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Charakterisierung von Einzelbindungs-Konformationsänderungen in 

Polypeptiden durch chemische Modifikation und Enzymkatalyse 

 

 

1.                                                  Einleitung 

 

Peptide sind u. a. in Form von Hormonen, Transmittern und Modulatoren an der Steuerung 

wichtiger Funktionen des zentralen und peripheren Nervensystems sowie des Immun-, 

Verdauungs- und Herz-Kreislauf-Systems beteiligt. Durch Wechselwirkung mit spezifischen 

Rezeptoren nehmen Peptide direkten Einfluss auf die Zell-Zell-Kommunikation, den 

Stoffwechsel, die Schmerzregulation, die Reproduktion und die Immunabwehr. Darüber 

hinaus sind Peptide in Form von Toxinen, Alkaloiden, Insektiziden und Antibiotika von 

Bedeutung. Die Konformation des Peptidrückgrats stellt dabei einen entscheidenden Faktor 

der biologischen Aktivität des Peptids dar (1). Als besonders wichtig in diesem Zusammen-

hang haben sich kovalente Bindungen des Peptidrückgrats mit intrinsisch hoher Rotations-

barriere herausgestellt (2, 3). Konformationsänderungen, die sich infolge der Rotation um 

solche kovalenten Bindungen ergeben, können darüber hinaus einen großen Einfluss auf die 

Kinetik der Faltung und Entfaltung von Polypeptidketten haben (4-8) und verlaufen dabei in 

der Regel kinetisch entkoppelt zu den anderen Strukturänderungen. Auf Grund fehlender 

spektroskopischer Signale, sind sie allerdings auf direktem Wege nur schwer zu verfolgen. 

Eine indirekte Detektion gelingt für die Peptidyl-Prolyl-cis/trans- Isomerisierung, in dem der 

Einfluss einer spezifischen Beschleunigung der Einstellung des in Abbildung 1 gezeigten 

Konformationsgleichgewichts durch Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerasen (PPIasen) auf die 

biologische Aktivität eines entsprechenden Peptids oder Polypeptids bzw. auf die Kinetik der 

Faltung einer Polypeptidkette analysiert wird (4, 9, 10). 

 

Abbildung 1: cis/trans-Gleichgewicht einer Peptidyl-Prolyl-Bindung 
Eine Peptidbindung liegt in Folge der Resonanzstabilisierung in einer planaren 
Struktur vor, die zwei durch unterschiedliche Winkel ω gekennzeichnete 
Konformationen zulässt, das cis- (ω = 0 °) und das trans- (ω = 180 °) Konformer.  
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Eine direkte Messung der cis/trans-Isomerisierung im Ensemble der restlichen Peptidbin-

dungen eines Polypeptids, sollte durch chemische Modifizierung bzw. durch Einführung von 

Peptidbindungsmimetika gelingen.  

Als Peptidmimetika werden Verbindungen bezeichnet, welche die Struktur und/oder die 

biologische Wirkung eines Peptids auf Rezeptorebene imitieren, ohne die komplette 

chemische Signatur eines Peptids zu enthalten. Häufig lässt ihre chemische Struktur die 

Beziehung zu Peptiden nicht mehr erkennen. Als Rückgrat-modifizierte Peptide bezeichnet 

man Peptidderivate, bei denen eine oder mehrere Peptidbindungen gegen andere Formen der 

kovalenten Bindung ausgetauscht wurden bzw. das Grundgerüst einer oder mehrerer Amino-

säurereste (nicht die Seitenketten) chemisch verändert wurden. In Abbildung 2 sind die 

wichtigsten Formen von Rückgrat-Modifikationen, die mit Hilfe der chemischen Synthese in 

Peptide und Proteine eingeführt wurden, dargestellt. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 2: Möglichkeiten der Modifikation des Rückgrats in chemisch 
synthetisierten Peptiden und Proteinen 
Die in Klammern angegebenen Zahlen entsprechen den Literaturstellen 
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Modifizierte Peptide ermöglichen gezielte Untersuchungen zur Bedeutung einzelner Amino-

säuren oder einzelner Peptidbindungen für die Erkennung des Peptids durch einen Rezeptor 

oder ein Enzym bzw. ermöglichen Aussagen über Katalysemechanismen. Durch Austausch 

einer Peptidbindung (-CO-NH-) gegen eine Esterbindung (-CO-O-), eine Ketomethylen-

gruppe (-CO-CH2-) oder Einbau einer N
α-methylierten Aminosäure erhält man Peptid-

derivate, die an der entsprechenden Position als Akzeptor, jedoch auf Grund des fehlenden 

Amidprotons nicht mehr als Donor einer Wasserstoffbrückenbindung fungieren können. Die 

Akzeptoreigenschaften des Carbonylsauerstoffatoms einer Peptidbindung für eine Wasser-

stoffbrückenbindung, lassen sich durch Substitution der Peptidbindung gegen ein sekundäres 

Amin (-CH2-NH-) ausschalten.  

Kurze Peptide und entfaltete Polypeptide existieren in Lösung in einer Vielzahl von 

Konformeren, die sich miteinander im Gleichgewicht befinden. Modifikationen des Peptid-

rückgrats haben häufig eine starke Auswirkung auf die Flexibilität der Peptidkette bzw. das 

Konformerengleichgewicht und können somit einen großen Einfluss auf die Affinität des 

Enzyms oder Rezeptors zum Peptid haben. So wird durch den Austausch der Peptidbindung, 

die auf Grund des partiellen Doppelbindungscharakters in einer Z-planaren Konformation 

vorliegt, gegen ein sekundäres Amin (-CH2-NH-), eine hoch flexible σ-Bindung eingeführt. 

Der Einbau von N
α-Methylaminosäuren begünstigt die Ausbildung von Schleifenstrukturen 

(ß-Turns). Häufig können Peptidsubstrate durch eine Modifikation des Peptidrückgrats in 

Inhibitoren eines Enzyms umgewandelt werden. So stellen Thioxopeptide, bei denen das 

Sauerstoffatom der in die Enzymkatalyse involvierten Peptidbindung gegen ein Schwefelatom 

ausgetauscht wurde, sehr häufig kompetitive Inhibitoren von Proteasen und Peptidyl-Prolyl-

cis/trans-Isomerasen dar. 

In der lebenden Zelle spielt die posttranslationale Modifikation von Peptiden und Proteinen 

eine zentrale Rolle bei der Signaltransduktion, der Zell-Zell-Kommunikation, dem ziel-

gerichteten Proteintransport und der Synthese von Strukturproteinen (21). In Abbildung 3 

sind die wichtigsten Formen der posttranslationalen Modifikation, die auch mit Hilfe der 

chemischen Synthese in Peptide und Proteine eingeführt werden können, zusammengefasst. 

Die chemische Modifikation von Proteinen (Einbau nichtproteinogener Aminosäuren, 

Rückgrat- und Seitenkettenmodifizierung) wird häufig unter dem Aspekt der Aufklärung 

eines Katalysemechanismus, der Untersuchung einer Protein/Protein- oder Protein/Ligand- 

Wechselwirkung, der Dynamik von Proteinfaltungsvorgängen oder der Veränderung der 

Proteinstabilität vorgenommen.  
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Abbildung 3: Wichtigste Formen der posttranslationalen Seitenkettenmodifikation von Aminosäure-
resten in Peptiden und Proteinen 
Die dargestellten Seitenkettenmodifikationen können auch mit Hilfe der chemischen Synthese in Peptide 
und Proteine eingeführt werden. 
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Die Thioxopeptidbindung stellt aus mehreren Gründen, die in den nächsten Kapiteln näher 

erläutert werden, eine besonders interessante Form der Rückgratmodifizierung von Peptiden 

und, wie in der Arbeit gezeigt werden soll, auch von Proteinen dar. Thioxopeptide können auf 

Grund der erhöhten Reaktivität der Thioxopeptidbindung für die Einführung verschiedener 

Rückgratmodifikationen verwendet werden. Da das cis/trans-Konformerengleichgewicht 

einer Thioxopeptidbindung photoinduziert in Richtung des cis-Konformeren verschoben und 

die Dunkelreaktion (Wiedereinstellung des cis/trans-Konformerengleichgewichts) UV- und 

CD-spektroskopisch verfolgt werden kann, eignet sich die Thioxopeptidbindung hervorragend 

als Sonde zur Untersuchung von Konformationsänderungen. Auf Grund der Tatsache, dass 

die cis/trans-Isomerisierung einer Thioxopeptidbindung deutlich langsamer verläuft als die 

Isomerisierung einer Peptidbindung, sollte sich die Thioxopeptidbindung als photoschalt-

bares Element von biologisch relevanten Proteinaktivitäten eignen.  

Da bis zum heutigen Zeitpunkt weder natürliche, noch chemisch synthetisierte Proteine mit 

einer Thioxopeptidbindung bekannt sind, wurde als Modellsystem für die Synthese solcher 

Proteine die Ribonuklease S (RNase S) ausgewählt. Die RNase S eignet sich hervorragend als 

Modellsystem für die Einführung chemischer Modifikationen in Proteine und nachfolgender 

Analyse der Auswirkungen auf die Proteinstabilität und enzymatische Aktivität. RNase S 

wird aus Ribonuklease A (RNase A, Rinderpankreas) durch limitierte Proteolyse mittels 

Subtilisin (Hydrolyse der Peptidbindung zwischen den Aminosäuren 20 und 21) gewonnen. 

Eine Hydrolyse dieser Peptidbindung führt zu keinen wesentlichen Änderungen in der 

Struktur bzw. katalytischen Aktivität des Enzyms. Das kleine Fragment (entspricht den 

Aminosäuren 1-20 der RNase A), das als S-Peptid bezeichnet wird, kann jedoch leicht vom 

zweiten Fragment, dem S-Protein (Aminosäuren 21-124 der RNase A) abgetrennt werden und 

durch ein chemisch modifiziertes S-Peptid ersetzt werden.  

Die Entwicklung einer neuen Strategie für die Synthese thioxylierter Oligopeptide sollte die 

Darstellung Thioxoamid-substituierter Derivate des S-Peptids ermöglichen, mit deren Hilfe 

anschließend, durch Rekombination mit dem S-Protein, thioxylierte Derivate der RNase S 

erhalten werden können. Da Aminosäuren des S-Peptids an der Ausbildung eines Sekundär-

strukturelements (α-Helix) sowie an der Substratbindung und Katalyse beteiligt sind, ist die 

RNase S ein ideales Modellsystem für Untersuchungen zum Einfluss der Thioxoamid-

substitution auf die Stabilität sowie die enzymatische Aktivität eines Proteins. Die thermo-

dynamische Charakterisierung der S-Peptid/S-Protein-Interaktion erfolgte dabei mittels iso-

thermer Titrationskalorimetrie. Darüber hinaus sollte analysiert werden, ob die speziellen 

spektroskopischen Eigenschaften einer Thioxopeptidbindung möglicherweise als Sonde für 
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Einzelbindungs-Konformationsänderungen in Proteinen geeignet sind, mit deren Hilfe der 

Prozess der Proteinfaltung durch Visualisierung der Konformationsänderung im Bereich einer 

einzelnen Peptidbindung untersucht werden kann. Da sich amidische Thioxopeptidbindungen 

als photoschaltbare Sonde der cis/trans-Isomerisierung in thioxylierten Dipeptiden eignen, 

sollte des weiteren versucht werden, die Konformation der Thioxopeptidbindung eines 

thioxylierten Derivats des S-Peptids photoinduziert zu schalten und die Dunkelreaktion 

spektroskopisch und kinetisch zu charakterisieren. Abschließend wurde der Einfluss der 

photoinduzierten cis/trans-Isomerisierung einer Thioxopeptidbindung auf die Aktivität der 

RNase S untersucht.  

Die Bedeutung von Einzelbindungs-Konformationsänderungen für die Steuerung wichtiger 

Lebensfunktionen in der Zelle wurde mit Hilfe inhibitorisch auf die Peptidyl-Prolyl-cis/trans-

Isomerase Pin1 wirkender Peptide untersucht. Dabei erfolgte die Entwicklung hochaffiner 

Pin1-Liganden durch Screening einer Bibliothek Cellulose-gebundener Phosphopeptide, 

deren Struktur von Phosphopeptidsubstraten des Pin1 abgeleitet wurde. Durch Verwendung 

nichtproteinogener und D-Aminosäuren bei der Synthese, konnten Pin1-Liganden erhalten 

werden, die eine hohe Stabilität in zytosolischen Extrakten besitzen und sich deshalb 

hervorragend für in vivo Experimente eignen. Da Pin1 aus einer katalytischen- (PPIase) und 

einer WW- Domäne besteht, die beide spezifisch Ser(PO3H2)/Thr(PO3H2)-Pro- Motive 

binden, wurde ein besonderer Wert auf die Entwicklung inhibitorisch wirkender Peptide 

gelegt, die eine selektive Hemmung der PPIase- Aktivität des Pin1 bewirken, ohne die 

Funktion der WW- Domäne zu beeinflussen. Solche Pin1-Inhibitoren sollten spezifisch nur 

solche Konformationsänderungen auf die Geschwindigkeit der unkatalysierten Reaktion 

zurückfallen lassen, die an der Peptidbindung von Ser(PO3H2)/Thr(PO3H2)-Pro- Motiven 

ablaufen. Damit wird die biologische Funktion dieser Einzelbindungs-Konformations-

änderung zugänglich. Da diese Liganden selektiv die PPIase-Aktivität des Enzyms inhibieren, 

ohne die Bindungsfähigkeit der WW-Domäne gegenüber ihren natürlichen Phosphoprotein-

substraten zu beeinflussen, sind sie geeignet, die Bedeutung der PPIase-Aktivität des Pin1, 

getrennt von der biologischen Funktion der WW-Domäne, zu verifizieren. Diese Inhibitoren 

ermöglichen, die Auswirkungen der Katalyse der Rotation einer einzelnen Bindung, die 

Peptidbindung eines Ser(PO3H2)/Thr(PO3H2)-Pro- Restes, in vivo zu messen.  

Als biologische Funktion, die in diesem Zusammenhang analysiert werden sollte, haben wir 

die Steuerung des Zellteilungszyklus bei der Embryonalentwicklung in Xenopus laevis 

ausgewählt, da die Mikroinjektion in X. laevis Embryonen routinemäßig für Untersuchungen 

zur Regulation des Zellzyklus und der Embryonalentwicklung durchgeführt wird.  
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2.               Thioxopeptidbindungen als photoschaltbares Element   

                                     modifizierter Ribonuklease S 

 

2. 1                                                     Ribonuklease S 

 

Die RNase S ist ein nahezu ideales Modellsystem für Untersuchungen zur Proteinfaltung und 

Proteinstabilität (25-28). Sie wird durch limitierte Proteolyse aus Ribonuklease A (Rinder-

pankreas) mittels Subtilisin gewonnen. RNase A aus Rinderpankreas (EC.3.1.27.5) gehört zur 

Gruppe der Endonucleasen und bevorzugt die Spaltung einzelsträngiger Ribonukleinsäuren, 

die in der P1-Position Pyrimidinbasen aufweisen. Das Enzym besteht aus einer 124 Amino-

säuren enthaltenen Polypeptidkette (13,683 kda). Die dominanten Sekundärstrukturelemente 

der RNase A sind eine zentrale ß-Faltblattstruktur und drei α-Helices (Abb. 4). 

