen treffen:

1. Die Annahme einer a-Helix fir den N-terminale Teil des Alm ergibt eine
aufrechte Orientierung in der Lipiddoppelschicht (I-state).

2. Unter den untersuchten Bedingungen ist der I-state des N-Terminus des Alm
konzentrationsunabhangig bis zu einem P/L-Verhaltnis 1:1000

3. Die Annahme einer 3jp-Helix bzw. einer Kristallstruktur ist fir den N-
terminalen Teil sind nicht kompatibel mit den ermittelten Dipolaufspaltungen

4. Weder eine durchgehende, gerade a-Helix noch eine 3;0-Helix bezuglich des

gesamten Alm geben eine befriedigende Losung. Das bedeutet, dass das
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Peptid nach Position 10 in anderer Konformation als die angenommenen
Strukturmodelle (a-Helix, 310-Helix) vorliegt.

5. Auch die Kristallstruktur als Modell liefert unbefriedigende Ergebnisse.

4.6.2.2 Variation der Lipidkomposition

Das Verhalten der fluorierten Ananaloga soll nun in biologischen Membranmodellen
getestet werden. Eukaryotische Membranen zeichnen sich durch einen hohen Anteil
an zwitterionisch neutral geladenen Phospholipiden und Steroiden aus. Die
Membranen von Bakterien hingegen (Prokaryoten) enthalten neben einem sehr
hohen Anteil negativ geladener Lipide auch zwitterionische Lipide (siehe Kapitel 1.2).
Um diese naturliche Situationen zu simulieren, wurden die Peptide in
DMPC/Cholesterol (8/2) und in DMPG/POPE (7/3) in dem angegeben molaren

Verhaltnis erfolgreich rekonstituiert und *°F-Spektren aufgenommen.

4.6.2.2.1 Spektren

Die in Abbildung 4.12 gezeigten Spektren spiegeln kein anderes Verhalten des Alm

in den rekonstituierten Lipidmembranen als in reinem DMPC wider.
1:100 DMPC 1:100 DMPC/Cholesterol (8/2)  1:100 DMPG/POPE (7/3)

%Bn %Bn %Bn
5-(3)-TfmA|aﬂrp~J/\~\ M/J\/\\\ NWJ\/\/\\V_
5-(R)-TfmA|aM W’_’//v\_‘ WA
10-(S)-TfmAlaw MJ\/\N MJW
10-(R)-TfmAla;w/L JL F,,/L.
16-<S>-TfmA'aw ,./\/U\\/\ SOV YV
16-(R)-TfmAIa-_A’Im,//VLU’ J&M‘ M//\KW

% 40 50 60 70 80 -9 100 -110 ppm 3 40 50 60 70 80 90 100 -110 ppm 30 40 50

Abbildung 4.12: '°F-Festkorperspektren der TfmAla-Derivate in unterschiedlichen Lipid-
zusammensetzungen bei 35°C und O0°-Probenorientierung. Es werden keine anderen
Dipolaufspaltungen als in DMPC (linke Spektrenreihe als Vergleich) beobachtet.

Es wurde auch fur eine Markierung die Konzentration fiir beide Lipidsysteme variiert,
eine Abhangigkeit der Orientierung des Alm-Derivats davon konnte dabei wie in
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DMPC nicht festgestellt werden. Weiterhin zeigen die, mit 90° relativ zum Magnetfeld
Bo, aufgenommenen Spektren eine Halbierung der Dipolaufspaltung und somit eine
Rotation (auf der Experimentzeitskala, im ms-Bereich) um die Membrannormale

(Spektren nicht gezeigt).

4.6.2.2.2 Auswertung

Die berechneten Orientierungsparameter des Alm, rekonstituiert in immitiernde
Lipidsystemen fur Eu- und Prokaryoten, sind in nachstehender Tabelle dargestellt.

Tabelle 4.8: Ubersicht der beobachteten Dipol-Dipol-Aufspaltung (**F-*°F) und berechneten ,best-fit“-
Orientierungsparameter fir Alm-Derivate in DMPC/Cholesterol (8/2) und DMPG/POPE (7/3) bei 35°C

und einem P/L=1:100 fur 3 verschiedene Modelle. Die besten Lésungen sind fett hervorgehoben.

Membranzusammen- Beobachtete Acr der Helixmodell % T[] p[°] Shol

stellung und P/L- TfmAla-Alm [kHz]

Verhaltnis
4 Markierungen (Position 5 und 10)
310-Helix 2,97 40,3 145,2 0,55
5-(S)-TfmAla-Alm = -3,5
-Heli 0,89 84 79,2 0,98
1:100 5-(R) -TfmAla-Alm = -2,8 a-rielix
DMPC/Cholesterol 10-(S) -TfmAla-Alm = -5,6 Kristallstruktur™® 1,91 174,6 150,7 1,16
(8/2) 10-(R) -TfmAla-Alm = +2,3 ) N
6 Markierungen (Position 5, 10 und 16)
16-(S) -TfmAla-Alm = +4,4
16-(R) -TfmAla-Alm = -6,1 310-Helix 4,9 43,5 147.,9 0,64
a-Helix 21,31 68,2 106,2 0,71
Kristallstruktur*® 6,66 173,9 127,2 1,08

4 Markierungen (Position 5 und 10)

3;0-Helix 3,33 40,2 147,9 0,58
5-(S) -TfmAla-Alm = -3,7
5-(R) -TfmAla-Alm = -2,8
10-(S) -TfmAla-Alm = -5,8 Kristallstruktur™® 2,42 175,2 150,9 1,18

a-Helix 0,69 7,8 80,9 1,00
1:100 DMPG/POPE
713)

10-(R) -TfmAla-Alm = +2
16-(S) -TfmAla-Alm = +5,1

6 Markierungen (Position 5, 10 und 16)

16-(R) -TfmAla-Alm = -6,0 310-Helix 5,44 44,5 147,9 0,66
a-Helix 23,96 69,3 105,0 0,73
Kristallstruktur® 5,54 174,7 130,2 1,10

Die Ergebnisse, die fur reines DMPC als Lipidmodellsystem erhalten wurden, gelten
in gleicher Weise fir eukaryotische und prokaryotische Modellmembranen.
Demzufolge haben weder Cholesterol, das negativ geladene DMPG noch das POPE

unter denn experimentellen Bedingungen Einfluss auf die Orientierung des Alm.
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4.6.2.3 Variation der Temperatur

Durch Temperaturdnderungen kénnen Erkenntnisse Uber die dynamischen Prozesse

des Alm in Membranen getroffen werden.

4.6.2.3.1 Spektren

Zu diesem Zweck wurden fur die an Position 5 und 10 markierten Alm-Analoga
Temperaturserien von 10°C-35°C in DMPC-Lipidmembranen gemessen, deren
Spektren in Abbildung 4.13 angeordnet sind.

5-(S)-TfmAla- 5-(R)-TfmAla- 10-(S)-TfmAla- 10-(R)-TfmAla-
Alm Alm Alm Alm
Bo Bo Bo

Abbildung 4.13: 19F-Festk('jrperspektren der Temperaturserie der 5 und 10-TfmAla-Alm-Epimere in
DMPC bei einem P/L=1:100 und 0° Probenorientierung zum Magnetfeld B,. Alle Spektren zeigen eine
plétzliche, diskrete Verdanderung der Dipolkopplung und des Vorzeichens mit Unterschreiten der
Phaseniibergangstemperatur des Lipids DMPC (T\,=24°C; gestrichelte Linie). Dies bedeutet eine
Umorientierung des Peptids mit Veranderung des flissigkristallinen Zustandes der Membran hin zum
Gelzustand. Das Epimer 10-(R)-TfmAla-Alm zeigt eine kleines Triplett links der dominierenden
Signale, welches auf eine Koexistenz zweier Orientierungen dieses Epimers hinweist (wurde in die
Berechnung der Parameter aber nicht mit einbezogen).

Um die Rotation des Peptids unterhalb der Phasenibergangstemperatur des DMPC
zu untersuchen, wurden Spektren einer Temperaturserie in senkrechter
Probenorientierung zum Magnetfeld aufgenommen (siehe Abbildung 4.14). Fir ein
um die Membrannormale rotierendes Peptid ist eine Halbierung der Dipolkopplung
und eine Anderung der chemischen Verschiebungsanisotropie zu erwarten. Dies wird
nicht beobachtet und bedeutet, dass unterhalb der Phasenibergangstemperatur des
Lipids, also im Gelzustand, das Peptid nicht mehr um die Membrannormale rotiert.

Es kann auch ausgeschlossen werden, dass das Peptid in allen erdenklichen
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Orientierungen vorliegt da man somit ein Pulverspektrum erhalten wirde. Ware dies

der Fall, so musste sich dann fiir alle fluorierten Alm das gleiche Spektrum ergeben.

10-(S)-TimAla-
Bo
—HH-> Alm Abbildung 4.14:

M//\Aj\‘,\&—— Reprasentatives ~ '°-F-

350 Festkorperspektrum der

Temperaturserie  eines

‘,*_N‘»//\/LM,W TfmAla-Alm-Epimers in

30° DMPC bei einem

P/L=1:100 und einer 90°-

M//\/\\M Anordnung der

25° Membrannormalen zum

Magnetfeld Bo. Die

M Dipolkopplung  wird - im

20° Vergleich zu dem in

Abbildung 4.13

M gezeigten Spektrum bei

15° tiefen Temperaturen
10° M

groRer.
—:’:D 4'0 —S‘O —SID 77ID —8‘0 —BID -1 ll'lD -1 "IO ppm‘

Weiterhin wurden, ebenfalls fir die an Position 5- und 10-markierten Alm-Analoga;
Temperaturserien der in Kapitel 4.6.2.2 beschrieben Lipidkompositionen
aufgenommen und auf Einflisse der Temperatur untersucht. In Abbildung 4.15 sind
zur besseren Ubersicht nur die Spektren bei einer Temperatur von 15°C der

jeweiligen fluorierten Alm gezeigt.

1:100 DMPC/Cholesterol (8/2) 1:100 DMPG/POPE (7/3)
Ba

' +

5-(S)-TfmAla-Alm Wﬁ/\m"\w WVJ\”%\
5-(R)-TimAla-Alm m .\W)\\«
10-(S)-TfmAla-Alm M Mwwﬁ/\/\xw.

10-(R)-TfmAla-Alm w M,/k“ﬂ'

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
-30 -40 -50 -60 -70 -80 -90 -100 -110 ppm -30 -40 -50 -60 -70 -80 -90 -100 -110  ppm

Abbildung 4.15: *°-F-Festkérperspektren der 5 und 10-TfmAla-Alm-Epimere in DMPC/Cholesterol
(8/2) und DMPG/POPE (7/3) bei einem P/L=1:100, 15°C und einer 0°-Probenanordnung.
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Fur die TfmAla-Alm-Epimere, rekonstituiert in DMPC/Cholesterol, ergeben sich
jeweils noch zuséatzlich ein mehr oder weniger stark betontes isotropes Signal,
welches nicht in die Strukturparameterberechnung mit einfloss. Aufgrund der Form
der Signale kann aber nicht ausgeschlossen werden, dass mehrere Orientierungen

gleichzeitig vorliegen (Uberlagerung von Tripletts).

4.6.2.3.2 Auswertung

In Tabelle 4.9 sind die berechneten Orientierungsparameter fur die drei getesteten

Lipidsysteme bei 15°C dargestellt.

Tabelle 4.9: Ubersicht der beobachteten Aufspaltung und berechneten Orientierungsparameter fiir
pures DMPC, DMPC/Cholesterol (8/2) und DMPG/POPE (7/3) bei 15°C und einem P/L=1:100 fur 3
verschiedene Modelstrukturen.

Membranzusam- Helixmodell X T[] p[°] Shol

Beobachtete A der TfmAla-

menstellung und Alm [kHz]

P/L-Verhéltnis

4 Markierungen (Position 5 und 10)
5-(S) -TfmAla-Alm =0

1100 DMPC 5-(R) -TfmAla-Alm = +7,3 310-Helix 20,03 131,2 1618 0,55
10-(S) -TfmAla-Alm = +4,2
10-(R) -TfmAla-Alm = -6,5 a-Helix >0,01 69,4 168,9 0,82
Kristallstruktur 0,61 73,3 69,1 0,75
4 Markierungen (Position 5 und 10)
1:100 5-(S) -TfmAla-Alm = -5,0
DMPC/Cholesterol  5-(R) -TimAla-Alm = -3,8 S1o-Helix 0.09 174,2 926 1.13
(8/2) 10-(S) -TfmAla-Alm = -7,4
10-(R ) -TmAla-Alm = -6.4 a-Helix 23,41 177,0 71,1 1,28
Kristallstruktur 12,76 58,2 165,3 1,60
4 Markierungen (Position 5 und 10)
1:100 5-(S) -TfmAla-Alm =0
DMPG/POPE 5-(R) -TfmAla-Alm = -3,0 S1o-Helix 332 40,2 1478 0.58
(713) 10-(S ) -TfmAla-Alm = -4,3
10-(R) -TimAla-Alm = +3.6 o-Helix 0,08 18,3 84,1 0,64
Kristallstruktur 2,03 165,2 162,2 0,71

Hier ergibt fur die Lipidsysteme pures DMPC und DMPG/POPE das a-Helixmodell
(fett hervorgehoben) die beste Anpassung. Ungewo6hnlich sind die zugehdrigen

Ordnungsparameter, welche beide einen kleineren Wert (Smo zwischen 0,6 und 0,81)
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verglichen zu den Ordnungsparametern bei 35°C (Smo =1) annehmen. Damit ist trotz
abgesenkter Temperatur eine grol3ere isotrope Beweglichkeit der Fall.

Fur das Lipidsystem DMPC/Cholesterol gibt eine 3;0-Helix die beste Anpassung in
der Fehlerfunktion, aber der Wert des Ordnungsparameters ist nicht akzeptabel, da
er per Definition nur Werte zwischen 0 und 1 annehmen kann. Zudem erschwert die
Qualitat der erhaltenen Spektren eine exakte Zuordnung. Griinde hierfur kénnen, wie
schon erwéhnt, mehrere Orientierungen des Alm nebeneinander oder eine
ungeniigende Probengiite sein. Zumindest wird qualitativ eine Anderung bezuglich
der Spektren bei 35°C beobachtet.

Abbildung 4.16 stellt die zugehorigen t, p -Diagramme in Abhangigkeit der Fehler-

funktion x*dar.

1:100 DMPC 1:100 DMPC/Cholesterol (8/2) 1:100 DMPG/POPE (7/3)

T[]

pI°] pI°] pI°]

1) z 2 3 & 10 1) Zn 20 ] &0 100

[=x=1=1=1
[=x=1=1=1
O )

Abbildung 4.16: 7, p-Diagramme der fir 15°C berechneten Strukturparameter mit einer a-Helix als
Modellstruktur.

Die an Position 16 markierten Alm-Derivate wurden ebenfalls vermessen, die

berechneten Strukturparameter sind jedoch den vorangegangenen Kapiteln &hnlich

in schlechter Anpassung der Fehlerfunktion %* und werden nicht gezeigt.

4.6.3 Zusammenfassung der Festkdrper-NMR-Ergebnisse

Im Folgenden werden nochmals kurz die Resultate der NMR-Messungen
zusammengefasst. Diese bilden die Grundlage der anschlielBenden Diskussion in
dieser Arbeit fir Modelle der Alm-Struktur und Orientierung in Lipidmembranen.

¢ Die AlIm-Analoga lassen sich erfolgreich in Modellmembranen rekonstituieren.
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e Eine a-Helix als Modellstruktur liefert die besten Ergebnisse, basierend auf
den ermittelnden Dipolkopplungen. Dies gilt aber nur fir den N-terminalen
Bereich (Position 5 und 10).

e Das Alm nimmt fur die drei getesteten Lipidmodellsysteme eine
transmembrane Orientierung mit einer Rotation um die Membrannormale, den
wahrscheinlich porenbildenden I-state, ein. Dieser ist unabhéngig von der
Konzentration des Peptids.

e Eine Rotation der Peptide um die Membrannormale wird nur oberhalb der
Phasenlubergangstemperatur im flissigkristallinen Zustand der Lipidmembran
beobachtet.

e Im Gelzustand der Membran findet in reinem DMPC eine Umorientierung des
Alm zu einem bezlglich der Membranoberflache leicht geneigten Zustand mit
den Orientierungsparametern t=70°, p=170° und Sn,=0,82. Im Falle der
einfachen prokaryotischen Membran bleibt das Alm insertiert. Aussagen uber
die eukaryotenimitierende Membran (DMPC/Cholesterol) sind schwer zu
treffen, zumindest wird ein Unterschied zur prokaryotischen Membran
deutlich.

e Der Ordnungsparameter Spo sinkt mit fallender Temperatur, was auf eine
hohere Beweglichkeit hinweil3t. Dies konnte in der Auflésung der stabilen I-
state-Anordnung bzw. dem Herausdrangen aus der Lipiddoppelschicht

begriindet sein.

4.7 OCD-Spekroskopie

Damit die fluorierten Alm-Analoga mit dem natirlichen Alm F30 in ihrem Verhalten in
einer Lipidmembran gleichgesetzt werden kbnnen, wurden orientierte
Zirkulardichroismus-Spektren eines fluorierten Peptaibols (10-(S)-TfmAla-Alm) bei
zwei unterschiedlichen Temperaturen in DMPC (ober- und unterhalb des
Phasentbergangs) als Lipid aufgenommen und mit Alm F30 verglichen. Dies diente
auch zur Uberprifung der temperaturabhéangigen Umorientierung der Aim-Analoga.

Wie in Kapitel 3.2.6 dargelegt wurde, kann die Orientierung von a-Helices in einer
orientierten Lipidmembran durch Vergleich mit charakteristischen OCD-Spektren
qualitativ bestimmt werden. Dabei kann nach dem Shai-Matsuzaki-Huang-Modell*®

zwischen einem |-state und einem S-state unterschieden werden.
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Der Graph in Abbildung 4.17 zeigt zwei OCD-Spektren des synthetisierten Alm F30
in orientierten DMPC-Doppelschichten bei unterschiedlichen Temperaturen. Das
OCD-Spektrum bei 30°C entspricht einem helikalen I-state des Alm F30 (siehe
Referenz-OCD-Spektren Abbildung 3.4). Dies deckt sich mit vorherigen Studien®’
(dort verwendete Bedingungen: P/L=1/15, Lipid: DPhPC verwendet). Die positive
Bande ist etwas verbreitert und Richtung 201 nm verschoben, was auf beta-Anteile
und auf eine eventuell vorliegende Aggregation schliel3en lasst. Das OCD-Spektrum
bei 10°C ergibt eine Superposition der fur I- und S-state typische Spektren mit
starker Tendenz zu erhdéhten negativen Signalen und bedeutet, dass das Peptid eine

Schréaglage in der Membran einnimmt.

OCD-Spektrenvergleich Alm F30/DMPC 1:100 bei 10°C und 30°C

10
— Alm F30/{DMPC 1:100, 30°C, 87,0%rH

— Alm F30/{DMPC 1:100, 10°C, 88,2%rH

5t

OCD [mdeq]

180 200 220 240 260

Wellenlange [nm]

Abbildung 4.17: OCD-Spektren von Alm F30 in DMPC in einem P/L=1:100 bei 10°C und 30°C

Die in Abbildung 4.18 gezeigten OCD-Spektren des an Position 10 fluorierten Alm
zeigen prinzipiell &hnliche Spektren wie die in Abbildung 4.17 dargestellten OCD-
Spektren des Wildtyps Alm F30. Das bei 30°C aufgenommene Spektrum weil3t einen
helikalen I-state auf. Allerdings ist eine deutlichere Verbreiterung des OCD-Signals
zu beobachten, was auf eine erhdhte B-gefaltete Aggregation'®® hindeutet. Bei 10°C
zeigt das 10-(S)-TfmAla-Alm im Vergleich zum Wildtyp eine weniger ausgepragtere

Schraglage, da hier die Bande bei 208 nm stérker betont vorliegt.
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Auffallend ist, dass die Intensitat der negativen Banden des fluorierten Alm-Analogon
nicht so ausgepragt ausfallen, wie beim Alm F30. Ursache dafiur kénnen Streueffekte
einer uneinheitlichen Probe sein. Generelle Differenzen in der Signalintensitat
konnen aufgrund unterschiedlicher absoluter Peptidkonzentration auftreten. Diese

wurden jedoch nicht bestimmit.

OCD-Spektrenvergleich 10-(S)-TfmAla-AImiDMPC 1:100 bei 10°C und 30°C

10

—— 10-(S)-TfmAla-Alm/DMPC 1:100, 30°C, 97,0%rH
— 10-(8)-TfmAla-Alm/DMPC 1:100, 10°C, 88,2%rH

5}

0OCD [mdeg]

_20 A L i L L 'l
180 200 220 240 260

Wellenlange [nm]

Abbildung 4.18: OCD-Spektren von 10-(S)-TfmAla-Alm in DMPC in einem P/L=1:100 bei 10°C und
30°C.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die erhaltenen OCD-Spektren oberhalb
der Phaseniibergangstemperatur bei 30°C des verwendeten Phospholipids DMPC
unter den experimentellen Bedingungen sehr ahnlich sind. Beide Peptide, das Alm
F30 und das 10-(S)-TfmAla-Alm, nehmen somit die gleiche Orientierung in der
flissigkristallinen Lipidmembran ein. Unterhalb der Phasenibergangstemperatur, im
so genannten Gelzustand, nehmen die beiden Peptide generell eine &ahnliche
Orientierung in der Lipidmembran ein. Die Schraglage des fluorierten Analogons
unterscheidet sich jedoch vom Wildtyp.

Damit wurde durch eine komplementére Methode die Ergebnisse der *°F-Festkérper-

NMR bestatigt.
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5 Diskussion

5.1 Synthese der *F-markierten Alamethicin-Derivate

Zur Strukturanalyse des membranaktiven Peptaibols Alm mittels *°F-Festkdrper-NMR
in Lipiddoppelschichten wurden erfolgreich sechs Alm-Analoga, markiert mit einer
Trifluormethylgruppe, und der Wildtyp durch Kombination von Synthese in Lésung,
sequenzieller SPPS und Fragmentkondensation an fester Phase manuell
durchgefuhrt.

Zuerst musste die Fluor-Sonde, das als Razemat vorliegende TfmAla, aufgrund
seiner Reaktionstragheit, jeweils am C-und N-Terminus von den entsprechenden
Aminosauren Uber Peptidsynthese in Losung flankiert werden. Die Bildung einer
Peptidbindung macht sich auf der Stufe des Aufbaus zum Tripeptid 3a-c durch eine
sehr lange Reaktionszeit (3-5 Tage) bemerkbar. Die Tripeptide konnten, trotz der
Reaktionstragheit und hohen sterischen Anspruch des TfmAla, in hohen Ausbeuten
dargestellt werden. Dass die erhaltenen Tripeptide Uber Sadulenchromatographie mit
Kieselgel als stationdre Phase in ihre Epimere aufgetrennt werden konnten, weist auf
einen starken Einfluss des (R)- bzw. (S)-TfmAla auf die Polaritat des Tripeptids hin.
Eine notwendige Identifikation der Stereochemie des TfmAla in den
Tripeptidepimeren konnte durch saure Hydrolyse und anschlieBender RP-HPLC mit
einer chiralen mobilen Phase als Eluent anhand geeigneter Referenzsubstanzen’™
sehr einfach durchgefiihrt werden. Dieser Ansatz zur Bestimmung der Stereochemie
von TfmAla wird hier erstmalig prasentiert.