 

Abbildung 4: Struktur der RNase A. Das nach der Hydrolyse der Peptidbindung 
zwischen den Aminosäuren der Positionen 20 und 21 mittels Subtilisin erhaltene 
Protein wird als RNase S bezeichnet. Die RNase S ist ein Komplex aus dem S-Peptid 
(rote Farbe, Aminosäuren 1 bis 20 der RNase S) und dem S-Protein (blaue Farbe, 
Aminosäuren 21-124 der RNase S). 

 

Das Protein enthält vier Disulfidbrücken, die für die Stabilität der nativen RNase A essentiell 

sind (29, 30). RNase A weist im nativen Zustand zwei cis-Proline (Tyr92-Pro93 und Asn113-

Pro114) und zwei trans-Proline (Lys41-Pro42 und Val116-Pro117) auf (31). Die Spaltung der 

Peptidbindung zwischen den Aminosäuren Alanin20 und Serin21 der RNase A durch Subtilisin 

hat keinen Einfluss auf die biologische Aktivität des Enzyms (32). Die Kristallstrukturen von 
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RNase A und RNase S sind sehr ähnlich (33). Die Ribonuclease S hat jedoch eine geringere 

Stabilität bei niedrigem pH-Wert (34), bei der thermischen Denaturierung (35-37) und ist 

wesentlich empfindlicher gegenüber weiterem proteolytischen Abbau als die RNase A (38). 

Die RNase S kann durch Erniedrigung des pH-Werts (pH 2) in zwei Komponenten, dem S-

Peptid (Aminosäuren 1-20) und dem S-Protein (Aminosäuren 21-124), getrennt werden. Gibt 

man das S-Peptid und das S-Protein bei pH-Werten von 4 bis 9 zusammen, so rekombinieren 

beide Fragmente wieder unter Bildung der enzymatisch aktiven Ribonuklease S (Abb. 5). 

 

Abbildung 5: A) Die aus RNase A mittels Subtilisin-Behandlung erhaltene RNase S zerfällt bei 
niedrigem pH-Wert in zwei Fragmente, dem S-Peptid (Aminosäuren 1-20) und dem S-Protein 
(Aminosäuren 21-124). B) Bei pH-Werten von 4 bis 9 rekombinieren das S-Peptid und das S-Protein 
mit einer von den experimentellen Bedingungen abhängigen Assoziationskonstante (KASS) unter 
Bildung der enzymatisch aktiven Ribonuklease S. 

 

Die Bindung des S-Peptids an das S-Protein der RNase S erfolgt mit Hilfe von Wasser-

stoffbrückenbindungen (39, 40) und hydrophoben Wechselwirkungen (25, 41-44). In Ab-

bildung 6 sind die Sequenz und Wasserstoffbrückenbindungen des Rückgrats der Ribo-

nuklease S dargestellt. Die Abbildung verdeutlicht, dass die Aminosäuren 3 bis 13 des S-

Peptids in der RNase S eine α-Helix bilden (39, 45). Wasserstoffbrückenbindungen, die in der 

Ribonuklease S zwischen dem S-Peptid und dem S-Protein ausgebildet werden, sind von 

entscheidender Bedeutung für die Stabilität des Proteins (Abb. 6 u. 7). 

RNase A                                RNase S 

                       Subtilisin 

+ 

RNase S 

S-Protein 

S-Peptid 
(entfaltet) 

KAss 

A 

B 
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Abbildung 6: Darstellung der Wasserstoffbrückenbindungen des Rückgrats 
der RNase S. Die Pfeile führen vom Donor (α-NH-Gruppe) zum Akzeptor (α-
CO-Gruppe) der Wasserstoffbrückenbindung.  
 

 
 
Abbildung 7: Stabilisierung der RNase S durch Wasserstoffbrückenbindungen zwischen S-
Peptid und S-Protein. Die blauen Pfeile kennzeichnen Wasserstoffbrückenbindungen, deren 
Akzeptor das α-Carbonylsauerstoffatom und deren Donor die Seitenkettenfunktion einer 
Aminosäure ist (Pfeilspitze zeigt zum Akzeptor). Die roten Pfeile zeigen Wasserstoff-
brückenbindungen zwischen α-NH- und α-CO-Gruppen verschiedener Aminosäuren an. 
 

Da sich das S-Peptid mit Hilfe der Festphasenpeptidsynthese relativ leicht synthetisieren lässt 

und Aminosäuren des S-Peptids sowohl an der Substratbindung, der Katalyse und der Ausbil-

dung eines Sekundärstrukturelements (α-Helix) beteiligt sind, kann man durch Aminosäure-

austausch, Substitution mit nichtproteinogenen Aminosäuren oder Rückgratmodifizierungen 

die Bedeutung verschiedener Aminosäuren des S-Peptids für die Substratbindung, den Kata-

lysemechanismus (44, 46-48) oder die Proteinstabilität (44, 49) untersuchen. Ein sehr bedeu-
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tender Vorteil des RNase S Modellsystems ist die Verfügbarkeit einer Vielzahl von 

Röntgenkristallstrukturen in Datenbanken (z.B. SwissProt PDB). Hier sind neben Strukturen 

des Enzyms mit gebundenen Inhibitoren, Aktivatoren oder Produkten der enzymkatalysierten 

Reaktion auch Röntgenkristallstrukturen von Komplexen des S-Proteins mit verschiedenen 

modifizierten S-Peptiden zu finden (A4Aib-; F8M-; F8A-; M13F,G,V,L,I- RNase S). 

Untersuchungen zur thermodynamischen Charakterisierung der S-Peptid/S-Protein-Interak-

tion erfolgen vorzugsweise mit Hilfe der isothermen Titrationskalorimetrie (ITC). Da bei 

dieser Methode eine direkte Messung von Enthalpieänderungen erfolgt, ist eine vollständige 

thermodynamische Charakterisierung des Bindungsprozesses ohne Modifizierung (z.B. 

Fluoreszensmarkierung) oder Immobilisierung eines Interaktionspartners möglich (50-52). 

Die RNase S ist für ITC-Experimente aus mehreren Gründen besonders gut geeignet. Sowohl 

die RNase S als auch das S-Protein sind gut lösliche Proteine. Die Auswertung und Inter-

pretation der erhaltenen Messergebnisse ist relativ einfach, da die Rekombination des S-

Peptids und des S-Proteins in einem stöchiometrischen Verhältnis von 1:1 erfolgt. Während 

das S-Peptid bei 25 °C vollständig entfaltet vorliegt (25, 42, 53), ist das S-Protein unter 

identischen Bedingungen (Temperatur und Puffer) immer gleich strukturiert (41, 54, 55). Dies 

ist eine ganz entscheidende Voraussetzung, wenn man beabsichtigt, thermodynamische 

Konstanten der Interaktion des S-Proteins mit modifizierten S-Peptid-Derivaten zu 

vergleichen. Die Affinität des natürlichen, nichtmodifizierten S-Peptids liegt in einem für 

ITC- Messungen optimalen Bereich (25, 41, 51). Auf Grund der großen Signale (starke 

Enthalpieänderung), die man bei der Titration des S-Proteins mit dem S-Peptid erhält, sind die 

Fehler der thermodynamischen Konstanten die sich aus den Titrationskurven ergeben, relativ 

gering (25). 
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2. 2                                    Eigenschaften der Thioxopeptidbindung 

 

Der Austausch des Sauerstoffatoms einer Peptidbindung gegen ein Schwefelatom hat, wie im 

Folgenden näher erläutert, einen definierten Einfluss auf verschiedene wichtige Eigenschaften 

der Peptidbindung (Tab. 1). Röntgenkristallstruktur-(56-59), IR-, CD- (60, 61) und NMR- 

(60-63) spektroskopische Untersuchungen sowie quantenmechanische Berechnungen (64-67) 

haben gezeigt, dass die Thioxopeptidbindung in Analogie zur normalen Peptidbindung in 

einer Z- planaren Konformation vorliegt. Die C=S Bindung ist jedoch mit einer Bindungs-

länge von 1,65Å im Vergleich zur normalen Peptidbindung um 0,4 Å gestreckt. 

 
            Tabelle 1: Vergleich der Eigenschaften von Amid und Thioxoamidbindungen  

Amid Thioxoamid 

C=O Bindungslänge: 1,24 Å 1,65 Å 

C=O Bindungsenergie: ca. 170 kcal/mol ca. 130 kcal/mol 

kovalenter Radius des Sauerstoffatoms: 

 ca. 0,73 Å 

kovalenter Radius des Schwefelatoms: 

 ca. 1,02 Å 

Van-der-Waals Radius des Sauerstoffatoms: 

ca. 1,4 Å 

Van-der-Waals Radius des Schwefelatoms: 

ca. 1,85 Å 

Elektronegativität des Sauerstoffatoms: 

ca. 3,5 

Elektronegativität des Schwefelatoms: 

ca. 2,4 

pka des NH: ca. 17 11-13 

 

Die Verwendung des Thioxoamidchromophors als Sonde für Konformationsänderungen des 

Rückgrats in Peptiden und Proteinen setzt voraus, dass diese Substitution in biologisch 

relevanten Peptidkonformationen oder Sekundärstrukturelementen akzeptiert wird. Dabei 

spielt vor allem die Fähigkeit zur Ausbildung intra- und intermolekularer Wasserstoff-

brückenbindungen eine entscheidende Rolle. Intramolekulare Wasserstoffbrückenbindungen 

unter Beteiligung einer Thioxopeptidbindung werden in drei Klassen unterteilt (61): 

 
1. NH-C=O----HN-C=S : mixed intramolecular hydrogen bonds (MIH) 

2. NH-C=S----HN-C=O : inverse mixed intramolecular hydrogen bonds (IMIH) 

3. NH-C=S----HN-C=S : thioamide thioamide intramolecular hydrogen bonds (TTIH) 
 

Auf Grund einer im Vergleich zur Peptidbindung größeren Azidität der NH- Gruppe der 

Thioxopeptidbindung (68, 69), sind Wasserstoffbrückenbindungen vom Typ MIH in der 

Regel stabiler. Die größere NH-Acidität ist jedoch nicht die Folge einer stärkeren Positivie- 
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rung des Wasserstoffatoms der Thioxoamidgruppe. So zeigen Ergebnisse theoretischer 

Berechnungen von Aláman (64), dass die positive Partialladung des Amidwasserstoffatoms 

einer normalen Amidbindung sogar größer ist als beim Thioxoamid (Tab. 2). Die größere 

NH-Acidität der Thioxopeptidbindung ist vermutlich die Folge einer effektiveren Resonanz-

stabilisierung der nach Deprotonierung am Stickstoff vorliegenden negativen Ladung.  

 

 

Tabelle 2: Quantenmechanisch berechnete Partialladungen der einzelnen Atome 
einer Amid- und Thioxoamidgruppe  

                          Amid 

             Atom               Partialladung 

                 Thioxoamid 

         Atom               Partialladung 

N                     - 0,519 N                     - 0,199 

H                       0,321 H                       0,269 

C                       0,781 C                       0,280 

O                     - 0,615               S                     - 0,429 

Die Berechnungen erfolgten unter Verwendung  des N-Methylthioxo- bzw. N-
Methylacetamids als Modellsubstanzen (nach C. Alemán, 64). 

 

Wasserstoffbrückenbindungen bei denen das Schwefelatom eines Thioxoamids der Akzeptor 

ist (IMIH-Typ), sind in der Regel weniger stabil als Wasserstoffbrückenbindungen normaler 

Peptidbindungen (70, 71). Aus der Literatur sind nur wenige Beispiele für Wasserstoff-

brückenbindungen des IMIH-Typs bekannt, die eine vergleichbare oder sogar etwas höhere 

Stabilität als Wasserstoffbrückenbindungen normaler Peptidbindungen aufweisen (72, 73). 

Ursprünglich wurde angenommen, dass diese Form der Wasserstoffbrückenbindung eine 

geringere Stabilität aufweist, weil das Schwefelatom eines Thioxoamids auf Grund seiner 

geringeren Basizität ein schwächerer Akzeptor ist (70, 71). Neue Ergebnisse deuten jedoch 

darauf hin, dass das Schwefelatom eine höhere Protonenaffinität als das Sauerstoffatom einer 

Amidgruppe hat. So konnte mit Hilfe theoretischer Berechnungen unter Verwendung von 

Formamid und Thioxoformamid als Modellverbindungen eine höhere Protonenaffinität für 

das Schwefelatom berechnet werden (65). Durch Analyse der thermodynamischen Stabilität 

von Wasserstoffbrückenbindungen mittels IR-Spektroskopie konnten Min et al. (74) auch 

experimentell eine höhere Protonenaffinität des Schwefelatoms im N,N-Dimethylthioxoform-

amid als für das Sauerstoffatom im N,N-Dimethylformamid nachweisen. Es zeigte sich, dass 

die Ausbildung einer Wasserstoffbrückenbindung unter Beteiligung des Schwefelatoms als 

Akzeptor von einer günstigeren Enthalpieänderung begleitet wird. Würde man nur die Enthal-

pieänderung berücksichtigen, wäre die Ausbildung einer Wasserstoffbrückenbindung mit dem 

Schwefelatom einer Thioxoamidbindung als Akzeptor thermodynamisch günstiger. Häufig ist 
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die Gleichgewichtskonstante für die Ausbildung dieser Form der Wasserstoffbrückenbindung 

jedoch geringer. Die Ursache ist in einer etwas ungünstigeren Entropieänderung bei Ausbil-

dung von Wasserstoffbrückenbindungen des IMIH-Typs zu sehen, die meistens durch die 

etwas günstigere Enthalpieänderung nicht kompensiert werden kann. Die Ausbildung einer 

Wasserstoffbrückenbindung ist mit einer negativen (thermodynamisch ungünstigen) Entropie-

änderung ∆S verbunden. Dabei werden jedoch zahlreiche Wechselwirkungen mit Lösungs-

mittelmolekülen aufgehoben, es erfolgt eine Umstrukturierung der Solvensmoleküle. Da 

dieser Prozess mit einer Zunahme der Unordnung verknüpft ist, wird er von einer positiven 

und somit günstigen Änderung der Entropie (∆S) begleitet. Die aus beiden Ereignissen 

resultierende Gesamtentropieänderung ist negativ und somit für die Gesamtreaktion thermo-

dynamisch ungünstig. Die Intensität der Gesamtentropieänderung hängt jedoch von der Stärke 

der Wechselwirkung der Substanzmoleküle mit den Solvensmolekülen ab. Je intensiver die 

Wechselwirkungen zwischen den Substanzmolekülen und den Solvensmolekülen sind, umso 

günstiger ist die Gesamtentropieänderung bei Ausbildung der Wasserstoffbrückenbindung. 

Das Lösungsmittel hat damit einen großen Einfluss auf die Stabilität der Wasserstoffbrücken-

bindung. Wie man den Daten der theoretischen Berechnungen von Alemán (64) entnehmen 

kann, haben Thioxoamide ein höheres Dipolmoment als die entsprechenden Oxoanaloga 

(Tab. 3). 

Tabelle 3: Quantenmechanisch berechnete Dipolmomente (µaq) und Änderungen der 
freien Energie der Solvatisierung (∆GSolv) einer Amid- und Thioxoamidgruppe in 
wässriger Lösung  

Gruppe ∆GSolv (kcal/mol) µaq (Debyes) 

Amid -9,4 5,41 

Thioxoamid -7,6 7,06 

Die Berechnungen erfolgten unter Verwendung des N-Methylthioxo- bzw. N-
Methylacetamids als Modellsubstanzen (nach Alemán, 64). 

 

Man würde daher erwarten, dass sie in wässriger Lösung stärker solvatisiert sind. Tatsächlich 

errechneten die Autoren jedoch eine günstigere Änderung von ∆GSolv für das N-Methylacet-

amid, das somit stärker solvatisiert wird. Sie fanden jedoch eine direkte Korrelation von 

∆GSolv mit den in Tabelle 2 aufgeführten Partialladungen der einzelnen Atome des N-

Methylthioxo- bzw. N-Methylacetamids. Auf Grund der schwächeren Solvatisierung ist die 

Gesamtentropieänderung bei Ausbildung der Wasserstoffbrückenbindung mit dem Schwefel-

atom des N-Methylthioxoacetamids als Akzeptor ungünstiger als mit dem Sauerstoffatom des 

N-Methylacetamids. Die ungünstigere Entropieänderung überwiegt die bereits erwähnte für 

das N-Methylthioxoacetamid gefundene thermodynamisch günstigere Enthalpieänderung, so 
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dass die Wasserstoffbrückenbindung mit dem Schwefelatom des N-Methylthioxoacetamids 

als Akzeptor weniger stabil ist als mit dem Sauerstoffatom des N-Methylacetamids.  

Ein weiterer sehr bedeutender Unterschied zwischen Amiden und Thioxoamiden ist die Höhe 

der Energiebarriere, die für die Rotation um die C-N-Bindung beobachtet wird. Die Rotation 

ist in Thioxoamiden erschwert (75-77). In einer systhematischen Studie fanden Leopardi et al. 

(78) eine lineare Beziehung für die Höhe der Rotationsbarriere um die C-N-Bindung 

zwischen N,N-disubstituierten Amiden und Thioxoamiden in unpolaren Lösungsmitteln 

(∆G
≠
Thioxoamid = a + b∆G

≠
Amid; a = 1,13 u. b = 1,11; ∆G

≠ in kcal/mol). Obwohl die Höhe der 

Rotationsbarriere abhängig von der Polarität des Lösungsmittels (79) und der Ausbildung von 

Wasserstoffbrückenbindungen (80) ist, besitzt diese Gleichung auch Gültigkeit für die 

cis/trans-Isomerisierung von Thioxopeptiden (Xaa-Ψ[CS-N]-Pro-haltige Peptide, Xaa: 

verschiedene Aminosäuren) in wässriger Lösung (81-83, Tab. 4). 

 

Tabelle 4: Thermodynamische Charakterisierung der cis/trans-Isomerisierung einer 
Aminoacyl-Prolyl-Peptidbindung und Aminoacyl-Prolyl-Thioxopeptidbindung  

Peptid ∆H
≠
 

(kcal•mol-1) 
∆S

≠
 

(cal•mol-1) 
∆G

≠
 

(kcal•mol-1) 
H-Ala-Pro-NH-Np 18,9 ± 0,05 -1,46 ± 0,03 19,3 ± 0,05 

H-Ala-Ψ[CS-N]-Pro-NH-Np 15,6 ± 0,21 -21,8 ± 1,6 22,0 ± 0,22  

Die Aktivierungsparameter wurden mit Hilfe von Messungen in 35 mM Hepes-Puffer 
(pH 7,8) erhalten (81). 

 

Die Energiebarriere der Rotation kann bei Thioxoamiden (84, 85) aber auch bei Thioxo-

peptiden (86, 87) so hoch sein, dass eine Trennung von cis/trans-Isomeren möglich wird. Zur 

Erklärung der erhöhten Rotationsbarriere hat sich heute ein Modell durchgesetzt, bei dem von 

einem engen Zusammenhang zwischen der Energiebarriere der Rotation und der Amid-

resonanz ausgegangen wird. Die Überlegungen, die diesem Modell zu Grunde liegen, beruhen 

vor allem auf quantenmechanischen Berechnungen (66, 67, 88-91). Berücksichtigt man nur 

die Elektronegativitäten eines Sauerstoff- (EN= 3,5) und eines Schwefelatoms (EN= 2,5) so 

würde man bei Amiden eine höhere Rotationsbarriere als bei Thioxoamiden erwarten. Die im 

Vergleich zum Schwefelatom höhere Elektronegativität des Sauerstoffatoms müsste beim 

Amid zu einem stärkeren Doppelbindungscharakter der C-N-Bindung und somit zu einer 

höheren Energiebarriere der Rotation als bei Thioxoamiden führen. Die theoretischen 

Berechnungen ergaben jedoch für Thioxoamide einen höheren partiellen Doppelbindungs-

charakter der C-N-Bindung als bei Amiden. Begründet wurden diese Ergebnisse mit der 

Größe des Schwefelatoms. Auf Grund der sehr ähnlichen Elektronegativitäten eines 

Schwefel-(EN= 2,5) und eines Kohlenstoffatoms (EN= 2,4), ist die Thiocarbonylbindung nur 
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wenig polarisiert und die Elektronendichte am Schwefelatom der Thioxoamidbindung relativ 

gering. Infolge dessen ist das Schwefelatom in der Lage einen großen Anteil der π-

Elektronenladungsdichte vom Stickstoffatom der Thioxoamidbindung zu akkumulieren. 

Dieser π-Elektronentransfer wird durch die Größe des Schwefelatoms begünstigt, da sich die 

Ladungsdichte am Schwefelatom somit nicht so stark erhöht. Das die Größe des Schwefel-

atoms einen ganz entscheidenden Einfluss auf die Höhe der Rotationsbarriere hat, zeigen 

Ergebnisse theoretischer Berechnungen an verschiedenen vom Formamid abgeleiteten 

Modellsubstanzen, bei denen das Sauerstoffatom des Formamids gegen ein Schwefel-, Selen- 

oder Telluratom ausgetauscht wurde. Dabei findet man eine Korellation zwischen der Größe 

des Heteroatoms und der Höhe der Rotationbarriere (67, 90). Die Ergebnisse der theore-

tischen Berechnungen lassen darauf schließen, dass die elektronischen Verhältnisse in einem 

Thioxoamid sehr gut durch die folgenden zwei Resonanzstrukturen beschrieben werden 

können: 

                                                   

                                                     I                                 II 

Im Formamid ist die C-O-Doppelbindung infolge der hohen Elektronegativität des Sauerstoff-

atoms stark polarisiert. Das Carbonylkohlenstoffatom ist sehr stark positiviert, während am 

Sauerstoffatom eine hohe negative Partialladungsdichte vorliegt (92). Die theoretischen 

Berechnungen ergaben, dass sich die C-O-Bindungslänge und die Ladungsdichte am 

Sauerstoffatom während der Rotation nur wenig ändern. Es wird daher während der Rotation 

kaum Ladung vom Amidstickstoff- oder vom Carbonylkohlenstoffatom auf das Sauerstoff-

atom übertragen. Während der Rotation um die C-N-Bindung erfolgt bei Amiden der π-

Elektronenladungstransfer vor allem zwischen dem Amidstickstoff- und dem Carbonyl-

kohlenstoffatom. Ein weiterer Ladungstransfer auf das Sauerstoffatom der Amidbindung 

währe sehr energieaufwendig, da das Sauerstoffatom im Vergleich zum Schwefelatom relativ 

klein ist und durch seine Elektronegativität bereits eine hohe negative Partialladungsdichte 

hat. Die elektronischen Verhältisse beim Formamid werden am besten durch die drei 

folgenden Resonanzstrukturen beschrieben: 
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Die Resonanzstruktur II spielt beim Thioxoformamid praktisch keine Rolle. Ein beträchtlicher 

Teil des Energiebetrags der Rotationsbarriere ist jedoch unabhängig von der π-Konjugation 

und somit nicht an die Amidresonanz geknüpft (93). Dieser Energiebetrag ist die Folge der 

Wechselwirkung zwischen dem freien Elektronenpaar am Stickstoff und dem positivierten 

Carbonylkohlenstoffatom. Diese Hyperkonjugation ist bei Amiden intensiver, da dass 

Carbonylkohlenstoffatom hier stärker positiviert ist. Bei Thioxoamiden wird die schwächere 

Hyperkonjugation jedoch von der im Vergleich zu Amiden effektiveren π-Konjugation 

überkompensiert.  

Aufgrund der Ladungsverschiebungen zwischen dem Stickstoff- und dem Schwefelatom 

haben Thioxoamide ein deutlich größeres Dipolmoment als die entsprechenden nichtthioxy-

lierten Derivate (Tab. 3). Da sich darüber hinaus die Dipolmomente während der Rotation 

ändern, haben dipolare Wechselwirkungen zwischen den Substanz- und Lösungsmittelmole-

külen ebenfalls einen großen Einfluss auf die Höhe der Rotationsbarriere. So konnten Wiberg 

et al. zeigen, dass die Rotationsbarrieren des N,N-Dimethylthioxoformamids und des N,N-

Dimethylthioxoacetamids von der Polarität des Lösungsmittels abhängen (91). Da bei den 

thioxylierten und nichtthioxylierten Derivaten das Dipolmoment des Grundzustands stärker 

ist als im Übergangszustand, wird der Grundzustand der Rotation durch dipolare Wechsel-

wirkungen mit den Lösungsmittelmolekülen stärker stabilisiert als der Übergangszustand. 

Infolge dessen steigt die Energiebarriere der Rotation mit der Polarität des Lösungsmittels. 

Die Dipolmomente von Grund- und Übergangszustand unterscheiden sich bei den 

thioxylierten Verbindungen deutlich stärker als bei den nichtthioxylierten Verbindungen, 

wodurch die Energiebarriere der Rotation stärker mit der Polarität des Lösungsmittels 

zunimmt als bei den nichtthioxylierten Derivaten. 

Ein lineares Peptid existiert in Lösung in einer Vielzahl von Konformationen, die sich aus den 

Rückgratwinkeln φ, ψ und ω im Bereich jeder einzelnen Aminosäure bzw. Peptidbindung 

ergeben (Abb. 8).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 8: Die Rückgratkonformation eines Peptids wird durch die Torsions-
winkel φ, ψ jeder einzelnen Aminosäure und den Winkel ω bestimmt. 
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Die Bezeichnung der Torsionswinkel erfolgt dabei entsprechend den Empfehlungen der 

IUPAC-IUB Kommission von 1969 (94). Im Prinzip könnten die Winkel φ und ψ jeden Wert 

zwischen –180° und 180° annehmen. Die Überlappung der Van-der-Waals Radien von 

Atomen des Peptidrückgrats bewirkt jedoch eine Einschränkung der möglichen φ und ψ 

Winkel und damit eine Verringerung der konformativen Freiheitsgrade des Peptids. 

Ramachandran beschrieb 1968 diese Problematik, indem er unter Annahme definierter Van-

der-Waals Radien für die entsprechenden Atome die erlaubten φ und ψ Winkel in einem 

Diagramm darstellte (95). Ihm zu Ehren bezeichnet man diese Form der Darstellung als 

Ramachandran-Plot. Mit den heutigen Möglichkeiten der quantenmechanischen Berech-

nungen, lassen sich den entsprechenden Kombinationen der φ und ψ Winkel definierte 

Energien zuordnen, die man im Ramachandran-Plot in Form farbiger oder durch Linien 

begrenzter Energiebereiche darstellen kann.  

Auf Grund des größeren kovalenten (96) und Van-der-Waals Radius des Schwefelatoms (97) 

sowie der größeren Länge der Thiocarbonylbindung sind die möglichen φ und ψ Winkel einer 

thioxylierten Aminosäure stärker eingeschränkt (92, 93, 98-101). Dies hat eine große Bedeu-

tung wenn man beabsichtigt, die Thioxoamidsubstitution in typische Sekundärstruktur-

elemente von Proteinen (α-Helices oder β-Faltblattstrukturen) einzuführen. Theoretische 

Berechnungen haben gezeigt, dass die Thioxoamidsubstitution innerhalb von β-Faltblatt- und 

Schleifenstrukturen sowie α-Helices toleriert wird (92, 98-101). Mit Hilfe verschiedener 

Methoden der Strukturaufklärung (NMR, IR, Röntgenstrukturanalyse) an thioxoamidsubsti-

tuierten Oligopeptiden konnte gezeigt werden, dass die Ausbildung von β- und γ-Schleifen 

durch das Schwefelatom nicht gestört wird (57, 102-106). Lediglich die Ausbildung einer ß-

Schleife vom Typ II wird durch den größeren Van-der-Waals Radius des Schwefelatoms 

behindert, wenn sich dieser in der Position i+1 der ß-Schleife befindet. Nur wenn sich in der 

Position i+2 ein Glycin befindet, wird die Thioxoamidsubstitution in der Position i+1 der ß-

Schleife vom Typ II akzeptiert (98, 105, 106). In Tabelle 5 sind die wichtigsten in Proteinen 

vorkommenden Sekundärstrukturelemente und die dazu gehörigen idealen Torsionswinkel φ 

und ψ zusammengefasst (21, 98). 