Die empirische Feststellung, dass alle wahrend der Saulenchromatographie zuerst
eluierenden Tripeptidepimere die Aminosaure TfmAla in (S)-Konfiguration enthalten,
scheint eine Tendenz zu sein, welche auch in anderen, analogen Tripeptiden

192 wurde. Auch das entsprechende *F-NMR-Signal der (S)-Analoga

beobachtet
weist immer eine Tieffeldverschiebung beziglich der (R)-konfigurierten Komponente
auf. Dies konnte Grundlage fir eine einfachere Bestimmung der absoluten
Konfiguration einer eingebauten TfmAla-Aminosaure in Peptide aller Art sein.

Der sequenzielle Aufbau des kompletten Peptids sowie die Fragmentkondensation
der fluorierten  Tripeptide  gestaltete sich unter Verwendung des
Aktivierungsreagenzes HATU als erfolgreich. Die verwendeten langeren
Reaktionszeiten (6h) sind der ungewohnlich hohen Anzahl der sterisch gehinderten

Aminosaure Aib im Alm und der Fragmentkondensation des Tripeptids geschuldet.
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Literaturbekannte Synthesen anderer Alm und modifizierte Analoga unter
Verwendung ahnlicher Aktivierungsreagenzien an fester Phase und in Ldsung
bestatigen diese Beobachtung® 1°% 194,

Die Abspaltung der synthetisierten Alm-Derivate vom unldslichen polymeren Trager
und deren Aufreinigung mittels semipréaparativer RP-HPLC an einer C18-Saule
resultierten in Ausbeuten der Peptide von 20-30%, welche fur schwierige Sequenzen
wie die des Alm nicht uniiblich sind*®® 1. Die Charakterisierung und Bestimmung
der Reinheit der erhaltenen Alm-Derivate erfolgte mittels °F-NMR, MALDI-TOF
Massenspektrometrie und analytischer RP-HPLC, welche eine Reinheit >95%

ergaben.

Damit wurde eine erfolgreiche Synthesestrategie zur Darstellung von
trifluormarkiertem AIm etabliert. Diese Methode der Synthese wurde auch fir ein

kiirzeres Peptaibol (dem Harzianin) angewendet'%?

. Es gelang auch hier eine
erfolgreiche Inkorporation der Aminosaure TfmAla anstelle von Aib nach der gleichen

Methode.

5.2 Einfluss der Trifluormethylgruppe auf Funktion und Topologie

Aussagekraftige Ergebnisse Uber die Struktur des Alm in Membranen kénnen nur
erhalten werden, wenn die synthetisierten Analoga die Funktion und globale Struktur
des Wildtyps beibehalten.

Zu diesem Zweck sind einerseits funktionelle Tests wie Vergleich der hamolytischen
Aktivitat auf menschliche Erythrozyten und antimikrobielle Wirkung auf verschiedene
Bakterienstimme durchgefiihrt worden. Dabei wird in beiden Fallen keine Stdrung
der Funktion der fluorierten Alm-Derivate aufgrund der Substitution eines Aib mit
TfmAla unter den vorherrschenden Bedingungen beobachtet. Unterschiede in der
minimalen  Hemmkonzentration von  Bakterien liegen innerhalb  eines
Verdunnungsschrittes und kénnen somit vernachlassigt werden. Die hamolytischen
Tests zeigen sogar eine gesteigerte Aktivitat der fluorierten Alm-Analoga gegentber
der nativen Form. Vergleicht man jedoch beide Aktivitaten der negativ-geladenen
(Glu an Position 18) Alm F30-Derivate mit dem neutral-geladenem (GIn an Position
18) Alm F50/5 (der Hauptbestandteil des kommerziell erhaltlichen Alm der Firma

Sigma-Aldrich™), wird ein groRer Unterschied in der Wirkung deutlich. Dies muss, da



77

sonst keine Unterschiede in der Sekundarstruktur vorliegen, in Zusammenhang mit
der Nettoladung der Peptide stehen.

Andererseits sind Untersuchungen zur Bestimmung der globalen Sekundarstruktur
der AlIm-Derivate mittels CD-Spektroskopie durchgeftihrt worden.

Die CD-spektroskopischen Untersuchungen wurden fir alle Alm-Derivate unter
gleichen Bedingungen durchgefiihrt. Die erhaltenen CD-Spektren weisen eine
ahnliche bis identische Lage und Intensitat der charakteristischen Banden auf und
stimmen mit anderen CD-spekroskopischen Studien des Alm tberein® %, Auch die
rechnergestitzte Analyse der Sekundarstrukturanteile zeigt, das die eingefihrte
Trifluormethylgruppe einen sehr geringen Einfluss auf die helikale Faltung des
Peptids in Losung austbt. Die Abweichungen in den berechneten Anteilen kénnen
durch Unsicherheiten in der absoluten Peptidkonzentration aufgrund verschiedener
Loslichkeiten hervorgerufen werden.

Diese Ergebnisse rechtfertigen die Aussage, das eine genauere Untersuchung der
Struktur und Dynamik der fluorierten Alm-Derivate und deren Ergebnisse auf den
Wildtyp Ubertragen werden konnen.

5.3 °F-Festkérper-NMR

Zur detaillierten Untersuchung der Struktur des Alm wurden alle 6 synthetisierten
TfmAla-Alm-Derivate mittels *°F-Festkérper-NMR vermessen. Fiir diese Messungen
war es notwendig, die Peptide in Phospholipiddoppelschichten zu rekonstituieren und
mechanisch zu orientieren. Kontrollmessungen mittels *P-Festkérper-NMR zeigen,
dass die Qualitdt der hergestellten NMR-Proben einen hohen Grad an uniaxialer
Orientierung des Lipids aufweisen und somit eine Bestimmung der NMR-
Strukturparameter durch Ermittlung der dipolaren Kopplung der Trifluormethylgruppe
ermoglichen.

Die gewahlten Bedingungen sowie die zur Berechnung der Struktur eingehenden
Modelle sind nach folgenden, in der Literatur diskutierten, Beobachtungen gewahlt
worden:

¢ In welcher Sekundarstruktur und Orientierung bildet das Alm eine Pore aus?

Hier wurden bisher unterschiedliche Ergebnisse verdffentlicht. MD-Simulationen
ergaben eine aufrechtstehende, durchgehende a-helikale Struktur des Alm in der
Pore**. Daten aus '°N-Festkdrper-NMR Studien*’ bei einem hohen P/L-Verhaltnis

von 1/8 in DMPC-Lipidmembranen ergaben zwei mogliche Modelle des Alm-Kanals.
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Dabei kann das Peptaibol entweder eine durchgehende, leicht geneigte o-Helix
(Abbildung 5.1-A) annehmen oder das Alm weist in Analogie zur Kristallstruktur einen
Knick auf (Abbildung 5.1-B).

Abbildung 5.1: Strukturmodelle eines hexameren Alm-lonen-Kanal. Die MD-generierten Modelle
basieren auf “°N-Festkérper-NMR-Daten. A: geneigte durchgehende a-Helix und B: geknickte und
geneigte helikale Struktur (ibernommen von®’).

Bemerkenswerterweise sind andere °N-Festkorper-NMR-Untersuchungen®® bei
hohem P/L-Verhéltnis wiederum konsistent mit einer parallelen Orientierung einer a-
Helix zur Membrannormalen. Weiterhin wird fur die mittleren Bereiche des Alm eine
310-Helix aufgrund der hohen Aib-Anteile'® 1% diskutiert. Die Kristallstruktur®® zeigt
auch fur das C-terminale Ende des Alm einen 3jp-helikalen Anteil. Es soll
diesbeziiglich darauf hingewiesen werden, das die Unterschiede zwischen einer 30-
Helix und einer a-Helix in den Ramachandran-Winkeln ¢ und y nur minimal*®’ sind

und die Energiedifferenz zwischen den beiden Sekundarstrukturen klein®’.

Aus diesem Grund sind fur die Strukturanpassung in der vorliegenden Arbeit eine
durchgehende 3ip-Helix, eine a-Helix und die Kiristallstruktur als Modelle
eingegangen, um jede bekannte Situation des Peptids plausibel beleuchten zu

kdénnen.

Die Auswertung der NMR-Messungen in DMPC als Lipid bei hoher P/L=1:10 weisen
nur auf eine Kompatibilitat mit einer durchgehenden, rechtshéndigen a-Helix fur den

N-terminalen Bereich (Position 5 und 10) des Alm hin. Sobald die gemessen
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Aufspaltungen der an Position 16 markierten Alm-Derivate in die Strukturanpassung
miteinflossen, lieferte die Fehleranpassungsfunktion y? ungeniigende Werte. Auch
die Strukturanpassung einer 3;o-Helix und der bekannten Kristallstruktur ist nicht mit
den beobachteten Einschrankungen vereinbar. Demzufolge ergibt die durchgefuhrte
Analyse, dass der N-Terminus des Alm als a-Helix mit einem Kippwinkel der
Helixachse von 1=8° in der DMPC-Lipidmembran vorliegt. Der Rotationswinkel p wird
mit einem Wert von 82° berechnet, wobei dieser Wert nur ein Minimum innerhalb
eines groRReren Bereiches fir befriedigende Losungen darstellt (siehe Abbildung 5.2)

und hat deshalb aufgrund geometrischer Aspekte wenig Bedeutung.

A B

T [°]

x* [kHz] |

I

Abbildung 5.2: 7, p-Plot fur alle im Raum méglichen z—und p-Werte (A) mit der sich ergebenden
Struktur des Alm-Molekils als a-Helix (B) mit 7=8° der Helixachse zur Membrannormalen in einer
simulierten DMPC-Membran (Tielemann et al.) eingebettet. Der Bereich des Alm, welcher nicht in
die Berechnung der NMR-Parameter einfloss, ist in hellgrau dargestellit.

Dieses Ergebnis stimmt mit dem Bild einer leicht geneigten Orientierung des Alm zur

Membrannormalen der DMPC-Doppelschicht bei hoher Peptidkonzentration tberein.

e |st eine konzentrationsabhangige Umorientierung zu beobachten?

Die durchgefuhrten Konzentrationsmessungen in dem P/L-Verhdltnis von 1:10 bis
1:1000 in DMPC als Modellmembran zeigen, je nach gemessenen fluorierten Alm-
Analoga, mit abnehmender Peptidkonzentration Unterschiede in der Dipolkopplung.
Die Aufspaltung der an Position 5 und 10 markierten Derivate bleibt tUber den
gesamten Bereich (soweit bestimmbar) mehr oder weniger konstant. Dies wird auch
in der Berechnung der Orientierungsparameter fur diese Positionen deutlich (siehe
Tabelle 4.7). Werden die fur Position 16 vorhandenen Dipolkopplungen in die

Berechnungen miteinbezogen, so zeigen diese (wie im vorherigen Abschnitt
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dargestellt) keine Vereinbarkeit mit den zugrunde gelegten Strukturmodellen. Als
Resultat ergeben sich die dber alle Konzentrationen gemittelten
Orientierungsparameter t=8° und p=80°.

Damit wurde erstmalig, insbesondere flr geringe Peptidkonzentrationen bis
P/L=1:1000, fur den N-terminalen Bereich des Alamethicin eine transmembrane
Orientierung beobachtet. Diese Orientierung ist gleichbedeutend mit einem I-state
des Peptids. Die kompatible Struktur hierzu ist wiederum eine o-Helix (siehe
Abbildung 5.2). Es muss in diesem Zusammenhang darauf hingewiesen werden,
dass die Beobachtung einer konzentrationsunabhangigen Orientierung des N-
Terminus des Alm in DMPC-Lipidmembranen keine angelegte Spannung vorlag.
Dieses Ergebnis steht in erheblichen Widerspruch zu den von Huang et al.
veroffentlichten Arbeiten zu OCD-spektroskopischen Studien des Alm in DPhPC-

Membranen3® 3¢ 37

, welche bei niedrigeren Peptidkonzentrationen als P/L=ca.1:100
von einen S-state berichten. Erst bei sukzessiver Erhdhung der Peptidkonzentation
uber einen kritischen Wert insertiert das Alm in die dort verwendetet DPhPC-
Membran.