In Abbildung 9 wurden die Ergebnisse der quantenmechanischen Berechnungen des Energie-

gehaltes von Ac-Ala-NH-CH3, Ac-Ψ[CS-NH]-Ala-NH-CH3 und Ac-Ala-Ψ[CS-NH]-CH3 

als Funktion der Torsionswinkel φ und ψ dargestellt. Besonders deutlich ist in diesen Abbil-

dungen die Einschränkung der möglichen φ und ψ Winkel bei den thioxylierten Verbin-

dungen zu erkennen (rot gekennzeichnete Bereiche). 
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Tabelle 5: Typische Sekundärstrukturelemente von Proteinen 
und dazu gehörige Idealwinkel für φ und ψ  

 

Sekundärstrukturelement 
 

       

       Torsionswinkel 
 

 φ ψ 

   
ß-Faltblattstruktur   

parallel -119° +113° 
antiparallel -139° +135° 

   
α-Helix   

rechtgängig -57° -47° 
linksgängig +57° +47° 

   
ß-Turn Typ 1   

   
Position i+1 -60° -30° 
Position i+2 -90° 0° 

   
ß-Turn Typ 2   

   
Position i+1 -60° +120° 
Position i+2 +90° 0° 

   
 

 

                         Ac-Ala-NH-CH3                Ac-Ψ[CS-NH]-Ala-NH-CH3          Ac-Ala-Ψ[CS-NH]-CH3 

Abbildung 9: Quantenmechanisch berechneter Energiegehalt der Subtanzen Ac-Ala-NH-CH3, Ac-

Ψ[CS-NH]-Ala-NH-CH3 und Ac-Ala-Ψ[CS-NH]-CH3 in Abhängigkeit von den Winkeln φ und ψ des 
Alanins bzw. Thioxoalanins (nach Tran et al.: 100). Bereiche niedriger Energie (günstige Konforma-
tionen) sind in grüner, Bereiche hoher Energie (ungünstige oder verbotene Konformationen) sind in roter 
Farbe dargestellt. Die weißen Linien grenzen Areale gleichen Energiegehalts ab. Das im Zentrum eines 
grünen Bereiches liegende Areal hat den niedrigsten Energiegehalt. Das durch eine weitere weiße Linie 
begrenzte umgebende Areal hat einen jeweils um 1 kcal/mol höheren Energiegehalt. Die nummerierten 
Punkte entsprechen Kombinationen von φ und ψ Winkeln, die experimentell mit Hilfe der Röntgen-
kristallstrukturanalyse gefunden wurden. Punkt 1: Boc-Gly-Ψ[CS-NH]-Ala-Aib-OMe, Punkt 5: Ac-Ala-

Ψ[CS-NH]-CH3, Punkt 6: Boc-Gly-Ala-Ψ[CS-NH]-Aib-O-Me, Punkt 7: Boc-Ala-Ψ[CS-NH]-CH3, 
Punkt 8: Ac-Ψ[CS-NH]-Gly-Ala-Aib-O-Me und Punkt 9: Ac-Ψ[CS-NH]-Ala-NH-CH3. Die blauen 
Linien sind visuelle Hilfen um Bereiche, die infolge der Thioxoamidsubstitution einen höheren 
Energiegehalt besitzen, hervorzuheben. 

 

 

 

ψ

φ        φ      φ  

 

  - 
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So bewirkt eine Thioxylierung eine deutliche Energieerhöhung, wenn die nachfolgende 

Aminosäure φ-Winkel in der Nähe von –120° und +120° annimmt. Man erkennt dies sehr gut 

anhand des Ramachandran-Plots, der für die Verbindung Ac-Ψ[CS-NH]-Ala-NH-CH3 

erhalten wurde. Bei einem Winkel von φ= +120° ergibt sich eine Überlappung zwischen dem 

Schwefelatom und der C
α-Methylgruppe des Alanins. Der Kontakt des Schwefelatoms mit 

dem Cα-H-Atom des Alanins erschwert die Ausbildung von Konformationen bei denen φ im 

Bereich von –120° liegt. Eine Thioxylierung vor dem Alanin verbietet aber auch φ-Winkel im 

Bereich von 0°, da es in diesem Fall in Abhängigkeit vom ψ-Winkel zum Kontakt des 

Schwefelatoms mit dem Carbonylsauerstoff- bzw. dem Carbonylkohlenstoffatom des Alanins 

oder dem Amidstickstoff- bzw. Amidwasserstoffatom der N-Methylamidgruppe kommt. Im 

Ac-Ala-Ψ[CS-NH]-CH3 werden die φ und ψ Winkel noch stärker eingeschränkt. Auf Grund 

der Überlappung des Schwefelatoms mit der Cα-Methylgruppe bzw. dem Stickstoffatom des 

Alanins sind Konformationen mit einem ψ-Winkel in der Nähe von +60° und +180° sehr 

unwahrscheinlich.  

Die quantenmechanischen Berechnungen zeigen, dass der Einbau einer thioxylierten Amino-

säure in eine α-Helix theoretisch möglich ist. Es wurde jedoch zunächst angenommen, dass 

die Thioxoamidsubstitution nur kompatibel mit den letzten vier Aminosäuren einer α-Helix 

ist, da somit nur die NH-Gruppe der Thioxopeptidbindung als Donor in die Wasserstoff-

brückenbindungen der α-Helix eingebunden ist. In anderen Positionen der α-Helix würde das 

Schwefelatom auf Grund der Verlängerung der C-S----N-H-Wasserstoffbrückenbindung (von 

ca. 2,1 auf 2,7Å) zu einer Unterbrechung der helicalen Struktur führen (98, 107). Miwa et al. 

konnten jedoch experimentell beweisen, dass entgegen den theoretischen Berechnungen die 

Thioxoamidsubstitution sogar zu einer Zunahme der Stabilität einer α-Helix führen kann (73). 

Im Gegensatz zu den theoretischen Berechnungen konnten sie zeigen, dass die Thioxo-

peptidbindung im Bereich des C-Terminus oder in der Mitte einer α-Helix ohne Abnahme der 

Helixstabilität toleriert wird.  
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2. 3                   Biochemische Auswirkungen der Thioxoamidsubstitution 

 

Thioxopeptide wurden häufig mit dem Ziel einer gesteigerten Proteolyseresistenz bei gleich-

zeitigem Erhalt der biologischen Wirkung synthetisiert. Aus der Literatur sind nur wenige 

Beispiele bekannt die zeigen, dass Thioxopeptide durch Proteasen schneller abgebaut werden 

als die entsprechenden nichtmodifizierten Peptide. So wird ein thioxyliertes Derivat des 

“Thyrotropin releasing hormone“ (TRH, pGlu-His-Pro-Ψ[CS-NH]-H) in humanem Plasma 

dreimal schneller als das natürliche Hormon (108) abgebaut. Meistens erfolgt die enzyma-

tische Hydrolyse thioxylierter Peptide mit einer deutlich geringeren Geschwindigkeit als der 

proteolytische Abbau natürlicher Peptidsubstrate. Ergebnisse systematischer Studien zum 

Einfluss der Thioxylierung von Peptidsubstraten auf die Aktivität verschiedener Proteasen 

[Aminopeptidase P (81), Dipeptidylpeptidase IV (81, 109), Papain (109), Prolyloligopepti-

dase (110, 82), α-Chymotrypsin (109, 83) und Carboxypeptidase A (111-114)] deuten darauf 

hin, dass die meisten Proteasen nicht in der Lage sind, eine Thioxopeptidbindung zu spalten. 

Ausnahmen bilden die Enzyme Dipeptidylpeptidase IV und Carboxypeptidase A, die eine 

Thioxopeptidbindung in Analogie zur Peptidbindung unter Bildung einer Thioxocarbonsäure 

und eines Amins hydrolysieren können. In der Regel führt eine Thioxylierung der Peptidbin-

dung in der P1- bzw. P2- Position der Proteasesubstrate zu einer deutlichen Abnahme des kcat-

Werts (bzw. zu einem nichthydrolysierbaren Derivat), während sich die Km-Werte oft nur 

wenig ändern. Eine Ausnahme bildet auch hier die Dipeptidylpeptidase IV, bei der die 

Thioxylierung eines Substrats in der P2-Position eine deutliche Erhöhung des Km-Werts 

bewirkte.  

Häufig ist es möglich, das Substrat einer Protease durch Thioxylierung der zu spaltenden 

Peptidbindung in einen kompetitiven Inhibitor umzuwandeln (115). Auf diese Weise konnten 

Inhibitoren der HIV-1-Protease entwickelt werden. Die HIV-1 Protease ist aus medizinischer 

Sicht ein besonders interessantes Enzym, da Inhibitoren dieses Enzyms in Kombination mit 

anderen Medikamenten bereits zur Behandlung der HIV-Erkrankung eingesetzt werden. Das 

Enzym katalysiert die Spaltung von Phe-Phe-Peptidbindungen und ist für den Vermehrungs-

zyklus des Virus von entscheidender Bedeutung (116). Die Thioxylierung einer beliebigen 

Position innerhalb des Peptidsubstrates H-Ala-Ala-Phe-Phe-Val-Val-OMe führte zu kompe-

titiven Inhibitoren der HIV-1 Protease (117).  

Während die Thioxoamidsubstitution oft wie erwartet zu einer Erhöhung der Proteolyse-

stabilität führt, sind die Effekte der Thioxylierung auf die Aktivität von Peptiden, die ihre 

biologische Funktion durch Wechselwirkung mit einem Rezeptor entfalten, nicht vorher 
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zusagen. So kann die Thioxylierung biologisch aktiver Peptide zu Derivaten mit deutlich 

gesteigerter, unveränderter oder stark verringerter biologischer Aktivität führen. Als erstes 

wurde die biologische Aktivität eines am C-Terminus thioxoamidsubstituierten Oxytocin-

derivats untersucht, welches im Vergleich zum nichtmodifizierten Derivat eine deutlich 

verringerte Oxytocin- und Vasopressin-Aktivität aufweist (118). Die Thioxylierung eines 

zyklischen Oxytocinderivats führte zu einer deutlichen Steigerung der Affinität gegenüber 

dem Oxytocin- und Vasopressinrezeptor (119). 

Thioxoamid-substituierte Derivate des “Thyrotropin releasing hormone“ (TRH, pGlu-His-

Pro-NH2) besitzen mit Ausnahme eines dithioxylierten Derivats eine dem natürlichen Peptid-

hormon vergleichbare Aktivität (120-123). Bei zwei der thioxylierten TRH-Analoga wurde 

eine Präferenz entweder für den Hypophysen- oder den Nebennierenrinden-TRH-Rezeptor 

gefunden (123). 

Aus der Wurzel der Rubia Akane können antiproliferativ und gegenüber Tumorzellen 

zytotoxisch wirkende zyklische Peptide isoliert werden. Eine Thioxylierung dieser Peptide 

führte zu Derivaten, die zum Teil eine deutlich gesteigerte zytotoxische Aktivität gegenüber 

lymphatischen Leukämiezellen der Maus und Tumorzellen eines epidermalen Nasopharynx-

karzinoms besitzen (124).  

Im Kapitel 2. 2 wurde bereits darauf hingewiesen, dass die Energiebarriere der Isomeri-

sierung einer Thioxopeptidbindung so hoch sein kann, dass eine Trennung der cis/trans-

Isomere eines Peptids möglich ist. Es ergibt sich somit die Möglichkeit, durch minimale 

Veränderungen eines Moleküls (O/S-Austausch) die Konformerspezifität von Rezeptoren 

oder anderer Proteine für pharmakologisch interessante Substanzen zu ermitteln. Ergebnisse 

unserer Arbeitsgruppe (2) zeigen, dass die beiden Endomorphine H-Tyr-Ψ[CS-N]-Pro-Trp-

Phe-NH2 und H-Tyr-Ψ[CS-N]-Pro-Phe-Phe-NH2 (µ-Opioidrezeptor-selektive Endomor-

phinderivate) in ihrer biologisch aktiven Konformation eine Tyr-Ψ[CS-N]-Pro-Peptidbindung 

in der cis-Konformation aufweisen. Dies ist ein sehr interessantes Ergebnis, da die 

Anwendung von Opiaten in der Medizin als stärkste bekannte Antianalgetika weit verbreitet 

ist. Die antianalgetische Wirkung der Opiate und die bekannten Nebenwirkungen (Atem-

depression, Abhängigkeit) werden vermutlich von verschiedenen Subtypen der Opiat-

rezeptoren vermittelt. Deshalb helfen Untersuchungen zur Konformationsspezifität dieser 

Rezeptoren bei der Suche nach neuen und selektiver wirkenden Schmerzmedikamenten. 

Mit Hilfe thioxylierter Peptidsubstrate konnte die Konformerspezifität des intestinalen 

H+/Peptid-Symporters PEPT1 nachgewiesen werden. Der intestinale H+/Peptid-Symporter 

PEPT1, mit dessen Hilfe die Aufnahme von Di- und Tripeptiden im Dünndarm erfolgt, bindet 
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das Thioxopeptid H-Ala-Ψ[CS-N]-Pro-OH mit einer für Ala-Xaa Dipeptide vergleichbaren 

Affinität (Xaa: verschiedene Aminosäuren), wenn die Thioxopeptidbindung in der trans- 

Konformation vorliegt. Das trans-Konformer wird im Gegensatz zum cis-Konformer mit 

Hilfe des PEPT1-Symporters in die Zelle transportiert (3). 

Nach dem heutigen Stand der Erkenntnis sind Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerasen nicht in 

der Lage, die cis/trans-Isomerisierung einer Thioxoacyl-Prolyl-Peptidbindung zu katalysieren, 

obwohl thioxylierte Peptidsubstratanaloga als kompetitive Inhibitoren von den Isomerasen 

gebunden werden (83, 125). Unsere Arbeitsgruppe konnte nachweisen, dass das von einem 

Substrat abgeleitete Thioxopeptid H-Ala-Gly-Ψ[CS-N]-Pro-Phe-NH-Np einen kompetitiven 

Inhibitor des cytosolischen humanen Cyclophilins18 (Cyp18) darstellt, welches in Form des 

cis- Isomers deutlich fester an das Enzym bindet als das trans- Konformer (Ki
cis= 82 µM; 

Ki
trans= 2500 µM; 83). 