Das erhaltene Ergebnis wirft zudem, innerhalb des untersuchten
Konzentrationsbereiches der Alm-Derivate, ein anderes Licht auf den Prozess der
Anlagerung des membranaktiven Alm an eine Membran. Die berichtete Vorstellung,
das sich das Peptid gemalR seiner amphiphilen Natur flach an der Membran anlagert
bevor es insertiert, steht ebenfalls in Widerspruch zu den gemachten
Beobachtungen.

Das erhaltene Ergebnis steht aber in Einklang mit einem Modell, welches auf
Resultaten aus EPR-Messungen'®® an selektiv markierten Alm-Analoga in Micellen
fur hohe Peptidkonzentrationen basiert (siehe Abbildung 5.3).

Das wesentliche in dieser Modellvorstellung ist, dass bei Abwesenheit einer
elektrischen Spannung das monomere Alm ebenfalls mit seinem N-Terminus in der
Membran gebunden ist. Die hydrophilen Seitenketten wie GIn7 und Glul8 sollen mit
den geladenen Kopfgruppen des Lipids in Kontakt stehen und die ,bent form*

stabilisieren.
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Abbildung 5.3: Vorgeschlagenes Modell einer spannungsinduzierten Insertierung des Alm in die
Membran und anschlieRende Ausbildung einer Pore (ibernommnen von46).

Erst ein Anlegen eines elektrischen Feldes linearisiert das Peptid, welches dann
aufgrund Oligomerisierung mit anderen Monomeren Kanéle ausbildet. Die
Orientierung des N-Terminus in diesem Modell &ndert sich nicht und ware somit mit
den in vorliegender Arbeit demonstrierten Beobachtungen konsistent.

Betrachtet man die erhaltenen Ergebnisse der Konzentrationsunabhéngigkeit unter
dynamischen Gesichtspunkten, gelangt man fur den N-Terminus zu folgenden
Aussagen. Der hohe Wert des Ordnungsparameters Sp weild3t auf ein rigides,
anisotropes System hin. Weiterhin bestétigen die vertikal aufgenommen Festkdrper-
NMR-Spektren (Halbierung der dipolaren Kopplung und Spiegelung um die isotrope
Position) eine Rotationsdiffusion des Peptids um die Membrannormale des Lipids
DMPC. Fur hohe Peptidkonzentrationen bedeutet dies, dass die Oligomere (der
Kanal) eine Rotationsfreineit um eine gemeinsame Achse parallel zur
Membrannormalen besitzen. Die einzelnen Monomere innerhalb des Oligomers
verfigen aber keinerlei isotrope Ausmittiung und sitzen sehr stabil in der
ausgebildeten Anordnung. Ob dieses Oligomer ein Kanal ist, kann mittels der
verwendeten Methode nicht bestimmt werden, fir den Fall einer hohen
Peptidkonzentration wird dies allerdings in der Literatur aufgrund biophysikalischer
Messungen® diskutiert. Hier muss nochmals darauf hingewiesen werden, dass diese
Messungen immer in Anwesenheit einer angelegten Spannung durchgefuhrt wurden.
Hinsichtlich der Dynamik bei geringen Peptidkonzentrationen (Bereich bis
P/L=1:1000) in der DMPC-Lipidmembran verhalt sich das Alm identisch. Somit
konnte die hohe Sensitivitdt der Fluoratome ausgenutzt werden, die Orientierung des
Alm-N-Terminus fir sehr geringe Konzentrationen zu bestimmen. Eine solche

Beobachtung wurde bisher fir den N-terminalen Bereich nicht gemacht und wird in
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dieser Arbeit erstmalig demonstriert. So muss angenommen werden, dass selbst die
Monomere sehr stabil in einer Membran vorliegen und eine diskrete Orientierung
einnehmen. Ob dieses Ergebnis eventuell auch Ursache einer Einfihrung der

lipophiliesteigernden Trifluormethylgruppe ist, kann nicht ausgeschlossen werden.

e Hat die Lipidzusammensetzung einen Einfluss auf die Orientierung?

Hierfir wurden aufgrund der gefundenen Konzentrationsunabhangigkeit bisher nur
Proben in einem P/L-Verhéltnis von 1:100 fur zwei Arten von Modellmembranen
gemessen (Kapitel 4.6.2.2). Diese sollen jeweils die Situation einer eukaryotischen
und einer prokaryotischen Modellmembran simulieren. Die berechneten
Orientierungsparameter (siehe Tabelle 4.8) ergeben identische Losungen verglichen
mit der einfachen zwitterionischen Modellmembran DMPC im flUssigkristallinen
Zustand. Die vorher diskutierten Ergebnisse und Folgerungen lassen sich somit auf
die beiden Systeme DMPC/Cholesterol und DMPG/POPE ubertragen. Das bedeutet,
dass weder eine netto negativgeladene Membran (DMPG) noch das als
Membranstabilisator fungierende Cholesterol® einen Einfluss auf die Orientierung des

Alm in diesen Lipidmembranen unter den experimentellen Bedingungen ausiben.

e Welchen Einfluss hat die Temperatur, und damit die Lipidphase, auf die
Orientierung des Alm in Lipidmodellmembranen?

Zu diesem Zweck wurden Temperaturserien im Bereich von 10°C-35°C dreier
Proben, namlich pures DMPC, DMPC/Cholesterol (8/2) und DMPG/POPE (7/3) in
einem P/L-Verhaltnis von 1:100 mittels *°F-Festkorper-NMR aufgenommen. Die
erhaltenen Dipolkopplungen und berechneten Strukturparametern (hier fur 15°C) fur
niedrige Temperaturen zeigen fiur zwei Falle eine erhebliche bzw. leichte
Umorientierung des N-Terminus des Alm. Auch hier gilt, dass passende Lésungen
nur fir den N-Terminus des Alm erhalten wurden.

Fir die Modellmembran DMPC im Gelzustand wird ein Kippwinkel einer a-Helix von
ca. 70° bezuglich der Membrannormalen berechnet. Der Rotationswinkel p beztglich
der Helixachse nimmt einen diskreten Wert um ca. 170° an. Dieser Rotationswinkel
stellt eine plausible Lésung fur einen S-state dar, da die (wie in Abbildung 5.4
dargestellt) hydrophilen Seitenketten zu den ebenfalls hydrophilen Kopfgruppen der

DMPC-Modellmembran oder in die wassrige Phase hinweisen®.
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Abbildung 5.4: 7, p-Plot fur alle im Raum mdglichen 7— und p-Werte (A) mit der sich ergebenden
Struktur des AlIm-Molekuls als a-Helix. vom N-Terminus aus gesehen (B) mit =70° und p=170°. Man
kann erkennen, dass die hydrophilen Seitenketten (blau hervorgehoben) in Richtung der DMPC-
Membranoberflache reichen (C).

Damit wurde erstmalig via *°F-Festkorper-NMR eine Umorientierung des N-Terminus
zur Membranoberflache des AIm nachgewiesen. Dass eine generelle Umorientierung
unterhalb der Phasenibergangstemperatur fur DMPC stattfindet, wurde schon von
Vogel et al?® qualitativ mittels CD-Spektroskopie  beobachtet.  Der
Ordnungsparameter Sp Vverandert sich mit einer Temperaturerniedrigung nur
marginal, d. h. auch in diesem Fall liegt eine diskrete Orientierung des N-Terminus
des Alm vor. Interessanterweise ergeben die vertikal gemessenen Proben keine
Rotation um die Membrannormale. Diese Beobachtung konnte anhand der
Eigenschaften des Lipids unterhalb des Phasenibergangs (Gelzustand) erklart
werden. Dabei liegt das Lipid in einer hochgeordneten, dicht gepackten Konstitution
vor, die laterale Beweglichkeit der einzelnen Lipidmolekule ist stark eingeschrankt.
Moglicherweise ist es energetisch gesehen unvorteilhaft, ein insertiertes Alm in der
geordneten Lipidmolekilmatrix anzuordnen. Das Alm lagert sich dann gemaR seiner
amphipatischen Natur an der Membranoberflache an (siehe Abbildung 5.4).

Im Gelzustand des Lipidsystem DMPG/POPE findet nur eine marginale
Umorientierung des Alm statt, das Peptid befindet sich im I-state. Eine Rotation um
die Membrannormale wird ebenfalls nicht beobachtet, allerdings ist aufgrund des
Wertes des Ordnungsparameters Sp,o=0,64 auf eine erhdhte isotrope Beweglichkeit
des Alm zu schlie3en. Diese Beobachtungen stehen bezlglich der Ergebnisse des
simplen Membranmodells DMPC in erheblichem Widerspruch. Hier kann entweder
die netto negativ-geladene Kopfgruppe des DMPG oder das konisch geformte Lipid

POPE® Einfluss auf die Orientierung des Alm nehmen. Welche Eigenschaft der
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Lipide die beobachtete Orientierung des N-Terminus des Alm dominiert, wurde im
Rahmen dieser Arbeit nicht bestimmit.

Die berechneten Orientierungsstrukturparameter des Alm, rekonstituiert in
DMPC/Cholesterol, ergeben fir eine a-Helix keine befriedigende Strukturanpassung.
Die Fehlerfunktion y? fiir eine 310-Helix des N-terminalen Bereiches gibt zwar eine
sehr gute L6sung, die entsprechenden Parameter erscheinen aber nicht plausibel, da
der Winkel p die hydrophile Doméane des Alm in den hydrophoben Bereich der
Lipidmembran hineinzwingen wuirde. Zudem erscheint der Wert fir Spo>1 nicht
plausibel.

In  wieweit experimentelle Fehler fur eine unzureichende Bestimmung der
Orientierungsparameter verantwortlich sind, oder ob hier eine Phasenseparation des
heterogenen Lipidsystems vorliegt, konnte bisher nicht bestimmt werden. Deswegen

soll zu diesem Lipidsystem keine weiteren Aussagen getroffen werden.

5.4 CD-Spektroskopie

Ein Vergleich der aufgenommen OCD-Spektren von Alm F30 mit einem fluorierten
Alm-Analogon soll ebenfalls die Erhaltung der Struktur des Alm sowie dessen
analoges Verhalten in einer DMPC-Lipidmembran dokumentieren. Insbesondere
sollte durch eine zweite, komplementdare Methode die temperaturabhangige
Umorientierung in DMPC als Modellmembran bestatigt werden.

Das gemessene Spektrum des rekonstituierten 10-(S)-TfmAla-Alm oberhalb der
Lipidphaseniubergangstemperatur ergibt dieselbe Orientierung (I-state) einer Helix
zum zirkular eingestrahlten Licht wie der synthetisierte Wildtyp. Die Form des
Spektrums sowie die Lage der Banden des Wildtyps stimmen mit den in der Literatur
bekannten Spektren iiberein®’. Eine tendenzielle Verbreiterung des OCD-Spektrums
des 10-(S)-TfmAla-Alm kdnnte auf einen beta-aggregierten Anteil hindeuten. Ob dies
die Folge einer Einfuhrung der fluorierten Aminosdure oder experimentelle
Ungenauigkeiten durch Streueffekte war, konnte nicht bestimmt werden. Unterhalb
der Phasenubergangstemperatur zeigen beide Peptide eine leicht unterschiedliche
Orientierung, jedoch fur einen T-state typische Spektren. Dieses Phanomen der
Umorientierung aus einer transmembranen in eine anders geartete Orientierung der
Helix mit Abnahme der Temperatur wurde ebenfalls von Vogel et al.?® mittels CD-
Spektroskopie des Alm in DTPC-Lipiddoppelschichten beobachtet.
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6 Ausblick

Insgesamt haben die Untersuchungen der Struktur und Orientierung des Alm in
Lipidmodellmembranen verlassliche Ergebnisse geliefert. In der Literatur bekannte
Ergebnisse beziglich der Struktur des N-Terminus des Alm konnten nur teilweise
bestatigt werden.

Die angewandten Strukturmodelle (a-Helix und 33p-Helix) sind jedoch nicht mit dem
C-terminalen Ende des Peptids vereinbar, weswegen eine weitere, einschrdnkende
Markierung notwendig ist (Position 17), um diesen Bereich besser zu
charakterisieren.