Interessante Ergebnisse wurden mit thioxoamidsubstituierten Cyclosporin A- Derivaten 

erzielt. Cyclosporin A (CsA) ist ein zyklisches Oligopeptid, dass zur Behandlung von Auto-

immunerkrankungen und zur Unterdrückung der Abstoßungsreaktion nach Organtransplan-

tationen eingesetzt wird. CsA entfaltet seine biologische Wirkung durch Bindung an Cyp18, 

welches in Form des Cyp18/CsA-Komplexes die Proteinphosphatase Calcineurin (CaN) in T-

Zellen inhibiert. Die Langzeitbehandlung eines Patienten mit Cyclosporin A wird von 

zahlreichen Nebenwirkungen begleitet. Deshalb gilt der Suche nach selektiver wirkenden 

CsA-Derivaten besonderes Interesse. Die Thioxylierung des CsA führte zu Derivaten mit 

verringerter immunsupressiver Aktivität (126, 127), die vermutlich auf Konformations-

änderungen bzw. veränderten Wasserstoffbrückenbindungen im Komplex zurückzuführen 

sind. Dabei zeigte sich eine Abhängigkeit der Inhibierung des rekombinanten humanen Cyp18 

von der Position der Thioxylierung im CsA-Molekül (125). Dabei besaß das [4ψ5CSNH][7ψ8-

CSNH]-CsA eine etwas stärkere Affinität zum Cyp18. Alle getesteten Cyp18/ThioxoCsA-

Komplexe bewirkten eine stärkere Hemmung des Calcineurins, erwiesen sich jedoch als 

weniger immunsupressiv. Die Bestrahlung der thioxylierten CsA-Derivate mit Laserlicht 

führte zu Konformationsänderungen, die sich in einer veränderten Affinität des CsA-Derivats 

gegenüber Cyp18 bzw. einer Änderung der Inhibierung des Calcineurins durch den 

Cyp18/CsA-Komplex manifestierten. 
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2. 4                 Spektroskopische Eigenschaften der Thioxopeptidbindung 
 

Die Thioxopeptidbindung unterscheidet sich in ihren UV- und CD- spektroskopischen Eigen-

schaften grundlegend von einer Peptidbindung und stellt eine Sonde für Untersuchungen von 

Konformationsänderungen in Peptiden dar. Das Absorptionsmaximum einer Peptidbindung 

im Bereich von ∼190 nm (ε: ∼7000 M-1 • cm-1) ist auf 1π−1π* Übergänge zurück zuführen, 

während Absorptionsbanden im Bereich von ∼220 nm (ε: ∼100 M-1 • cm-1) 1n-3π* Übergängen 

zugeordnet werden (128). Die Substitution des Sauerstoffatoms der Peptidbindung gegen ein 

Schwefelatom führt zu einer bathochromen Verschiebung der Absorptionsbande des 1π−1π* 

Übergangs in den Bereich von 250 bis 285 nm (ε: ∼12000 M-1 • cm-1) und des 1ns−3π* 

Übergangs in den Bereich von 300 bis 350 nm (ε: ∼100 M-1 • cm-1). Dabei werden mit ns die 

nichtbindenden Orbitale des Schwefelatoms bezeichnet (62, 129-132). 

Im 13C NMR-Spektrum erscheint das Thiocarbonylkohlenstoffatom der Thioxopeptidbindung 

bei 200-206 ppm und ist somit gegenüber dem Carbonylkohlenstoffatom der Peptidbindung 

um ca. 30 ppm Tieffeld verschoben. Das Amidwasserstoffatom der Thioxopeptidbindung ist 

im 1H NMR-Spektrum im Vergleich zur Peptidbindung um ca. 1,5-2 ppm Tieffeld verschoben 

(62). 

Peptidbindungen und Thioxopeptidbindungen unterscheiden sich auch in ihren IR-spektros-

kopischen Eigenschaften. Die IR-Spektroskopie ist eine besonders gut geeignete Methode, um 

Wasserstoffbrückenbindungen in Peptiden und Proteinen oder Strukturänderungen, die unter 

Veränderungen von Wasserstoffbrückenbindungen verlaufen, zu charakterisieren (128). Die 

Amid-A-Bande (N-H-Streckschwingung) der Thioxopeptidbindung erscheint, wenn die 

Messungen in unpolaren Lösungsmitteln erfolgen, bei einer Wellenzahl von ∼3400-3420 cm-1 

und bei der Peptidbindung im Bereich von ∼3430-3460 cm-1. Die Amid-A-Bande ist 

besonders sensitiv für die Ausbildung von Wasserstoffbrückenbindungen und wird dabei zu 

einer niedrigeren Wellenzahl verschoben (61, 102).  
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2. 5                          Thioxopeptidbindungen als photoschaltbares Element 

der Konformation von Peptiden 

 

Bei der Entwicklung von Methoden zur photoinduzierten Schaltung der Struktur und damit 

der biologischen Aktivität von Proteinen, Peptiden oder Proteinliganden werden chemische 

Modifizierungen verwendet, die eine lichtinduzierte Strukturänderung im Molekül bewirken 

können. Bereits 1977 gelang Aizawa et al. (133) die Darstellung Spiropyran-modifizierter 

Enzyme, deren biologische Aktivität mit Hilfe von Licht kontrolliert werden konnte. Willner 

et al. (134) beschrieben ein Azobenzen-modifiziertes Papain, dessen Aktivität mit Hilfe von 

UV-Licht geschalten werden konnte. In beiden zitierten Beispielen erfolgte die Modifizierung 

des Proteins jedoch nicht zielgerichtet, sondern durch chemische Reaktion an Aminosäure-

seitenketten des Enzyms. Die zielgerichtete Modifizierung eines Proteins mit einem photo-

schaltbaren Element gelang Hamachi et al. (135) bzw Liu et al. (136) durch Austausch von 

Aminosäuren des S-Peptids der RNase S gegen Phenylazophenylalanin, dessen Struktur in der 

Abbildung 10 dargestellt ist. Ein großer Nachteil der erwähnten photoschaltbaren Gruppen 

bei der Modifizierung von Proteinen liegt in ihrer Größe begründet, da auf Grund der 

Packungsdichte der Atome im Inneren eines Proteins eine Modifizierung nur an der Protein-

oberfäche erfolgen kann. 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 10: Struktur des Phenylazophenylalanins 

 

Kato et al. (132) konnten in den UV-Spektren wässriger Lösungen des N-Methylthioxo-

acetamids nach Bestrahlung mit UV-Licht einer Hg-Lampe (λ= 253,7 nm) eine bathochrome 

Verschiebung der Absorptionsmaxima um 5 nm, verbunden mit einer Abnahme des Extink-

tionskoeffizienten um ca. 10 % beobachten, die auf eine Erhöhung des Gehalts an cis-Konfor-

mer zurückgeführt werden konnten. Nach Beendigung der Bestrahlung wurde eine Relaxation 

zu den Ausgangsspektren beobachtet. Diese Ergebnisse erweckten die Hoffnung, mit der 

Thioxopeptidbindung ein besonders gut geeignetes photoschaltbares Element in Peptide bzw. 

Proteine einführen zu können, mit deren Hilfe die Konformation und damit möglicherweise 

N

N

H2C

CH

H2N COOH



 25 

auch die biologische Aktivität lichtinduziert geschalten werden kann. Durch Anregung des 

1ns-
3π*-Übergangs der Thioxopeptidbindung zweier thioxylierter Endomorphinderivate 

mittels N2-Laser bei 337 nm, gelang die reversible Photoisomerisierung von Thioxoacyl-

Prolyl-Peptidbindungen (Anreicherung des cis- Konformer) und die Trennung der Isomere 

mittels präparativer HPLC (86), die anschließend bezüglich ihrer biologischen Aktivität 

untersucht wurden (Abschnitt 2. 3). Der Prozess der Photoisomerisierung und die isolierten 

Konformere konnten anschließend UV-, NMR- und CD-spektroskopisch charakterisiert 

werden. Da die Untersuchungen zur Photoisomerisierung des N-Methylthioxoacetamids zu 

einer Photozersetzung führten, wurde bisher angenommen, dass die Thioxoamidsubstitution 

nur für die Photoisomerisierung von Thioxoacyl-Prolyl-Peptidbindungen geeignet ist (132, 

137). Neue Ergebnisse zeigen jedoch, dass unter geeigneten Bedingungen eine reversible 

Photoisomerisierung durch Anregung des 1π-1π*-Übergangs der sekundären Thioxoamid 

Peptidbindung ohne Photozersetzung möglich ist (138). Dies ist ein sehr bedeutendes 

Ergebnis, da es bis zum heutigen Zeitpunkt keine isostere Rückgratmodifizierung eines 

Peptids oder Proteins gibt, die neben der Thioxoamidsubstitution als Kanditat für eine 

photoschaltbare Sonde der Konformationsänderung in Frage kommt und gleichzeitig eine 

Charakterisierung der Dynamik der lichtinduzierten reversiblen Strukturänderung mit 

einfachen Methoden der UV-, CD- oder NMR-Spektroskopie erlaubt. Die Anwesenheit einer 

Peptidbindung in der cis- Konformation kann einen großen Einfluss auf die Proteinstruktur 

und auf die Kinetik der Proteinfaltung haben. Die cis/trans-Isomerisierung von sekundären 

und tertiären Amid Peptidbindungen ist häufig der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der 

Proteinfaltung (4, 5). In einigen Proteinen wurden im nativen Zustand sekundäre Amid cis-

Peptidbindungen gefunden (139-143). Demzufolge ist für das Verständnis der Dynamik der 

Proteinfaltung unter anderem auch eine genaue kinetische und thermodynamische 

Charakterisierung der cis/trans-Isomerisierung von sekundären und tertiären Amid Peptid-

bindungen nötig. Möglicherweise eignet sich daher die photoschaltbare Thioxopeptid-

bindung besonders gut für Untersuchungen der Dynamik und des Mechanismus von Protein-

faltungsvorgängen. 
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2. 6         Thioxopeptide als Synthons für die Herstellung modifizierter Peptide 
 

Thioxopeptide können als Synthons für die Herstellung verschiedener Rückgrat-modifizierter 

Peptide verwendet werden. Das Schwefelatom der Thioxoamidbindung weist auf Grund 

seines nucleophilen Charakters eine beachtliche Reaktionsfähigkeit bezüglich von SN-Reak-

tionen auf. Die Elektrophilie des Kohlenstoffatoms der Thioxoamidbindung kann durch 

Quecksilber-II-Ionen gesteigert werden, so dass eine gezielte Modifizierung des Peptidrück-

grats durch Angriff eines Nucleophils auf das Thiocarbonylkohlenstoffatom möglich wird. In 

Abbildung 11 sind einige Beispiele für die gezielte Modifizierung von Peptiden unter 

Ausnutzung der erhöhten Reaktivität der Thioxopeptidbindung zusammengefasst. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 11: Modifizierungsmöglichkeiten von Thioxopeptiden  

Mit Hilfe der Thioxoamidbindung können chemische Modifikationen in definierte 
Positionen des Peptidrückgrats eingeführt werden (Literaturstellen in Klammern).  
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2. 7                                 Synthese thioxylierter Oligopeptide 
 

Die Synthese eines thioxylierten Oligopeptids ist prinzipiell schwierig, insbesondere wenn es 

trifunktionelle Aminosäuren (reaktive Seitenketten) enthält. Man unterscheidet zwei 

Synthesestrategien. Bei der ersten Strategie, die als “globale Thioxylierung“ bezeichnet 

werden soll, wird ein vollständig geschütztes Peptid mit einem Thioxylierungsreagenz umge-

setzt. Dabei wird das Sauerstoffatom der Peptidbindung gegen ein Schwefelatom ausge-

tauscht. In Abbildung 12 sind die wichtigsten Thioxylierungsreagenzien dargestellt, die 

bereits erfolgreich für die Synthese thioxylierter Peptide verwendet wurden. 

 

Abbildung 12: Die bekanntesten Thioxylierungsreagenzien sind 
die Verbindungen vom Lawesson-, Brillon- und Yokoyama-Typ.  

 
Die erste erfolgreiche Thioxylierung eines Aminosäurederivats, welches der Darstellung eines 

Thioxoamid-substituierten Oligopeptids (Oxytocin-Analoga) diente, gelang Jones et al. (118) 

durch Reaktion von Z-Gly-NH2 mit P4S10. Frühere Versuche der Thioxylierung verschiedener 

Peptide mittels P4S10 blieben erfolglos (151), da die freie Aminogruppe der verwendeten 

Peptide (oder andere im Reaktionsansatz vorhandene Nucleophile) diese Reaktion hemmen 

(152). Mit dem 2,4-Bis(4-Methoxyphenyl)-2,4-dithioxo-1,3,2,4-dithiadiphosphetan (Abb. 

12, Struktur I), welches von Lecher et al. (153) erstmalig beschrieben und von Lawesson et 

al. (154) systematisch auf seine Eignung zur Synthese verschiedener Thiocarbonylver-

bindungen untersucht wurde, konnte erstmals ein thioxyliertes Dipeptid erhalten werden 

(155). Das 2,4-Bis(4-Methoxyphenyl)-2,4-dithioxo-1,3,2,4-dithiadiphosphetan ist heute auch 

unter dem Namen “Lawesson-Reagenz“ bekannt. Mit dem Lawesson-Reagenz chemisch eng 

verwandt sind die in Abbildung 12 aufgeführten Thioxylierungsreagenzien vom    
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Yokoyama-Typ. Diese wurden von Yokoyama et al. 1984 (156) erstmals beschrieben und 

besitzen eine dem Lawesson-Reagenz vergleichbare Reaktivität. Die verschiedenen Arten von 

Thioxylierungsreagenzien des Lawesson- und Yokoyama-Typs der Abbildung 12, die sich 

bezüglich des Substituenten R unterscheiden, wurden mit dem Ziel einer besseren Löslichkeit, 

Reaktivität und Regiospezifität (bevorzugte Thioxylierung einer bestimmten Position des 

Oligopeptids) synthetisiert. Die Synthese eines thioxylierten Oligopeptids durch Reaktion 

eines Peptids mit einem Thioxylierungsreagenz ist jedoch schwierig, da der Reaktionsverlauf 

(Position und Anzahl der thioxylierten Peptidbindungen) nicht vorhersehbar ist und die 

Bedingungen für jedes gewünschte Thioxopeptid optimiert werden müssen. Das größte 

Problem stellt die Reinigung des gewünschten Thioxopeptids dar, da das Reaktionsgemisch in 

Folge von mehrfach und in der Position variierenden Thioxylierungen eine große Anzahl 

verschiedener Reaktionsprodukte enthält (62, 105). Aus der Literatur sind nur wenige 

Beispiele bekannt, in denen durch aufwendige Optimierung der Reaktionsbedingungen 

(Temperatur, Lösungsmittel, Art des Thioxylierungsreagenz), die Synthese von in definierten 

Positionen thioxoamidsubstituierter Peptide gelang. So konnten Lajoie et al. (157) mit dem 

von ihnen entwickelten Thioxylierungsreagenz (Abb. 12, Struktur II) bemerkenswert hohe 

Selektivitäten bei der Thioxylierung verschiedener Tri- und Tetrapeptide erreichen. Es zeigte 

sich, dass vor allem sterische Effekte und somit die Sequenz des Peptids einen entscheidenden 

Einfluss auf die Reaktivität einzelner Peptidbindungen gegenüber dem Thioxylierungsreagenz 

haben. Besonders leicht erfolgte unter den gewählten Reaktionsbedingungen eine 

Thioxylierung im Bereich eines Glycins. Eine sehr geringe Reaktivität wurde gegenüber 

Aminoacyl-Prolyl-Peptidbindungen (Xaa-Pro-Peptidbindungen) beobachtet. Der Einfluss 

sterischer Effekte auf die Reaktivität einer Peptidbindung gegenüber einem Thioxylierungs-

reagenz konnte von Kessler et al. (105) bestätigt werden. Bei ihren Versuchen zur Darstellung 

zyklischer Thioxopeptide zeigte sich eine starke Abhängigkeit der bevorzugten Thioxy-

lierungsposition von der Konformation des zyklischen Peptids.  