Die vorhandenen *°F-'°F-Dipolkopplungen sollen auch als einschrankende
Parameter in eine MD-Simulation eingehen, um erste Einblicke in die mdglichen
Strukturen des gesamten Alamethicin zu gewahrleisten.

Weiterhin bedtrfen die Ergebnisse, die fir Biomembranen in der Gelphase erhalten
wurden (speziell  das DMPC/Cholesterol-Lipidsystem),  weitere NMR-
Untersuchungen. Dynamische Differenzkalorimetrie werden in diesem Fall genauere
Einblicke Uber die Phasenveranderung der Lipide und somit deren
thermodynamisches Verhalten geben.

Eine weitere Mdglichkeit, den Kanal des Alm zu charakterisieren, besteht in der
Einflhrung einzelner Fluoratome und der anschlieenden Abstandsmessung durch
deren dipolare Kopplung®.

Abschlie3end kann die in dieser Arbeit demonstrierte erfolgreiche Synthesemethodik
auf andere, kiirzere Peptaibole Ubertragen werden, um eventuelle Unterschiede oder
Gemeinsamkeiten des Mechanismus der Kanalbildung via '°F-Festkérper-NMR zu

untersuchen.



86

7 Zusammenfassung

Das membranaktive Peptaibol Alamethicin stellt eines der meistuntersuchten lonophore dar.
Es ist in der Lage, lonenkandle in Zellmembranen auszubilden und somit die Zellen zu
permeabilisieren. Die hiermit verbundenen molekularen Aspekte dieses Vorgangs, der
Mechanismus der Ausbildung dieses Kanals ist im Detail jedoch noch nicht abschlieRend
geklart.

Ziel dieser Arbeit war es, mit Hilfe der hohen Sensitivitdt der lgF-Festkc‘jrper-NMR-
Spektroskopie die Sekundarstruktur und Dynamik des Peptaibols Alamethicin in seiner
biologisch relevanten Umgebung zu untersuchen.

Zu diesem Zweck wurde eine erfolgreiche Synthesestrategie zur selektiven Fluormarkierung
des Alamethicin entwickelt und etabliert. Die im Alamethicin haufig vorkommende o,a-
dialkylierte Aminosaure Aib wurde durch die trifluorierte analoge Aminosaure TfmAla an
verschiedenen Paositionen ersetzt. Dabei gelang die Darstellung von sechs Alamethicin-
Analoga Uber eine Kombination von Peptidsynthese in Losung und an fester Phase. Die in
Zwischenschritten auftretenden Epimere konnten getrennt und die Stereochemie eindeutig
Uber RP-HPLC in chiraler mobiler Phase erfolgreich zugeordnet werden. Die somit
hergestellten fluorierten Alamethicine zeigten, verglichen mit der nativen Verbindung, in CD-
spektroskopischen und funktionellen Untersuchungen keine Stérung in der Sekundarstruktur
und Wirkung.

Zur detaillierten dreidimensionalen Strukturaufklarung wurden die Alamethicin-Derivate
mittels *°F-Festkorper-NMR-Spektroskopie in fliissigkristallinen Lipidmembranen vermessen.
Dabei ergab die Strukturanalyse eine transmembrane Orientierung der N-terminalen a-Helix
mit einem Kippwinkel von 8° als Sekundarstrukturelement. Weiterhin wurde eine bis dahin
nicht bekannte Konzentrationsunabhangigkeit der stabilen transmembranen Orientierung des
Alamethicin demonstriert. Im Gelzustand der Membran konnte eine Orientierungsabhangig-
keit von der Zusammensetzung der membranbildenden Lipide beobachtet werden. Wahrend
in zwitterionischen Phospholipiden (Modell fir eine Eukaryotenmembran) eine Umlagerung
der N-terminalen a-Helix zur Membranoberflache stattfindet, verbleibt der N-Terminus des
Peptids in negativ geladenen Membranen (Modell fiir eine Prokaryoten-membran) in einer
transmembranen Orientierung.

Diese neuen Aspekte kdnnen als Grundlage fur weitere funktionelle Untersuchungen dienen,

um die Auswirkung des Alamethicin auf die Zellmembran besser zu verstehen.
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8 Experimenteller Teil

Alle chemischen Verschiebungen beziehen sich fir im Falle der ‘H-NMR-
Spokroskoie auf Trimethylsilan, im Falle der *°F-NMR-Spektoskopie auf

Trifluoressigsaure.

8.1 Synthese des Z-TfmAla-OH

Die Synthese ist in der Literatur beschrieben und wurde ohne Modifikation

ubernommen®? 110,

8.1.1 2-Benzyloxycarbonylamino-3,3,3-trifluor-2-hydroxypropionsaure-
methylester

10,51 g Benzylcarbamat (70 mmol) wird in méglichst wenig Dichlormethan geldst.

Unter Ruhren werden 10,92 g Trifluorbrenztraubensauremethylester (70 mmol)

langsam zugetropft und anschlieBend 12 h bei Raumtemperatur geruhrt. Das
Produkt fallt analysenrein aus (Ausbeute: 86%, Smp.: 136-138°C).

0O

DCM, 12h
> - O p - O
F F o o4 0
NH»

O \
1o P
HN%O
FoC

'H-NMR (250 MHz, CDCls): 8(ppm) = 3,76 (s, CHs); 5,04 (m, CH,%), 5,50 (s,
NH), 7,27 (s, aromatisch?), 7,78 (s, OH)

8.1.2 2-Benzyloxycarbonylimino-3,3,3-trifluorpropionsauremethylester

18,43 g 2-Benzyloxycarbonylamino-3,3,3-trifluor-2-hydroxypropionsauremethylester
(60 mmol) werden in 300 ml wasserfreiem Diethylether gelést und im Verlaufe einer
Stunde bei 0°C unter intensivem Ruhren 8,4 ml TFAA (60 mmol) zugegeben.
Anschlie3end wird eine Stunde bei 0°C gerihrt, danach werden 9,7 ml Pyridin (120
mmol) zugegeben und weitere zwei Stunden bei 0°C geruhrt. Das ausgefallene
Pyridiniumtrifluoracetat wird abfiltriert und der etherische Rickstand wird im Vakuum
eingeengt. Der Rickstand wird mehrmals mit Petrolether extrahiert (insgesamt mit

etwa 500 ml). Der Extrakt wird tber Nacht im Kuhlschrank aufbewahrt. Es scheidet
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sich dadurch noch etwas mitextrahiertes Pyridiniumtrifluoracetat ab. Der
Niederschlag wird erneut abgetrennt und die organische Phase uber MgSO,4
getrocknet und im Vakuum eingeengt. Es verbleibt ein blassgelbliches Ol, welches
ohne weitere Aufreinigung zur weiteren Synthese eingesetzt werden kann (Ausbeute:
83%).

1.) 1 eq TFFA, 2h, 0°C
Oy i - O g0
@]
O_‘/<HO 2.) 2 eq Pyridin, 2h, 0°C O‘« . O\
HN o N

F3C CFS

'H-NMR (250 MHz, CDCls): 8(ppm) =3,71 (s, CH3"™®): 527 (s, CH,%); 7,26-

7,38 (m, aromatisch?)

8.1.3 D/L-N-Benzyloxycarbonyl-2-trifluormethylaminosauremethylester

Zu 14,7 g -Benzyloxycarbonylimino-3,3,3-trifluorpropionsauremethylester (51mmol)
in 200 ml wasserfreiem Diethylether wird unter Argon bei -78°C eine equivalente
Menge an Methylmagnesiumbromid (16,6 ml einer 3 molaren Loésung in Et;0)
getropft. Nach beendeter Zugabe wird das Reaktionsgemisch langsam auf
Raumtemperatur erwarmt und mit eiskalter Salzsdure (1:1 verdinnt) hydrolysiert.
Nach Phasentrennung wird die Wasserphase noch zweimal mit je 100 ml Et,O
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden Uber MgSO, getrocknet und
im Vakuum eingeengt. (Ausbeute: 94% braunes Rohprodukt - Kugelrohrdestillation
ergibt 83% Reinprodukt: farbloses Ol, Kp 170°C, 0,29 mbar).

1.) 1 eq CHzMgBr, -78°C
O, 00 2 Oye
O‘( (@] O‘( O\
= HN

2.) HCI, 1:1 verdinnt

CF
CF, Hoe o °
'H-NMR (250 MHz, CDCls): S(ppm) = 1,72 (s, CH3"™®): 3,73 (s, CH3z°™®); 5,03
(s, CH.?); 5,47 (s, NH'™®. 7255732 (m,

aromatisch?)
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8.1.4 D/L-N-Benzyloxycarbonyl-2-trifluormethylalanin

12,2 g DI/L-N-Benzyloxycarbonyl-2-trifluormethylaminosauremethylester (40 mmol)
werden in100 ml 1N Kalilauge (wassrig) gegeben und anschlielend portionsweise
soviel MeOH hinzugefigt, bis sich der Ester vollstandig gel6st hat (etwa 250 ml).
Anschlielend wird 24 Stunden bei Raumtemperatur gertuhrt. Das MeOH wird im
Vakuum abdestilliert, der wassrige Rickstand viermal mit je 75 ml Et,O extrahiert
und dann mit eiskalter verdinnter Salzsdure angesauert. Die wassrige Phase wird
erneut viermal mit Diethylether extrahiert, die organische Phase Uber MgSOg4
getrocknet und im Vakuum eingeengt. Das Rohprodukt wird aus CHCls/Petrolether

umkristallisiert. (Ausbeute: 73%, weil3es Pulver)

1.) KOH
< >—\ 0 Q0 > @—\ 0 Q
o< »o 2.) HCl verdiinnt o< »—on
HN \ HN
CF5 CF5
HsC HaC
'H-NMR (250 MHz, CDCls): S(ppm) = 1,74 (s, CH5' ™43 506 (s, CH.?); 5,52 (s,

NH™™A): 7 27.7 30 (m, aromatisch?)

8.2 Synthese der markierten Di- und Tripeptide

8.2.1 Peptidkupplung uber TCTU-Aktivierung (Methode A)
Zu 1 &q. Z-TfmAla-OH, geldst in 15 ml DMF, werden 1 4g. TCTU und 1 aq. DIPEA

gegeben und fur 5 min bei Raumtemperatur gerihrt. Dann werden 1,2 &q. der tBu-C-
terminal geschitzten Aminokomponente und 1,2 &g. DIPEA zugegeben und die
Reaktionsmischung tUber Nacht bei Raumtemperatur gerihrt. Nach Beendigung der
Reaktion (DC-Kontrolle) wird das organische Lésemittel im Vakuum entfernt und der
verbleibende Rickstand in Ethylacetat aufgenommen. Die organische Losung wird je
3mal mit 10%iger Zitronensaure, Wasser, gesattigter NaHCO;-Losung und
gesattigter NaCl-Losung gewaschen und tdber MgSO, getrocknet. Die organische
Phase wird unter vermindertem Druck entfernt und das verbleibende Rohprodukt (Ol)
wird weiter Saulenchromatographisch an Kieselgel aufgereinigt. Es ergibt sich der

reine Feststoff 1a-c.
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8.2.2 N-terminales Entschititzen: Hydrogenolyse (Methode B)

Zu dem Z-geschitzte Dipeptid 1a-c, in Methanol gel6st, werden 10% Pd/C gegeben
und die Reaktionsmischung Uber Nacht in einer H,-Atmosphare gerihrt. Nach
Beendigung der Reaktion (DC-Kontrolle) wird die Reaktionslosung tber Celite®
abfiltriert, die organische Phase unter vermindertem Druck entfernt und im
Hochvakuun vollkommen getrocknet. Das erhaltene Produkt 2a-c kann ohne weitere

Aufreinigung weiterverwendet werden.

8.2.3 Peptidkupplung uber das asymmetrische Anhydrid (Methode C)

1,69 &q. der zu aktivierenden Fmoc-geschitzten Aminoséaure werden in trockenem
THF unter Argonatmosphére geldst und auf -20°C gebracht. Dann werden 1,64 &q.
NEM und 1,69 aq. CAIBE zugegeben und die Reaktionsmischung fur 30 min bei
derselben Temperatur gerihrt. Anschlie3end wird Verbindung 2a-c, ebenfalls geltst
in trockenem THF, zur Reaktionslosung zugegeben und fur weitere 3h bei -20°C
geruhrt. Danach wird die Reaktionsldsung langsam auf Raumtemperatur gebracht
und bis zur vollstandigen Umsetzung (3-5d) der Reaktion weiter gerihrt, die
Reaktionskontrolle erfolgt dabei Gber DC. Nach Beendigung der Reaktion wird das
organische LoOsemittel unter vermindertem Druck entfernt und in Ethylacetat
aufgenommen. Die organische Losung wird je 3mal mit 10%iger Zitronensaure,
Wasser, gesattigter NaHCO3-Ldsung und gesattigter NaCl-Losung gewaschen und
Uber MgSO, getrocknet. Die organische Phase wird unter vermindertem Druck
entfernt und das verbleibende Rohprodukt (Ol) wird weiter Saulenchromatographisch
an Kieselgel aufgereinigt. Es ergibt sich der reine Feststoff 3a-c.

Im Falle der Verbindung 3b kénnen hier schon die resultierenden Epimere auf der

Kieselgelsaule aufgetrennt werden.

8.2.4 C-terminale Entschiitzen via TFA (Methode D)

Die tBu-C-terminal geschitzten Tripeptide 3a-c werden in 50%TFA in DCM (v/v)
gelést und fir 30 min bei Raumtemperatur gerihrt. Die organischen L&semittel
werden unter vermindertem Druck entfernt, das verbleibende Ol wird in einer

Mischung von Wasser und Acetonitril aufgenommen, eingefroren und lyophilisiert. Es
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verbleibt ein weiRes Pulver. Im Falle der Verbindungen 4a und 4c kénnen die sich

ergebenden Epimere mittels Saulenchromatographie aufgetrennt werden.

8.2.5 Fmoc-Ala-(R/S)-TfmAla-Ala-OH

8.2.5.1 Z-(R/S)-TfmAla-Ala-OtBu (1a)

Die Kupplung zu dem Dipeptid 1a wurde nach Methode A mit einer Ansatzgrof3e von

2,58 mmol durchgefuhrt. Das erhaltenen Produkt fallt als weiRer Feststoff an.

oo d oo

R-Wert: 0,45 (Ethylacetat/Petrolether=2/3)

Ausbeute: 1,08 g (93%)

'H-NMR (250 MHz, CDCls): 8(ppm) = 1,35 (d, J=7,2 Hz, CHs"?), 1,38 (d, J=7,2
Hz, CHs"®-Diast), 1,47 (s, tBu-CHs), 1,87 (s,
CH5;™A3) 1 89 (s, CH;' ™ Diast.), 4,38-4,47 (m,
a-CH*? beider Diast.), 5,08 (d, J=12,3 Hz, CH,*
Gruppey 513 (d, J=12,3 Hz, CH,*°"PP.Dijast.), 5,86
(s, NH™A%) "5 90 (s, NH™*2_Djast.), 6,70 (d, J=
6,9 Hz, NH"®), 6,81 (d, J= 6,9 Hz, NH"?Diast.),
7,23-7,3 (m, aromatisch?).

F-.NMR (400MHz, CDCls): 8(ppm)= 1,43 (s, CFs), 1,57 (s, CFs-Diast.)

8.2.5.2 H-(R/S)-TfmAla-Ala-OtBu (2a)

Die hydrogenolytische Abspaltung der Z-Schutzgruppe erfolgte analog der
beschriebenen Methode B in der Ansatzgro3e 1,47 mmol.

0
F3C H ><
N
NH2><[( \)ko
o]

Ri-Wert: 0,35 (Ethylacetat/Petrolether=1/1)
Ausbeute: 0,40 g (95%)
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'H-NMR (250 MHz, CDCls):

'*F-NMR (400MHz, CDCls):

8(ppm) = 1,36 (d, J=7,2 Hz, CHs"®), 1,39 (d, J=7,2
Hz, CHs;"?-Diast.), 1,46 (s, tBu-CHs), 1,53 (s, beide
CH5'™A2) 2. 40 (s, NH, ™A@ peider Diast.), 4,38-
4,47 (m, o-CH*® beider Diast.), 7,71 (s, NH"*-
Diast.).

d(ppm) =-0,02 (s, CF3), -0,25 (s, CF3-Diast.)

8.2.5.3 Fmoc-Ala-(R/S)-TfmAla-Ala-OtBu (3a)

Die Reaktion zum Tripeptid wurde gemall der Methode C durchgefuhrt mit 2,24

mmol als AnsatzgréRe durchgefihrt. Das Ende der Reaktion wurde mittels DC-

Kontrolle nach 3 d festgestellt. Nach der Aufreinigung Uber Saulenchromatographie

an Kieselgel fallt das Tripeptid 3a als weil3es Pulver an.

Q’Q Oiuj\gﬁéyj\gox

R+Wert:
Ausbeute:
'H-NMR (250 MHz, CDCl):

F-NMR: (CDCly):
FAB-MS:

0,18 (Ethylacetat/Petrolether = 2/3)

0,51 mg (63%)

8(ppm) = 1,35 (d, J=7,2 Hz, CHs"®), 1,38 (d, J=7,2
Hz, CHs"?-Diast.), 1,44 (s, CHs' ™ beide Diast),
1,45 (s, tBu-CHs), 1,85 (s, CH3s™®), 1,91 (s, CH5"®-
Diast.), 4,19-4,24 (m, CH™™¢, CH"?) | 4,38-4,45 (m,
CH,F™¢, CH®), 529 (m, NH*®), 6,85 (m, NH"?),
7,08 (m, NH™A%) " 729.778 (m, aromatisch
CH™),

d(ppm) = 2,13 (s, CF3), 1,78 ( s, CFs-Diast.)
berechnet: 778,59 [M+H]", gefunden: 778,7 [M+H]"
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8.2.5.4 Fmoc-Ala-(R/S)-TfmAla-Ala-OH (4a)
Die C-terminale Schutzgruppe wurde nach Methode D durchgefiihrt. Das Produkt

konnte anschlieBend Uber Sdulenchromatographie in seine beiden Epimere getrennt

werden.

Verbindung 4a-1
0
SN SYY
. o Ny N?%J\N OH
O "o TRl o

R-Wert: 0,44 (Ethylacetat/Hexan)=2/1 + 5%Vol. Essigsaure)

Ausbeute: 0,17 mg (39%)

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): 8(ppm) = 1,19 (dd, J=7,2 Hz, CHz"?), 1,62 (s,
CH3™A%) 4,14-4,24 (m, CH™*, CH"?) | 4,25-4,32
(m, CH,™° CHM), 7,29-7,78 (m, aromatisch
CHF™e 2NHA®), 8,89 (m, NH™™A12),

F-NMR: (CDCly): 8(ppm) = 0,20 ( s, CF3)

FAB-MS: berechnet: 522,49 [M+H]", gefunden: 522,2 [M+H]"

Verbindung 4a-2

Q’Q O)J\H/'\(()(H){ty/kgw

R+-Wert: 0,35 (Ethylacetat/Hexan)=2/1 + 5%Vol. Essigsaure)

Ausbeute: 0,51 mg (60%)

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg):  §(ppm) = 1,19 (dd, J=7,2 Hz, CH3"®), 1,58 (s,
CH5'™A2) '3 93-4,08 (m, CH™°, CH"?) |, 4,18-4,30
(m, CH,™° CH), 7,28-7,90 (m, aromatisch
CHF™, 2NHA?), 8,74 (m, NHT™A12),

F-NMR: (CDCly): 8(ppm)= -0,18 (s, CF3)

FAB-MS: berechnet: 522,49 [M+H]", gefunden: 554,2 [M+H]"
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8.2.6 Fmoc-Val-(R/S)-TfmAla-Gly-OH

8.2.6.1 Z-(R/S)-TfmAla-Gly-OtBu (1b)

Die Kupplung zu dem Dipeptid 1b wurde nach Methode A mit einer Ansatzgrof3e von

12,40 mmol durchgefihrt. Das erhaltenen Produkt fallt als weil3er Feststoff an.

@Oﬁg%ﬂ °<

Ri-Wert: 0,46 (Ethylacetat/Petrolether=2/3)

Ausbeute: 4,77 g (95%)

'H-NMR (250 MHz, CDCls): S(ppm) = 1,47 (s, tBu-CHs), 1,88 (s, CHs ™A%,
3,93-3,97 (m, a-CH®Y), 5,11 (s, CH,*C™PP®), 5 85 (s,
NH™™A) "6 64 (d, J= 6,9 Hz, NH®Y), 7,25-7,38 (m,
aromatisch?).

F-NMR (400MHz, CDCls): 8(ppm) = 1,57(s, CFs-Diast.).

8.2.6.2 H-(R/S)-TfmAla-Gly-OtBu (2b)

Die hydrogenolytische Abspaltung der Z-Schutzgruppe erfolgte analog der
beschriebenen Methode B in der Ansatzgrdf3e 9,65 mmol.

O
HZNKJ;’P'/\[(OX
O

R+-Wert: 0,35 (Ethylacetat/Petrolether=1/1)
Ausbeute: 2,50 g (96%)

'H-NMR (250 MHz, CDCls): 8(ppm) = 1,46 (s, tBu-CHs), 1,53 (s, CHs' ™), 1,81
(s, NH,'™42) 393-397 (m, a-CH®Y), 7,73 (s,
NHEY).

F-NMR (400MHz, CDCls): 8(ppm) = -0,43 (s, CFa).
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8.2.6.3 Fmoc-Val-(R/S)-TfmAla-Gly-OtBu (3b)
Die Reaktion zum Tripeptid wurde gemald der Methode C durchgefiuhrt mit 14,24

mmol als AnsatzgréRe durchgefihrt. Das Ende der Reaktion wurde mittels DC-
Kontrolle nach 5 d festgestellt. Nach der Aufreinigung Uber Saulenchromatographie
an Kieselgel fallt das Tripeptid 3b als weil3es Pulver an. Das Produkt konnte
anschlieBend Uber Saulenchromatographie in seine beiden Epimere getrennt

werden.

Verbindung 3b-1

Q. JU%\AAWK
O

R-Wert: 0,55 (Ethylacetat/Hexan = 1/1)
Ausbeute: 0,89 g (59%)
'H-NMR (250 MHz, CDCls): S(ppm) = 0,98 (d, J=7,2 Hz, y,y-CHs"®), 1,43 (s,

tBu-CHs), 1,93 (s, CHs ™) 211 (m, B-CH"¥),

3,84 (d, J=7,2 Hz, a-CH,®"), 3,95 (d, J=7,2 Hz, a-

CHY®), 4,22 (t, J=8,6 Hz, CH™™°), 4,40 (d, J=7,2Hz,

CH,"™%), 5,36 (m, NH"?), 6,80 (m, NH®Y), 6,88 (m,

NHT™AR) "7 28-7 77 (m, aromatisch CH™™°)
®F.NMR (400 MHz, CDCls): 8(ppm)= 1,87

Verbindung 3b-2

< Ay

R+-Wert: 0,46 (Ethylacetat/Hexan = 1/1)
Ausbeute: 0,22 g (14%)
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'H-NMR (250 MHz, CDCl5) 8(ppm) = 0,96 (d, J=7,2 Hz, y,y-CHs"®), 1,45 (s,
tBu-CHs), 1,88 (s, CHs ™) 2,09 (m, B-CH"®),
3,93 (d, J=7,2 Hz, a-CH,®"), 3,95 (d, J=7,2 Hz, a-
CHY?), 4,23 (t, J=8,6 Hz, CH™™°), 4,44 (d, J=7,2Hz,
CH2 ™), 5,28 (m, NH'®), 6,72 (m, NH®Y), 6,97 (m,
NH™™A) "7 29-7 78 (m, aromatisch CH™™°)
YF-.NMR (400 MHz, CDCly): 8(ppm) = 2,19

8.2.6.4 Fmoc-Val-(R/S)-TfmAla-Gly-OH (4b)

Die C-terminale Schutzgruppe wurde nach Methode D durchgefihrt.