Neben den in Abbildung 12 gezeigten Verbindungen sind noch Thioxylierungsreagenzien auf 

der Basis Silizium-haltiger Verbindungen bekannt, die sich durch eine erhöhte Reaktivität 

gegenüber Carbonylverbindungen (Amide, Ketone, Ester) auszeichnen (158, 159). 

Eine Möglichkeit, die erwähnten Nachteile der Strategie der „globalen Thioxylierung“ zu 

umgehen, ist die Synthese eines thioxylierten Dipeptids, das anschließend mit anderen 

Fragmenten zu längeren thioxylierten Oligopeptiden verknüpft wird (160, 161). Bei der 

Syntheseplanung muss jedoch beachtet werden, dass die Verlängerung eines thioxylierten 

Dipeptids nur N-terminal ohne Probleme möglich ist (58, 82, 83, 118, 157, 160-164), da die 
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für eine C-terminale Verlängerung notwendige Aktivierung des thioxylierten Dipeptids zur 

Bildung eines 4H-Thiazol-5-ons führt (Abb. 13). Diese Reaktion wird von einer Epimeri-

sierung der C-terminalen Aminosäure des thioxylierten Dipeptids begleitet (165, 166). 

 

Abbildung 13: Die Aktivierung eines thioxylierten Dipeptids führt zur 
Bildung eines 4H-Thiazol-5-ons und  Epimerisierung der C-terminalen 
Aminosäure (HX: z.B. N-Hydroxysuccinimid oder N-Hydroxy-
benzotriazol).  

 

Das 4H-Thiazol-5-on kann zwar aminolytisch unter Bildung eines Thioxoamids gespalten 

werden, seine Reaktivität ist allerdings sehr gering (157, 165). Auf Grund der Gefahr der 

Epimerisierung sollte diese Strategie auf thioxylierte Dipeptide, die C-terminal ein Glycin 

oder Prolin aufweisen, beschränkt bleiben.  

Die zweite Strategie, bei der die Synthese der thioxylierten Oligopeptide in Analogie zur 

konventionellen Peptidsynthese durch schrittweisen Aufbau der Peptidkette erfolgt, erfordert 

die Verfügbarkeit aktivierter oder aktivierbarer thioxylierter Aminosäurederivate (Thioxo-

acylierungsbausteine). Die thioxylierten Analoga der klassischen Acylierungsreagenzien der 

Peptidchemie (Aminosäurehalogenide und Aminosäureanhydride) sind nicht verfügbar, da 

ihre Stabilität zu gering ist (167-170). Die ersten erfolgreichen Thioxopeptidsynthesen, die 

unter Verwendung von Thioxoacylierungsbausteinen durchgeführt wurden, erfolgten mit 

Hilfe von α-Aminothioxocarbonsäure- (171, 172) bzw. -dithiocarbonsäureestern (161). Diese 

konnten sich jedoch auf Grund ihrer geringen Reaktivität und der beobachteten Epimerisie-

rung der thioxylierten Aminosäure des erhaltenen Thioxopeptids nicht durchsetzen (164). Die 

Verwendung von N-terminal geschützten α-Aminothioxocarbonsäurederivaten in Kombina-

tion mit herkömmlichen, in der Peptidchemie verwendeten Kupplungsreagenzien (PyBOB, 

PyNOP) ist nur zur Synthese kurzer thioxylierter Peptide geeignet, da das in Abbildung 14 

dargestellte Gleichgewicht zwischen der Thio- und der Thioxocarbonsäure zur Bildung von 

zwei reaktiven Spezies führt, die nicht getrennt werden können und die bei Reaktion mit 

einem Amin sowohl das entsprechende Amid als auch das Thioxoamid ergeben (173-177). 

Längere Thioxopeptide können mit dieser Methode nicht erhalten werden, da eine Trennung 

des Thioxo- und des Oxopeptids nicht mehr möglich ist. In den vergangenen Jahren wurden 

jedoch verschiedene Thioxoacylierungsbausteine entwickelt, mit deren Hilfe eine effiziente 

Synthese von Thioxopeptiden ohne Epimerisierung der thioxylierten Aminosäure möglich ist. 
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Diese Verbindungen zeichnen sich durch eine genügend hohe Stabilität aus, so dass ihre 

Reinigung und Lagerung ohne Probleme möglich ist. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 14: Das Gleichgewicht zwischen einer Thio- und einer 
Thioxocarbonsäure führt bei der in situ Aktivierung (z.B. mittels PyBOB) zur 
Bildung von zwei reaktiven Spezies, die bei Reaktion mit einem Amin ein Gemisch 
aus Amid und Thioxoamid ergeben. 

 

Zunächst wurden die Thioxoacylbenzimidazolone verschiedener Aminosäurederivate (178, 

179) bekannt, mit denen die Synthese verschiedener einfach thioxylierter Analoga des 

Thymopentins (Arg-Lys-Asp-Val-Tyr, 180) und Tuftsins (Thr-Lys-Pro-Arg, 178) gelang. 

Eine Vereinfachung der Synthese dieser Thioxoacylierungsbausteine erfolgte mit der 

Einführung der in Position 6 substituierten Thioxoacylbenzimidazolone (Abb. 15), die sich 

durch eine höhere Reaktivität  und geringen Neigung zur Epimerisierung während der 

Thioxoacylierung auszeichnen (181). Der einzige Nachteil ist die Notwendigkeit der 

Verwendung von Phosgen bei ihrer Synthese.  

Die von Shalaby et al. (182) beschriebenen 6-Nitrobenzotriazolide N-terminal geschützter α-

Aminothioxocarbonsäurderivate (Abb. 15) ermöglichen die Einführung der Thioxoamid-

substitution in Peptide unter besonders schonenden Bedingungen. Diese Thioxoacylierungs-

bausteine sind relativ einfach zu synthetisieren und bei -20 °C gelagert über mehrere Monate 

stabil. Sie ermöglichen die epimerisierungsfreie Synthese von Thioxopeptiden. Ein Nachteil 

dieser neuen Thioxoacylierungsbausteine liegt in ihrer Synthese begründet, denn die 

Notwendigkeit der Zyklisierung der Vorstufe (eines α-Aminothioxocarbonsäure-2-amino-5-

nitroanilids) zum entsprechenden 6-Nitrobenzotriazolid mittels NaNO2 in Essigsäure schließt 

die Verwendung von stark säureempfindlichen oder oxidierbaren Aminosäurederivaten (z.B. 

Methionin) aus. Eine weitere Möglichkeit zur Darstellung eines geeigneten Thioxo-

acylierungsbausteins ergibt die Reaktion N-terminal geschützter α-Aminothioxocarbonsäure-

amide mit Phthalsäuredichlorid (183). Die dabei gebildeten α-Aminothioxocarbonsäure-N-

phthalimide (Abb. 15) eigenen sich ebenfalls sehr gut für die Thioxopeptidsynthese (145). 
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Abbildung 15: Struktur verschiedener Thioxoacylierungsbausteine 

 

Die Verwendung von N-terminal geschützten α-Aminosäuredithioestern (Abb. 15) zur 

Thioxoacylierung ist problematisch, da ihre Reaktivität gering ist und eine Epimerisierung der 

thioxylierten  Aminosäure des erhaltenen Peptidderivats beobachtet wurde (161, 164, 165). 

Durch Zusatz von Cäsiumsalzen und Dimethylaminopyrrolidon zum Reaktionsansatz, 

konnten Le et al. (184) das Problem der Epimerisierung lösen und somit die Verwendung der 

α-Aminosäuredithioester zur Synthese von Thioxopeptiden ermöglichen. Mit Hilfe der in 

Abbildung 15 dargestellten neuen Thioxoacylierungsreagenzien sollte auch die Synthese von 

längeren Oligopeptiden, die an einer definierten Position thioxyliert sind, möglich sein. Die 

kürzlich in der Literatur beschriebenen S-Thioacyl-dithiophosphate (Abb. 16) stellen 

interessante Thioxoacylierungsbausteine dar, die leicht herstellbar und über eine ausreichende 

Stabilität verfügen (185, 186). Es bestehen jedoch mit ihnen noch keine Erfahrungen in der 

Thioxopeptidsynthese. 

 

Abbildung 16: Die S-Thioacyl-dithiophosphate stellen 
Thioxoacylierungsreagenzien mit hoher Stabilität gegenüber 
Sauerstoff und Wasser dar.  

 

Besonders problematisch bei der Synthese thioxylierter Oligopeptide ist die Auswahl 

geeigneter Schutzgruppenkombinationen, da die Bedingungen, die zur Abspaltung der in der 

Peptidchemie üblichen α-Aminoschutzgruppen nötig sind, die Synthese längerer Thioxopep-

tide unmöglich machen. Auch die in der Festphasenpeptidsynthese zur temporären 
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Blockierung der α-Aminogruppe sehr häufig verwendete Fluorenyl-9-methoxycarbonyl- 

(Fmoc) Schutzgruppe scheint ungeeignet zu sein, da die Thioxopeptidbindung gegenüber 

nucleophilen Reagenzien empfindlich ist (187). So führte die Verwendung der Fmoc-

Schutzgruppe zu unbefriedigenden Ausbeuten bei der Synthese thioxylierter Peptide (176, 

178). Auch der Gebrauch des nichtnucleophilen Reagenzes DBU zur Deblockierung der 

Fmoc-Schutzgruppe führte zu keiner höheren Ausbeute (176). Die Verwendung von Allyl- 

oder Benzylschutzgruppen ergaben ebenfalls unbefriedigende Ergebnisse, da der Schwefel die 

zur Abspaltung nötigen Katalysatoren durch Komplexbildung deaktiviert (176, 188, 189).  

Aus diesen Problemen wird ersichtlich, dass für den schrittweisen Aufbau längerer 

thioxylierter Oligopeptide, wie dem S-Peptid (20 Aminosäuren), eine besonders schonende 

Methode für die Deblockierung der α-Aminoschutzgruppe gefunden werden muss, die auch 

nach mehreren Abspaltungszyklen den Erhalt der Thioxopeptidbindung garantiert.  

Aber nicht nur die während der Synthese notwendige wiederholte Abspaltung der α-Amino-

schutzgruppe, sondern auch die finale Deblockierung des Peptids, bei der neben der N-

terminalen auch alle Seitenkettenschutzgruppen synchron abgespalten werden, gestaltet sich 

bei Thioxopeptiden äußerst schwierig. Für die abschließende Schutzgruppenabspaltung 

verwendet man normalerweise sehr starke Säuren (z.B. TFA, TFMSA, HBr in Eisessig usw.). 

Die Verwendung dieser starken Säuren führt bei Thioxopeptiden entsprechend des in 

Abbildung 17 aufgeführten Mechanismus zum Bruch der Peptidkette und Bildung eines 4H-

Thiazol-5-ons (160, 162).  

 

Abbildung 17: Die azidolytische Abspaltung temporärer α-Aminoschutzgruppen 
oder die finale Deblockierung eines synthetisierten Thioxopeptids führen zur 
Spaltung der Peptidkette unter Bildung eines 4H-Thiazol-5-ons.  
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2. 8                                      Ergebnisse und Diskussion 

 

2. 8. 1              Eine neue Strategie zur Festphasensynthese von Thioxopeptiden 

 

2. 8. 1. 1           Suche nach geeigneten Schutzgruppen und polymeren Trägern 

 

Die Synthese thioxylierter Oligopeptide ist nur mit Hilfe der Festphasenpeptidsynthese mit 

vertretbarem Aufwand möglich. Deshalb musste zunächst eine neue Strategie entwickelt 

werden, die es erlaubt, längere Thioxopeptide mit Hilfe der Festphasenpeptidsynthese zu 

erhalten. Aufgrund der in Abschnitt 2. 7 beschriebenen Probleme bei der Thioxopeptid-

synthese musste diese neue Strategie folgende Anforderungen erfüllen: 

 

• da die Thioxopeptidbindung empfindlich gegenüber basischen oder sauren 

Bedingungen ist, müssen für die sich während der Synthese wiederholende 

Abspaltung der α-Aminoschutzgruppe besonders milde Bedingungen gefunden 

werden 

• die wiederholte Abspaltung der α-Aminoschutzgruppe darf zu keiner vorzeitigen 

Deblockierung der Seitenketten trifunktioneller Aminosäuren führen 

• die Bindung zwischen dem Peptid und der Ankergruppe des polymeren Trägers 

muss unter den Bedingungen der sich wiederholenden Abspaltung der α-Amino-

schutzgruppe stabil sein 

• die Bedingungen für die finale Deblockierung und Abspaltung des Peptids vom 

polymeren Träger müssen mit der Thioxopeptidbindung kompatibel sein. 

 

Stafford et al. (190) konnten zeigen, dass die Abspaltung der Boc-Schutzgruppe von N-

Acyl-N-tert.-butyl-carbamaten mittels Mg(ClO4)2 in Acetonitril und daher ohne die 

gewöhnlich für eine Boc-Abspaltung verwendeten starken Säuren möglich ist. Dabei 

bewirkt das Magnesiumchlorid als Lewissäure eine Komplexierung der Verbindung und 

anschließende Abspaltung der Boc-Schutzgruppe nach dem in Abbildung 18 gezeigten 

Mechanismus. Die Abspaltung der Boc-Schutzgruppe erfolgt nur, wenn ein zusätzlicher 

Acylrest an das Stickstoffatom des Carbamats gebunden ist. Eine einzelne Boc-

Schutzgruppe, die sich an der α-Aminogruppe eines Aminosäurederivats befindet, ist unter 

diesen Bedingungen stabil. Damit ist zwar eine Verwendung der Boc-Schutzgruppe zur 

temporären Blockierung der α-Aminogruppe während der Synthese eines Thioxopeptids in 

Kombination mit Mg(ClO4)2 als Abspaltreagenz ungeeignet, jedoch ist es theoretisch 
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möglich, dass andere, besonders säureempfindliche Schutzgruppen unter diesen Ab-

spaltungsbedingungen selektiv und unter Erhalt der Seitenkettenschutzgruppen entfernt 

werden können.  

 

 
 
 

 

 

 

Abbildung 18: Abspaltung der Boc-Schutzgruppe eines N-Acyl-N-tert.-butyl-carbamats 
mittels Mg(ClO4)2 in Acetonitril (50 °C) 

 
Frühere Untersuchungen zur Stabilität der Thioxopeptidbingung gegenüber verschiedenen 

Lewissäuren haben gezeigt, dass mit Hilfe von Zinn-IV-chlorid (SnCl4) in ACN eine 

effiziente Abspaltung der Boc- Schutzgruppe und von Seitenkettenschutzgruppen des tert.-

Butanol-Typs unter Erhalt der Thioxopeptidbindung möglich ist (191). Diese Ergebnisse 

erweckten die Hoffnung, durch Auswahl geeigneter Reaktionsbedingungen, eine besonders 

schonende, auf Verwendung von Lewissäuren zur Schutzgruppenabspaltung beruhende, 

Strategie für die Synthese thioxylierter Oligopeptide entwickeln zu können.  

Zu diesem Zweck wurden zunächst verschiedene Schutzgruppen, die in der konven-

tionellen Peptidsynthese verwendet werden, auf ihre Stabilität gegenüber verschiedenen 

Lewissäuren unter verschiedenen Abspaltungsbedingungen (Lösungsmittel, Temperatur) 

untersucht. Um eine möglichst große Selektivität des Abspaltungsreagenzes bezüglich der 

N-terminalen und der Seitenkettenschutzgruppen zu erreichen, wurden für die α-Amino-

gruppe die extrem säurelabile 2-(4-Biphenylyl)propyl-2-oxycarbonyl-(Bpoc) und die 2-

(3,5-Dimethoxyphenyl)-propyl-2-oxycarbonyl- (Ddz) Schutzgruppe in Betracht gezogen 

(Abb. 19).  

 

 

 

 
 

Abbildung 19: Die Bpoc- und die Ddz-Schutzgruppe zeichnen sich durch eine besonders 
hohe Empfindlichkeit gegenüber Säuren aus. Sie lassen sich bereits mit stark verdünnten 
Säuren (z.B. 1 %iger TFA in CH2Cl2) abspalten. 

 

Die Bpoc- Schutzgruppe, die von Sieber erstmals beschrieben wurde, hat eine große 

historische Bedeutung in der Peptidchemie, da mit ihrer Hilfe die erste Totalsynthese des 

humanen Insulins gelang (192-195). Hervorzuheben ist ihre besonders hohe Empfind-

R N

O O

CO

CH3

CH3

CH3

Mg(ClO4)2

R N

O O

CO

CH3

CH3

CH3

Mg

ClCl

CH2 C
CH3

CH3

R NH

O
+ CO2

C

CH3

CH3

C

O

O
C

CH3

CH3

C

O

O

CH3O

CH3O

2-(p-Biphenylyl)isopropyloxycarbonyl α,α-Dimethyl-3,5-Dimethoxyphenyloxycarbonyl



 35 

lichkeit gegenüber Säuren, die es erlaubt, sie unter besonders milden, schwach aciden 

Bedingungen unter Erhalt von Seitenkettenschutzgruppen des tert.-Butanol-Typs (Boc, 

OtBu) abzuspalten (193, 196, 197). Bpoc- geschützte Aminosäurederivate eignen sich sehr 

gut für die Festphasenpeptidsynthese. Sie müssen jedoch auf Grund ihrer äußerst geringen 

Stabilität gegenüber Säuren als Pentafluorphenylester eingesetzt oder unmittelbar vor der 

Verwendung aus ihren Dicyclohexylaminsalzen freigesetzt werden, da bereits die Acidität 

der Carboxylgruppe des Aminosäurederivats zur Abspaltung der Bpoc- Schutzgruppe 

führen kann (198). Die Stabilität der von Birr et al. (199) beschriebenen Ddz- Schutz-

gruppe (Abb. 19) gegenüber Säuren ist größer als die Stabilität der Bpoc-, jedoch deutlich 

geringer als die Stabilität der Boc- Schutzgruppe. Sie lässt sich auch photolytisch durch 

Bestrahlung mit UV-Licht (Quecksilberdampflampe) abspalten. Die Ddz-Schutzgruppe 

wurde wie die Bpoc-Schutzgruppe sowohl bei der Synthese von Peptiden in Lösung (200) 

als auch bei der Festphasenpeptidsynthese (201) erfolgreich eingesetzt. 

Um die Eignung der Bpoc- Schutzgruppe für unsere neue Synthesestrategie zu überprüfen, 

wurde zunächst das Peptid Bpoc-Ala-Ala-Ala-Pro-Ψ[CS-NH]-Phe-NH-Np synthetisiert, 

mit dessen Hilfe die Stabilität der α-Aminoschutzgruppe und der Thioxopeptidbindung 

gegenüber verschiedenen Lewissäuren und Abspaltungsbedingungen (Temparatur, 

Lösungsmittel) überprüft werden sollte. Um gleichzeitig die Stabilität der in der Peptid-

chemie zur temporären Blockierung der α-Aminogruppe oder zur Blockierung der Seiten-

kettenfunktion trifunktioneller Aminosäuren häufig verwendeten Schutzgruppen des tert.-

Butanol-Typs (Boc, tBu, OtBu) überprüfen zu können, erfolgte die Synthese eines weiteren 

Peptids, dessen N-terminale Aminogruppe durch die Boc-Schutzgruppe blockiert ist (Boc-

Gly-Pro-NH-Np). Anschließend wurde die Stabilität der Boc- und Bpoc-Schutzgruppe 

gegenüber verschiedenen Lewissäuren (ZnCl2, ZnI2, Zn(ClO4)2, Zn(CH3COO)2, 

Mg(ClO4)2, MgCl2, SnCl2, SnCl4, SnBr4, AlCl3, Sn(CH3COO )4, Cs(CF3COO )3, 

Titan(IV)isopropylat, ZnCl2 * Et-O-Et) und unterschiedlichen Bedingungen (verschiedene 

Lösungsmittel: ACN, CH2Cl2, THF, DMF; jeweils bei RT und 50 °C) untersucht. 

Bemerkenswert ist, dass nur die Verwendung von Aluminium-III-salzen zu einer 

langsamen Zerstörung der Thioxopeptidbindung führte. Unter allen anderen oben 

genannten Bedingungen, selbst bei erhöhter Temparatur (50 °C), blieb die Thioxopeptid-

bindung stabil. Als einzige zur selektiven Deblockierung der Bpoc- Schutzgruppe 

geeignete Kombination, unter denen die Boc-Schutzgruppe stabil ist, erwies sich 

Mg(ClO4)2 in Acetonitril bei 50 °C (Abb. 20). 

 



 36 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 20: HPLC-Chromatogramme eines Gemisches der Peptide Bpoc-

Ala-Ala-Ala-Pro-Ψ[CS-NH]-Phe-NH-Np und Boc-Gly-Phe-NH-Np 
• blaues Chromatogramm: Gemisch der Peptide Bpoc-Ala-Ala-Ala-Pro-

Ψ[CS-NH]-Phe-NH-Np (tR= 25,8 min) und Boc-Gly-Phe-NH-Np (tR= 
13,8 min)  

• rotes Chromatogramm: nach Behandlung mit Mg(ClO4)2 in ACN (30 min 
bei 50 °C), HPLC-Peaks: H-Ala-Ala-Ala-Pro-Ψ[CS-NH]-Phe-NH-Np 
(tR= 14,5 min) und Boc-Gly-Phe-NH-Np (tR= 13,8 min)  

• schwarzes Chromatogramm: nach Behandlung mit ZnCl2 * Et-O-Et (2,2 
M in CH2Cl2, 30 min bei RT), HPLC-Peaks: H-Ala-Ala-Ala-Pro-Ψ[CS-

NH]-Phe-NH-Np (tR= 14,8 min) und H-Gly-Phe-NH-Np (tR= 7,1 min)  
Die Analysen wurden unter Verwendung eines HPLC-Systems der Firma 
SYCAM in Kombination mit einer HPLC-Säule der Firma Merck 
(LiChroCART® 125×4, Säulenmaterial: LiChrospher® 100 RP-8) 
durchgeführt. Die Elution erfolgte mit Hilfe eines Gradienten von 20-100 
% ACN (0,1 % TFA) in 30 min (Flußrate: 1ml/min). Die Detektion 
erfolgte bei einer Wellenlänge von 220 nm.  

 

Die Ergebnisse zeigen eindeutig, dass mit Mg(ClO4)2 in ACN bei 50 °C eine selektive 

Abspaltung der N
α-Bpoc- in Gegenwart der Boc- Aminoschutzgruppe eines Peptids 

möglich ist. Als besonders effektiv bei der Abspaltung der Boc-Schutzgruppe erwies sich 

die bei Fluka erhältliche 2,2 M Lösung des Zinkchlorid-Diethylether-Komplexes (ZnCl2 * 

Et-O-Et) in Dichlormethan.  

Um die Eignung der Bpoc-Schutzgruppe für die Synthese thioxylierter Oligopeptide 

nachzuweisen, musste anschließend die Stabilität verschiedener Seitenkettenschutz-

gruppen trifunktioneller Aminosäuren gegenüber Mg(ClO4)2 in ACN (50 °C) untersucht 

werden. Zu diesem Zweck wurden mit Hilfe der Festphasensynthese verschiedene Peptide 

der Struktur Fmoc-Ala-Ala-Xaa-Ala-Ala-OH (mit Xaa= Ser(tBu), Thr(tBu), 

Glu(OtBu), Asp(OtBu), Gln(Trt), Asn(Trt), His(Trt), His(Boc), Arg(Pbf), Arg(Pmc), 

Trp(Boc), Lys(Boc) und Tyr(tBu)) am 2-Chlor-trityl-chloridharz synthetisiert. Dieses 

Harz erlaubt auf Grund seiner besonders hohen Empfindlichkeit gegenüber Säuren eine 

Abspaltung der Peptide ohne Deblockierung der Seitenkettenschutzgruppen (202). Die 
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Stabilität der Seitenkettenschutzgruppen der verschiedenen Derivate trifunktioneller 

Aminosäuren gegenüber Mg(ClO4)2 in ACN (50 °C) wurde anschließend mittels HPLC 

und Massenspektrometrie untersucht. Es zeigte sich, dass die Seitenkettenschutzgruppen 

aller Aminosäurederivate stabil gegenüber Mg(ClO4)2 in ACN (50 °C) sind. Die 

Kombination Mg(ClO4)2 in ACN (50 °C) eröffnet somit die Möglichkeit der wiederholten 

selektiven Abspaltung der α-Aminoschutzgruppe ohne Deblockierung der Seitenketten-

schutzgruppen oder Zerstörung der Thioxopeptidbindung. Auch nach einer Inkubations-

dauer von 48 Stunden wurde keine Deblockierung der Seitenkettenschutzgruppen oder 

Zerstörung der Thioxopeptidbindung beobachtet. Da, wie bereits erwähnt, die Lösung des 

Zinkclorid-Diethylether-Komplexes in CH2Cl2 besonders gut zur Abspaltung der Boc-

Schutzgruppe geeignet ist, wurde anschließend die Stabilität verschiedener Seitenketten-

schutzgruppen gegenüber diesem Reagenz untersucht. Die Verwendung dieses 

Abspaltungsreagenzes führte bei allen Peptidderivaten, mit Ausnahme der Trt-, Pbf- und 

Pmc-geschützten Derivate, innerhalb von drei Stunden zu einer vollständigen Abspaltung 

der Seitenkettenschutzgruppen. Dabei wurde weder die Bildung unerwüschter Neben-

produkte (z.B. tert.-Butylierung des Trp), noch eine Zerstörung der Thioxopeptidbindung 

beobachtet. Um die universelle Verwendbarkeit des Zinkchlorid-Diethylether-Komplexes 

für die finale Schutzgruppenabspaltung zu gewährleisten, mussten für die Aminosäuren 

Asn, Gln und Arg alternative Schutzgruppen gefunden werden, die sich mit diesem 

Reagenz deblockieren lassen. Dabei erwiesen sich die Tmob- bzw. Dod- geschützten 

Aminosäurederivate des Glutamins und Asparagins (Abb. 21) bzw. das in der Seitenkette 

durch zwei Boc-Gruppen geschützte Aminosäurederivat Fmoc-Arg(Boc)2-OH als 

geeignet.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 21: Die Tmob- und Dod-Schutzgruppe eignen sich auf Grund ihrer Instabilität 
gegenüber ZnCl2 * Et-O-Et- Komplexlösung in DCM als Seitenkettenschutzgruppen des Glutamins 
und Asparagins bei der Synthese thioxylierter Oligopeptide. 

 

Für die Festphasensynthese längerer thioxylierter Oligopeptide unter Verwendung unserer 

neuen Synthesestrategie mussten abschließend noch geeignete polymere Träger (Harze) 

gefunden werden, die unter den Bedingungen der wiederholten Abspaltung der Nα-Bpoc- 

Aminoschutzgruppe stabil sind, jedoch eine leichte Abspaltung des Thioxopeptids vom 
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Harz unter gleichzeitiger Deblockierung der Seitenkettenschutzgruppen und Erhalt der 

Thioxopeptidbindung ermöglichen. Dabei erwiesen sich das Sieberamidharz zur 

Darstellung thioxylierter Peptidamide und das SASRIN®- Harz der Firma Bachem für die 

Synthese C-terminal freier Thioxopeptide als geeignet. Die Ankergruppen des SASRIN®- 

und Sieberamid-Harzes, die der Bindung des Peptids an den polymeren Träger während 

der Synthese dienen, sind in Abbildung 22 dargestellt (203-205).  

 

 

 

 

                                        Sieberamid-Harz                                             SASRIN®-Harz 
 

Abbildung 22: Für die Synthese von Thioxopeptidamiden und C-
terminal freien Thioxopeptiden eignen sich das Sieberamid bzw. 
SASRIN®-Harz der Firma Bachem. 

 
Um mit Hilfe unserer neuen Synthesestrategie Thioxopeptide synthetisieren zu können, 

mussten anschließend entsprechende Bpoc- geschützte Thioxoacylierungsbausteine 

synthetisiert werden. Da in unserer Arbeitsgruppe bereits Erfahrungen in der Synthese und 

Verwendung der α-Aminothioxocarbonsäure-6-nitrobenzotriazolide bestanden, wurde 

zunächst versucht, nach der von Shalaby et al. (182) für die Darstellung der 6-

Nitrobenzotriazolide N
α-Boc-geschützter Aminothioxocarbonsäurederivate entwickelten 

Synthesevorschrift (Syntheseschema in Abb. 23) die entsprechenden Bpoc-geschützten 

Derivate zu erhalten. Da die Thioxylierung des Zwischenprodukts Bpoc-Xaa-ANA mittels 

P4S10 zur Abspaltung der Bpoc- Schutzgruppe führt, musste für die Thioxylierung das 

Lawesson-Reagenz verwendet werden, welches bei niedriger Temperatur in kleinen 

Portionen zum Reaktionsansatz gegeben wurde. Problematisch gestaltete sich auch die 

anschließende Zyklisierung des Bpoc-Xaa-Ψ[CS-NH]-ANA, da die Bpoc-Schutzgruppe 

in 90 %-iger Essigsäure langsam abgespalten wird. Es waren daher nur Gesamtausbeuten 

von 10 bis 15 % zu erreichen. Mit den Nα-Bpoc- geschützten Aminothioxocarbonsäure-6-

nitrobenzotriazoliden (Bpoc-Xaa-Ψ[CS-N]-NBt) des Prolins, Tyrosins, Leucins und 

Serins konnten die in Tabelle 6 aufgeführten Thioxopeptide unter Verwendung der in 

Abbildung 24 dargestellten Synthesestrategie hergestellt werden. Mit Hilfe der Atom-

Emissions-Spektroskopy, die freundlicherweise von Herrn Dr. T. Schumann vom 

Chemischen Institut der Martin-Luther-Universität Halle durchgeführt wurde, konnte 

gezeigt werden, dass die Thioxopeptide nach der Reinigung mittels präparativer HPLC 
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keinen erhöhten Zinkgehalt aufweisen. Dieser Nachweis ist erforderlich, da Zinkionen in 

der Lage sind, Komplexe mit Peptiden auszubilden (206-208). 
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Abbildung 23: Syntheseschema der Darstellung des Thioxoacylierungsbausteins Boc-

Ala-Ψ[CS-N]-NBt (Nα-tert.-Butyloxycarbonyl-thioxoalanyl-6-nitrobenzotriazolid) ent-
sprechend der von Shalaby et al. beschriebenen Synthesestrategie (182). Die Synthese 
des Zwischenprodukts Boc-Ala-ANA erfolgte mit Hilfe der „Mischanhydridmethode“ 
(MA: mixed anhydride).  