Verbindung 4b-1

SN I%
S

Ausbeute: 0,79 g (98%)

'H-NMR (250 MHz, CDCls) 8(ppm) = 0,88 (d, J=7,2 Hz, y,y-CHs"¥), 1,63 (s,
CH5"™4@) 200 (m, B-CH"¥), 3,70 (m, a-CH,®Y),
3,95 (m, a-CH"®), 4,22-4,43 (m, CH™™°, CH, ™),
7,34-7,95 (m, aromatisch CH™° NH'® NH®Y),
8,63 (m, NH'™A)

F-NMR (400 MHz, CDCls): 8(ppm) = 3,90

FAB-MS: berechnet: 536,51 [M+H]", gefunden: 536,3 [M+H]"
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Verbindung 4b-2

QC )LIW* T
O o crH o

Ausbeute: 0,19 g (94%)

'H-NMR (250 MHz, CDCl3): 3(ppm) = 0,88 (d, J=7,2 Hz, y,y-CHz"®), 1,69 (s,
CH5™A 200 (m, B-CH'®), 3,70 (m, a-CH,®Y),
3,95 (m, a-CH"®), 4,22-4,42 (m, CH™¢, CH, ™),
7,34-8,05 (m, aromatisch CH™° NH'® NH®Y),
8,71(m, NHT™A=)

9F-NMR(400 MHz, CDCls): 8(ppm) = 2,19
FAB-MS: berechnet: 536,51 [M+H]", gefunden: 536,3 [M+H]"

8.2.7 Fmoc-Val-(R/S)-TfmAla-Aib-OH

8.2.7.1 Z-(R/S)-TfmAla-Aib-OtBu (1c)

Die Kupplung zu dem Dipeptid 1a wurde nach Methode A mit einer Ansatzgrof3e von

3,49 mmol durchgefuhrt. Das erhaltenen Produkt fallt als weil3er Feststoff an.

@OEHXM ><WX

CF3

R+-Wert: 0,45 (Ethylacetat/Hexan=3/2)

Ausbeute: 1,02 g (68%)

'H-NMR (250 MHz, CDCly): S(ppm) = 1,48 (m, 2 CH5"?), 1,60 (s, tBu-CHs), 1,87
(s, CH3"™A®) 182 (s, CHs ™".Dijast.), 5,88 (s,
NH™A) 694 (s, NH*®), 7,23-7,32 (m,

aromatisch?).
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8.2.7.2 H-(R/S)-TfmAla-Aib-OtBu (2c)

Die hydrogenolytische Abspaltung der Z-Schutzgruppe erfolgte analog der

beschriebenen Methode B in der AnsatzgréRe 2,36 mmol.

O
oK
crfl o

R+-Wert: 0,35 (Ethylacetat/Petrolether=1/1)

Ausbeute: 0,72 g (96%)

'H-NMR (250 MHz, CDCly): S(ppm) = 1,49 (m, CH5"?), 1,47 (s, tBu-CHs), 1,59
(s, beide CH3"™4), 2,44 (s, NH, ™2 peider Diast.),
7,71 (s, NH"?-Diast.).

8.2.7.3 Fmoc-Val-(R/S)-TfmAla-Aib-OtBu (3c)

Die Reaktion zum Tripeptid wurde gemall der Methode C durchgefuhrt mit 2,24
mmol als Ansatzgréf3e durchgefiihrt. Das Ende der Reaktion wurde mittels DC-
Kontrolle nach 5 d festgestellt. Nach der Aufreinigung tber S&ulenchromatographie

an Kieselgel fallt das Tripeptid 3c als weil3es Pulver an.

Q. JLIW%&XWX
. ]

R+-Wert: 0,45 (Ethylacetat/Petrolether = 2/3)
Ausbeute: 0,77 mg (53%)
'H-NMR (250 MHz, CDCly): 8(ppm) = 0,90 (M, 2 CH3"®), 1,40 (s, tBu-CHs) 1,46

(m, CH3"?), 2,00 (s, CHs"™*?), 2,10 (m, B-CH"®),
4,07 (m, B-CH") , 4,12-4,26 (m, CH ™), 4,33-4,42
(m, CH,"™%), 5,33 (m, NH"¥), 6,91 (m, NH*"), 6,98
(s, NH™™A2) "7 22.7 75 (m, aromatisch CH™°°).
YF-.NMR: (CDCls): 8(ppm) = 7,19 ( s, CF3), 4,76 ( s, CFs-Diast.)
FAB-MS: berechnet: 643,5 [M+Na]", gefunden: 643,6 [M+H]"
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8.2.7.4 Fmoc-Val-(R/S)-TfmAla-Aib-OH (4c)

Die C-terminale Schutzgruppe wurde nach Methode D durchgefiihrt. Das Produkt

konnte anschlieBend Uber Saulenchromatographie in seine beiden Epimere getrennt

werden.
Verbindung 4c-1

R+-Wert:
Ausbeute:
IH-NMR (250 MHz, DMSO-dp):

YF-NMR: (400MHz, DMSO-ds):
FAB-MS:

Verbindung 4c-2

<

o

R+-Wert:
Ausbeute:

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg):

O (0]

O

0,31 (Ethylacetat/Hexan)=2/1 + 5%Vol. Essigsaure)
0,41 mg (53%)

8(ppm) = 0,62 (M, 2 CH3"?), 1,24 (s, CHs"), 1,31
(s, CHs""), 1,57 (s, CHs™) 1,91 (m, B-CH"®),
3,86-3,96 (m, o-CH*V®) | 4,08-4,30 (m, CH™,
CH, ™), 7,33-7,87 (m, aromatisch CH™¢, NH"?
NHAP), 8,80 (s, NH'™A),

d(ppm) = 0,48 (s, CF3)

berechnet: 586,57 [M+Na]’, gefunden: 587,53
[M+H]*

O (0]
M N
N OH
(@] N %, N
H o CF 3H o)

0,20 (Ethylacetat/Hexan)=2/1 + 5%Vol. Essigsaure)
0,32 mg (42%)

3(ppm) = 0,84 (M, 2 CHs"™), 1,27 (s, CHs™), 1,28
(s, CHs™), 1,55 (s, CH3' ™), 1,97 (m, B-CH"™),
3,87-3,98 (m, o-CH*") , 4,10-4,32 (m, CH™>,
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CH,™™), 7,27-7,88 (m, aromatisch CH™°¢, NH"?
NHAP), 8,67 (s, NH'™A),

YF-NMR: (400MHz, DMSO-dg): &(ppm) = -1,43 (s, CF3)

FAB-MS: berechnet: 587,57 [M+Na]",gefunden: 587,60
[M+Na]"

8.3 Synthese der fluorierten Alamethicin-Analoga

Die fluorierten Alm-Analoge werden gemal in Kapitel 3.2.1 beschrieben Methoden
Uber sequenzielle Festphasenpeptidsynthese, Fragmentkondensation der Tripeptide
an fester Phase und anschlielBender Abspaltung durchgefuhrt. Die Aufreinigung
erfolgt Uber semipréaparative RP-HPLC mit dem in Kapitel 3.2.2.1 beschriebenen
Gradienten. Die Reinheit der erhaltenen Produkte wird mittels analytischer RP-HPLC
(Kapitel 3.2.2.1) dberpruft, die entsprechenden Chromatogramme und die
zugehorigen Ausbeuten sind in Abbildung 4.2 bzw. Tabelle 4.4 dargestellt.

Tabelle 8.1: Ubersicht der MALDI-TOF- und hochaufgelésten *F-NMR-Daten der synthetisierten Alm-
Analoga

¥F-NMR in MeOH-d,

Peptid berechnete Masse [m/z]  gefundene Masse [m/z]
8 [ppm]

Alm F30 1964,31 1986,1 [M+Na]”

5-(R)-TfmAla-Alm  2018,32 2040,3 [M+Na]" 2,11
5-(S)-TfmAla-Alm  2018,32 2040,1 [M+Na]" 3,66
10-(R)-TfmAla-Alm  2018,32 2040,7 [M+Na]" 2,70
10-(S)-TfmAla-Alm  2018,32 2040,6 [M+Na]" 4,26
16-(R)-TfmAla-Alm  2018,32 2040,2 [M+Na]" 2,70
16-(S)-TfmAla-Alm  2018,32 2040,3 [M+Na]" 3,41

Die Charakterisierung erfolgte Uber MALDI-TOF-Massenspektrometrie und
hochaufgeléste °F-NMR, die dadurch erhaltenen Daten sind in Tabelle 8.1
dargestellt. Als Refernz fiir die hochaufgeléste **F-NMR diente TFA, die chemische
Verschiebung erhalt bei einem tieffeldverschobenen Signal bezuglich des TFA-

Signals ein positives Vorzeichen.
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10 Anhang

10.1Abktrzungsverzeichnis

AA
Abb.
AcOH
aq.
Aib (U)
Alm
AN

au
CAIBE
CHCA
CD

DBU
DC
DCM
DHB
Diast.
DIPEA
DMF
DMPC
DMPG

DPhPC
DMSO
DPTC

EtOH
FAB

Fmoc

amino acid

Abbildung

Essigsaure

Aquivalente

a-Aminoisobuttersaure

Alamethicin

Acetontitril

absorption unit
Chlorameisensaureisobutylester
a-Cyano-4-hydroxyzimtsaure

circular dichroism

Tag(e)

1,8-Diazabicyclo[5.4.0]Jundec-7-en
Dunnschichtchromatographie
Dichlormethan

2,5-Dihydroxybenzoeséaure

Diastereomer

N,N-Diisopropopylethylamin
N,N-Dimethylformamid
1,2-Dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphocholin
1,2-Dimyristoyl-sn-glycero-3-[phospho-rac-
(1-glycerol)]
1,2-Diphytanoyl-sn-glycero-3-Phosphocholin
Dimethylsulfoxid
1,2-Bis(S-decanoyl)-1,2-dithio-sn-glycero-3-
phosphocholin

Ethanol

Fast Atom Bombardement
9-Fluorenylmethoxycarbonyl

Gramm

Stunde(n)
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HATU

HPLC

MALDI
MeOH
mg

ng
MHK
min

mi

mM
umol
mmol
MS
NEM
NMP
NMR
OCD
pH
Pheol (Fol)
POPE

rH

RP
RT
SPPS
Tab.
tBu
TCTU

TFA
TFAA

2-(1H-7-Azabenzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetra-
methyluroniumhexafluorophosphat

high performance liquid chromatography
Masse

molar

matrix assisted laser desorption ionisation
Methanol

Milligramm

Mikrogramm

minimale Hemmkonzentration

Minute(n)

Milliliter

Millimolar

Mikromol

Millimol

mass spectroscopy

N-Ethylmorpholin

1-Methyl-pyrrolidon

nuclear magnetic resonance

oriented cicular dichroism

pH-Wert

H-L-Phenylalaninol
1-Palmitoyl-2-oeoyl-sn-gycero-3-pospho-
ehanolamin

relative Humidity

reversed phase

Raumtemperatur

Solid Phase Peptide Synthesis

Tabelle

tertiar Butyl
O-(1H-6-Chlorobenzotriazole-1-yl)-1,1,3,3-
tetramethyluroniumtetrafluoroborat
2,2,2-Trifluoressigsaure

Trifluoressigsaureanhydrid
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TFE 2,2,2-Trifluorethanol
TfmAla Trifluormethylalanin
THF Tetrahydrofuran
TIS Triisopropylsilan
TOF time of flight

Trt Trityl

uv Ultraviolett

z Benzyloxycarbonyl
z Ladung

pl Mikroliter

pmol Mikromol

Die verwendeten Abklrzungen fur die Aminoséure- und Peptidderivate stimmen mit
der Empfehlung der IUPAC-IUB Kommission fir die biochemische Nomenklatur
Uberein. Eur. J. Biochem., 138, 9-37 (1984)

Alle verwendeten Aminoséauren sind (aul3er den gekennzeichneten) L-Enantiomere.

10.2Auswerteprogramm AXxis

Mithilfe dieses Programms und einem modifizierten MOLMOL kdénnen PDB-Dateien
direkt durch die entsprechenden Drehbefehle in eine Standardorientierung gebracht
werden.

Néaheres siehe: http://www-ifia.fzk.de/IFIA_Webseiten/Webseiten_Ulrich/index.html.

Quellcode des Programm Axis:

// axis.cc

// Ralf W. Glaser,

char *release="25.4.03";

// calculate necessary rotations to adjust molecule to normalized
orientation

// two steps:

// 1) helix axis along z-axis

// 2) CA on +y axis

// you need a modified molmol that prints cylinder coordinates

#include <stdio.h>
#include <math.h>
#include <string.h>

#define MAXLN 256
#define MAX 40
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char line[MAXLN];

void along_z(void) {
float x1,x2,yl,y2,z1,z2,dx,dy,dz;
int read;
printf("'MOLMOL> SelectAtom “@CA*\n'");
printf("'MOLMOL> AddCylinder least square\n');
printf("'paste helix axis coordinates\n™);
fgets(line,MAXLN-1,stdin);

if((read=sscanf(line, "% Fufufu*shfofuf",&xl,&yl,&z1,8&%2,8&y2,&22)) < 1)
read=sscanf(line, "%*slh*sW T fio*swfufef",&x1,&yl,&21,8&%x2,8y2,8&22);

if(read<6) {

printf("invalid input, %d numbers readable\n",read);

return;
>
dx=x2-x1; dy=y2-yl; dz=z2-z1;
float dxy=sqrt(dx*dx+dy*dy);
float alfa=atan2(dy,dx);
float beta=atan2(dxy,dz);
printf(""Rotatez %.2f\n",-alfa*180/M _PI);
printf("'RotateY %.2f\n",-beta*180/M_PI);

}

void CA y(void) {
float x1,x2,yl,y2,z1,z2,dx,dy,dz;
float xc,yc,zc;
int read;
printf(""MOLMOL> SelectAtom *@CA*\n'");
printf("'MOLMOL> AddCylinder least square\n');
printf("'paste helix axis coordinates\n');
fgets(line,MAXLN-1,stdin);

if((read=sscanf(line, "% FuFfe*shfufuf ", &xl,&yl,&z1,8&%2,&y2,&22)) < 1)
read=sscanf(line, "%*s%*s% T Fufe*sufefuof",&xl,&yl,&z1,8%2,8&y2,822);
if(read<6) printf("invalid input, %d numbers readable\n",read);

dx=x2-x1; dy=y2-yl; dz=z2-z1;

float dxy=sqrt(dx*dx+dy*dy);

float alfa=atan2(dy,dx);

float beta—atan2(dxy,dz);

if(beta>0.005) {
printf(""put the helix axis along z Ffirst!\n");
printf("'MOLMOL> RotateZ %.2f\n",-alfa*180/M_PI);
printf("'MOLMOL> RotateY %.2f\n",-beta*180/M_PI);
return;

}

printf("'> grep CA test z.pdb | grep * 12 *\n'");
printf("'paste CA coordinates (no leading shit)\n'");
fgets(line,MAXLN-1,stdin);
if((read=sscanf(line, "% Fuf%uf%"",&xc,&yc,&zc)) < 3) {

printf(""invalid input, %d numbers readable\n",read);

return;

by

dx=xc-(x2+x1)/2; dy=yc-(y2+yl)/2;

float gamma=atan2(dx,dy);

printf("'MOLMOL> RotateZ %.2f\n",gamma*180/M _PI);

}

int main(int argc, char *argv[]) {

printf(axis.cc %s:\ncalculate necessary rotations to adjust molecule to

normalized orientation\n\n",release);
printf("'>>>>>>> read molecule into molmol\n™);
printf("'MOLMOL> Rotatelnit\n');
printf("'\nl) helix axis along z\n");
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along z();

printf("'MOLMOL> WritePdb test z.pdb\n');
printf(""MOLMOL> InitAlI\n™);
printf("'MOLMOL> ReadPdb test_z.pdb\n');
printf(''\n2) selected CA along +y\n');

CAYO:;

printf("'MOLMOL> WritePdb normal.pdb\n');

10.3Mathemathica-Notebook

Dieses Notebook wurde von Dr. Ulrich H. N. Diirr”® im Rahmen seiner Dissertation
entwickelt. Es dient der Berechnung der 3 NMR-Parameter aufgrund der erhaltenen
Dipolkopplungen. Fiir weitere Details siehe®

Im nachfolgenden ist eines der verwendeten Mathematica-Notebooks (diente zur
Auswertung fur NMR-Experiment P/L=1:10 DMPC fir Position 5 und 10, bei 35°C
sieh auch Abbildung 4.11:) als Beispiel abgebildet. Der rotgeschrieben Text stellt
hierbei die einzugebenden Aufspaltungen bzw. die Koordinaten der C-CFsz-Achse
dar. Die bendgte Euler-Matrix enstammt der Literatur®®.

1:10 DMPC 4Labels 308K

authors: Ulrich Duerr / Ralf W. Glaser
coupling data ??.8.07, Input der Koordinaten aus geometrieoptimierten PDB (mit COSMOS),
Startmolekiil aus MOLMOL und PHI=-58 und PSI=-47

Start

Clear["Global~*"];

Print["loading mathematical routines"];
<<"C:/~/euler-4.m";

loading mathematical routines
EulerMatrix[a ,b ,g ]

active Euler rotation matrix as given by Melinda Duer (2002):

BulerMatrix[a,B,y] :=
( Qos(a] Cos[8] Cos[v] - Sinja] Sinfy] -Cos[y] Sinla] - Cos[a] Cos[] Sinfy] Cos[o] SiN(A]
| Gos[3) Cos[y] Sin[a] +Cos[a] Sin[y]  Cos[a] Gos[y] - Cos[A] Sinfa] SiN[y]  Sinfa] SIN[A] |
\ -Cos[y] Sin[s] Sin(s] Sinfy] Cos(p]
EulerRotate [Matrix ,a ,b_,g 1
returns transform of matrix M according to M'= R.M.Rt

AveMat [diamatrix ,Sw_,Sr ]
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returns diagonal matrix diamatrix,
parameter Sw and rotational Sr
angle between two vectors

dipolar splitting, orientation dependence
misc
ddmax is the maximum dipolar coupling at S=1.
sr only affects the color scale of the display

ddmax=15.8;

sr=2;

58
ez= ;

Experimental data
SequentialPosition={5,10};
ddExpl0DMPC={ -3.0,+1.8,-3.3,-5.7};

ddErr=Table[1.0,{i,6}];

data 1:10 in DMPC at 35°C

Error is set to 1kHz, so that y2 is in kHz2

scaled by overall order

coordinates

helix_58_47, all 4 derivatives geometry-minimized:

CEL516={{-0.645,1.890,-8.801},{-0.601,-2.568,-1.208}};
CFL516={{-1.888,2.435,-9.605},{-0.010,-3.770,-2.029}};
CED516={{-0.579,1.915,-8.763},{-0.677,-2.549,-1.173}};
CFD516={{-0.059,3.316,-8.234},{-2.027,-3.147,-0.643}};

rL5748e=CFL516-CEL516;
rD5748e=CFD516-CED516;

L 10

Data selection

rMOL=rL5748e
ddExp=ddExp200DMPC [ [Range [1,2]1]

nm=2;

{{-1.243,0.545,-0.804},{0.591,-1.202,-0.821}}

{-3.,1.8}
colors

UniScalelchi ,cr_ ]:=Module[{cn=chi/(nm),crx=cr},

Returnlcn/ (cn+crx)];

1;

pics=DensityPlot[UniScalela,sr]l,{a,0,10},{b,0,1},

AspectRatio->0.2,PlotPoints-{100,3},
ColorFunctionScaling—»False,Mesh->False,
ColorFunction->Hue,

DisplayFunction-»Identityl];
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pics2=DensityPlot[UniScalela,sr],{a,0,100},{b,0,1},
AspectRatio->0.2,PlotPoints-»{100,3},
ColorFunctionScaling—»False,Mesh->False,
ColorFunction->Hue,
DisplayFunction-»Identityl] ;

allpic={pics,pics2};

Show [GraphicsArray[allpic]l, ImageSize->600];

Overview plots with constant SMOL

For[S=0.6,S<1,S=S+0.2,
(Print["S=",S];

DensityPlot [UniScale([chisqg[rho ,tau ,S],sr],
{rho,0,180},{tau,0,180},PlotPoints->{36,36},
AspectRatio—»1.0, ImageSize—»400,
ColorFunction->Hue,

Mesh-False,ColorFunctionScaling-»False] ;
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Projection of all allowed S

DensityPlot [UniScale[projection[rho ,tau ,0.5,1.0]1[[1]1],srx],
{rho,0,180},{tau,0,180},PlotPoints->{64,64},
AspectRatio-1, ImageSize—»400,

ColorFunction->Hue,

Mesh-False,ColorFunctionScaling-»False] ;

Values and Minimum

Clear([S];

FindMinimum[chisqlrho ,tau ,S],{rho,105,110},{tau,85,90},{s,0.8,0.85}]
(6.49522x 1071, (rho - 105.999, tau - 77.4417, S 0.379749}}
FindMinimum[chisqlrho ,tau ,S],{rho,115,120},{tau,15,16},{s,0.8,0.9}]
{3.14313x1042,{rh0—999.9652,tBu->10.0533,S—>1.09172}}

comparison

sim[118.7,90.2,0.572 1
{-4.44541,-1.28212}

D 10

Data selection

rMOL=rD5748e;
ddExp=ddExp200DMPC [ [Range [3,4]1];
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nm=2;

insert subsections from above as needed
Projection of all allowed S

Overview Plot

DensityPlot [UniScale[projection[rho ,tau ,0.5,1.0]1[[1]1],srx],
{rho,0,180},{tau,0,180},PlotPoints->{36,36},
AspectRatio—»1.0, ImageSize—-400,
ColorFunction->Hue,

Mesh-False,ColorFunctionScaling-»False] ;

Values and Minimum
Clear[S];
FindMinimum[chisqlrho ,tau ,S], {rho,130,135},{tau,100,105},{S,0.8,0.85}]
(1.46535x 10>, (rho - 50.4035, tau- 100.854, S- 0.805667}

sim[137.6,96.9,0.805]
{5.60765,10.0226}

L+D 10

Data selection
rMOL=Join [rL5748e,rD5748e] ;
ddExp=ddExp200DMPC;
nm=4;
sr=10;
insert subsections from above as needed. You need new color scales after change in nm.
colors
UniScalelchi ,cr_]:=Module[{cn=chi/(nm-2),crx=cr},
Return[cen/ (cn+crx)];
1;
pics=DensityPlot[UniScalela,sr]l,{a,0,10},{b,0,1},
AspectRatio->0.2,PlotPoints-{100,3},
ColorFunctionScaling—»False,Mesh->False,

ColorFunction->Hue,
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DisplayFunction-»Identityl] ;
pics2=DensityPlot[UniScalela,sr]l,{a,0,100},{b,0,1},
AspectRatio->0.2,PlotPoints-{100,3},
ColorFunctionScaling—»False,Mesh->False,
ColorFunction->Hue,
DisplayFunction-»Identityl] ;
allpic={pics,pics2};
Show [GraphicsArray[allpic], ImageSize->600];

I .

2 4 6 8 10

Projection of all allowed S

Overview Plot

DensityPlot [UniScale[projection[rho ,tau ,0.5,1.0]1[[1]1],sr],
{rho,0,180},{tau,0,180},PlotPoints->{144, 144},
AspectRatio-»1.0, ImageSize—»400,
ColorFunction->Hue,

Mesh—»False,ColorFunctionScaling-»False] ;

.
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Values and Minimum
Clear[S];
FindMinimum[chisqlrho ,tau ,S],{rho,50,125},{tau,5,25},{s,0.5,0.99}]
{0.167594, {rho—>81.8087,tau—8.09929,5-0.988039}}
sim[128.9,99.9,0.724]
{-5.40713,-4.52362,5.90512,7.64916}
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