 
 
 
Tabelle 6 

          [M+H]
+ 

 

    

Thioxopeptid Ausbeute 
(%) 

berechnet gefunden 

    

    

H-Tyr-Pro-Ψ[CS-NH]-Phe-Pro-Gly-NH2 (I) 87 595,29 595,1
a 

H-Tyr-Ψ[CS-N]-Pro-Phe-Phe-NH2 (II) 74 588,28 588,5
a 

H-Gly-Gly-Ser-Leu-Ψ[CS-NH]-Tyr-Ser-Phe-Gly-Leu-NH2 (III) 71 915,45 915,5
a 

H-Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Ψ[CS-N]-Pro-Phe-Arg-OH (IV) 62 1076,56 1076,2
b 

H-Arg-Pro-Ψ[CS-N]-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg-OH (V) 68 1076,56 1076,1
b 

Ac-Pro-Pro-Pro-Pro-Pro-Pro-Ψ[CS-N]-Pro-Pro-Pro-Pro-Pro-NH2  72 1143,63 1143,7
a 

Die Thioxopeptide wurden mit Hilfe der in Abbildung 24 dargestellten Strategie synthetisiert, mittels 
präparativer HPLC gereinigt und mit Hilfe der ESI- (a) bzw. MALDI-ToF-Massenspektrometrie (b) 
charakterisiert. Die Peptide stellen thioxylierte Derivate des ß-Casomorphin-(1-5)-amids aus Rind (I), des 
Endomorphins-2 (II), eines Allatostatins (III) und des Bradykinins (IV, V) dar. 
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Abbildung 24: Syntheseschema für die Darstellung thioxylierter Oligo-
peptide unter Verwendung verschiedener Lewissäuren, die eine für die 
Thioxopeptidbindung besonders schonende Abspaltung der Schutz-
gruppen ermöglichen.  

 

Da bei der Synthese der Nα-Bpoc- geschützten Aminothioxocarbonsäure-6-nitrobenzo-

triazolide nur sehr unbefriedigende Ausbeuten erzielt werden konnten, wurde versucht, die 

Peptide IV und V der Tabelle 6 unter Verwendung der Fmoc-Strategie zu synthetisieren. 

Da aus der Literatur bekannt ist, dass die Thioxopeptidbindung unter den zur Fmoc-

Abspaltung verwendeten Bedingungen (Piperidin, DBU) nicht stabil ist (176, 178, 209), 

wurden für die Abspaltung der Fmoc- Schutzgruppe besonders schonende Bedingungen 

verwendet, die aus der Festphasensynthese von Peptidthioestern bekannt sind. Dabei 

erfolgt die Abspaltung der temporären Nα-Fmoc- Schutzgruppe mittels 0,7 % Piperidin/1 

% HOBT in DMF (v/w/v, 210). Beide Thioxopeptide konnten mit einer Ausbeute von 68 

bzw. 63 % erhalten werden. Die zur Abspaltung der Fmoc- Schutzgruppe und die finale 

Deblockierung verwendeten Bedingungen erlauben die Synthese von Thioxopeptiden ohne 

Epimerisierung (Abb. 25 A u. B). Die von Miwa et al. (73, 103, 211) beschriebene 

Synthesestrategie, bei der mit Hilfe der Fmoc- Strategie unter Verwendung von 20 %-igem 

Piperidin in DMF als Abspaltreagenz thioxylierte Oligopeptide erhalten wurden, führte 

nicht zum Erfolg. 

Da die Synthese der Nα-Fmoc- geschützten Aminothioxocarbonsäure-6-nitrobenzotria-

zolide, wie in Abschnitt 2. 8. 1. 2 näher beschrieben wird, im Gegensatz zu den Bpoc-
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geschützten Derivaten keine größeren Probleme bereitete, erfolgte die Synthese der 

thioxylierten S-Peptidderivate mit Hilfe der Fmoc-Strategie. Zu diesem Zweck mussten 

zunächst die entsprechenden Thioxoacylierungsbausteine synthetisiert werden. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 25: A) HPLC-Chromatogramm eines Gemisches der Peptide Phe-

Ψ[CS-NH]-Ser (L) und D-Phe-Ψ[CS-NH]-Ser (D). Die Zuordnung der 
Verbindungen zu den Peaks erfolgte mit Hilfe der HPLC- Analyse unter 
Verwendung der reinen Peptide und der Massenspektrometrie. B) D-Phe-Ψ[CS-
NH]-Ser nach zwölfmal einstündiger Inkubation des mit Boc-D-Phe-Ψ[CS-NH]-

Ser(tBu)- beladenen SASRIN®– Harzes mit 0,7 % Piperidin/1 % HOBT/DMF 
(v/w/v) und anschließender Abspaltung des Peptids vom polymeren Träger mittels 
2,2 M Zinkchlorid-Diethylether-Komplex in DCM. Die Identität des Peptids 
wurde mittels Massenspektrometrie nachgewiesen. Die Synthese der Peptide 
erfolgte unter Verwendung der Thioxoacylierungsbausteine Boc-Phe-Ψ[CS-N]-

NBt bzw. Boc-D-Phe-Ψ[CS-N]-NBt am Ser(tBu)- beladenen SASRIN®– Harz. 
Die Analysen wurden unter Verwendung eines HPLC- Systems von Pharmacia in 
Kombination mit einer HPLC- Säule von Merck (LiChroCART 250 × 4, 
LiChrospher 100, RP18) durchgeführt. Die Elution erfolgte isokratisch (17 % 
ACN, 0,1 % TFA) bei einer Flußrate von 1 ml/min. Die Detektion erfolgte bei 220 
nm.    

 

 

2. 8. 1. 2                 Synthese Nα-Fmoc- geschützter Aminothioxocarbonsäure-6- 

                                       nitrobenzotriazolide (Fmoc-Xaa-Ψ[CS-N]-NBt)  

 

Die Darstellung der für die Einführung der Thioxopeptidbindung benötigten Fmoc- 

geschützten Thioxoacylierungsbausteine erfolgte entsprechend der von Shalaby et al. (182) 

für die Synthese der Nα-Boc- geschützten Aminothioxocarbonsäure-6-nitrobenzotriazolide 

beschriebenen Synthesevorschrift. Die Synthese der N
α-Fmoc- geschützten Bausteine 

Fmoc-Xaa-Ψ[CS-N]-NBt, wobei Xaa den Aminosäureresten Lys(Boc), Glu(OtBu), 

Asp(OtBu), Thr(tBu), Ser(tBu), Ala, Phe und Norleucin entspricht, bereiteten keine 

Schwierigkeiten und erfolgten analog des in Abbildung 23 gezeigten Syntheseschemas. 

Die Zwischenprodukte Fmoc-Arg(Boc)2-Ψ[CS-NH]-ANA und Fmoc-His(Boc)-Ψ[CS-

NH]-ANA sind nach dieser Vorschrift nicht zugänglich. Im Falle des Argininderivats ist 
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die Bindungsknüpfung zwischen Fmoc-Arg(Boc)2-OH und dem 4-Nitro-1,2-phenylen-

diamin mittels Mischanhydridtechnik unmöglich. Auch andere Aktivierungsmethoden 

führten nicht zum Erfolg. Die Darstellung gelang jedoch mit Hilfe des Ornithins, da 

Ornithin leicht mittels N,N´-Bis-Boc-1-guanylpyrazol in Arginin überführt werden kann 

(212, 213). Die Synthese des Fmoc-Arg(Boc)2-Ψ[CS-N]-NBt ist in Abbildung 26 

dargestellt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 26: Syntheseschema für die Darstellung des Thioxoacylierungsbausteins 
Fmoc-Arg(Boc)2-Ψ[CS-N]-NBt 

 

Die Synthese des Fmoc-Arg(Boc)2-Ψ[CS-N]-NBt gelingt nur, wenn die Thioxylierung auf 

der Stufe des Fmoc-Arg(Boc)2-ANA erfolgt. Bei einer Thioxylierung auf der Stufe des 

Fmoc-Orn(Boc)-ANA führt der Versuch der Guanidinylierung des Fmoc-Orn-Ψ[CS-

NH]-ANA zum nucleophilen Angriff der δ-Aminogruppe des Thioxoornithins auf das 

Thiocarbonylkohlenstoffatom. Die Struktur des dabei gebildeten, in Abbildung 27 

dargestellten heterozyclischen Ringsystems, konnte mittels NMR-Spektroskopie und mit 

Hilfe der massenspektrometrischen Fragmentierung bestätigt werden. 
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Abbildung 27: Die für eine Guadininylierung des Fmoc-Orn-Ψ[CS-NH]-ANA benötigten 
basischen Bedingungen führen zum nucleophilen Angriff der δ-Aminogruppe des 
Thioxoornithins auf das Thiocarbonylkohlenstoffatom und Bildung eines heterozyclischen 
Ringsystems, welches sich vom 3, 4, 5, 6-Tetrahydropyridin ableitet. Die Struktur dieses 
Ringsystems wurde mittels NMR-Spektroskopie und massenspektrometrischer Frag-
mentierung bestätigt.  

 

Auch die Synthese der Verbindung Fmoc-His(Boc)-ANA bereitete zunächst Probleme, da 

mittels Mischanhydridtechnik keine Bindungsknüpfung zwischen dem Aminosäurederivat 

Fmoc-His(Boc)-OH und dem 4-Nitro-1,2-phenylendiamin zu erreichen war. Hier führte 

die Verwendung des Aktivierungsreagenzes Diphenylphosphinsäurechlorid zum Erfolg. 

Fmoc-His(Boc)-Ψ[CS-NH]-ANA konnte anschließend ohne Probleme zum 6-Nitrobenzo-

triazolid umgesetzt werden. Die gewünschten Produkte der einzelnen Schritte der Synthese 

der Thioxoacylierungsbausteine lassen sich sehr leicht anhand der Verschiebung der 

HPLC-Retentionszeiten (Tab. 15, Seite 131) und der charakteristischen UV-Spektren 

(Abb. 28) identifizieren, eine massenspektrometrische Analyse der Zwischenprodukte ist 

deshalb nicht nötig.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 28: UV-Spektren des Fmoc-Ala-OH (A), Fmoc-Ala-ANA (B), Fmoc-Ala-

Ψ[CS-NH]-ANA (C) und Fmoc-Ala-Ψ[CS-N]-NBt (D). Die Spektren wurden bei der 
HPLC-analytischen Reaktionskontrolle mit Hilfe eines Diodenarray-Detektors erhalten.  
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2. 8. 1. 3                             Synthese thioxylierter S-Peptid-Derivate 

 

Die Synthese des S-Peptids der RNase S (Lys-Glu-Thr-Ala-Ala-Ala-Lys-Phe-Glu-Arg-

Gln-His-Met-Asp-Ser-Ser-Thr-Ser-Ala-Ala) bereitet vor allem auf Grund des 

Methionins13 Probleme, da es während der finalen Abspaltung der Seitenkettenschutz-

gruppen sehr leicht oxidiert wird (214, 215). Die Oxidation des Schwefelatoms in der 

Seitenkette des Methionins durch NaNO2/Eisessig, das zur Synthese der für die 

Thioxoacylierung benötigten Thioxoaminosäure-6-nitrobenzotriazolide benötigt wird, führt 

zum Sulfon und ist irreversibel. Aus der Literatur ist jedoch bekannt, dass das Methionin13 

des S-Peptids der RNase S ohne größeren Einfluss auf die Struktur, Stabilität und Aktivität 

des Proteins gegen Norleucin ausgetauscht werden kann (42). Aus diesem Grund enthalten 

alle von mir synthetisierten S-Peptid-Derivate die Aminosäure Norleucin in der Position 

13. Dieser Aminosäureaustausch ist immer vorhanden und wird deswegen bei der 

Bezeichnung der von mir synthetisierten S-Peptidderivate nicht mehr extra benannt. Die 

Synthese der thioxylierten S-Peptide erfolgte mit Hilfe der automatisierten Festphasen-

peptidsynthese unter Verwendung des Sasrin®- Harzes. Die Abspaltung der temporären 

N
α-Fmoc- Schutzgruppe erfolgte beginnend mit der Position der thioxylierten Aminosäure 

mit Hilfe von 0,7 % Piperidin/1 % HOBT/DMF (v/w/v).  

Für die Thioxoamidsubstitution wurden nur die Aminosäuren 1 bis 15 des S-Peptids 

berücksichtigt, da nur diese Aminosäuren wichtig für die Ausbildung der RNase S sind 

(25). Die thioxylierten S-Peptid-Derivate konnten mit Ausbeuten von 5-11% (bezogen auf 

die Menge des eingesetzten polymeren Trägers) erhalten werden (Abb. 29).  

Abbildung 29: MALDI-ToF-Spektrum des [ThioxoAla6]-S-Peptids 
(berechnete Monoisotopenmasse [M+H+]= 2163,8). Eingefügtes Diagramm: 
HPLC-analytische Reinheitskontrolle. Die HPLC-Bedingungen werden in 
Tabelle 16 (Seite 133) beschrieben. 
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Auch die Verwendung der Oxazolidine (“Pseudoproline“) bzw. der N
α-Fmoc-Nα-2-

Hydoxy-4-methoxy-benzyl)- modifizierten Aminosäurederivate führte zu keiner Erhöhung 

der Ausbeute. Beide Formen von Aminosäurederivaten sind mit unserer neuen Synthese-

strategie kompatibel (Abb. 30) und werden bei der Festphasensynthese von Peptiden, die 

während der Synthese zur Aggregation neigen verwendet (216-220). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 30: Die Verwendung der Oxazolidine (“Pseudoproline“, A) bzw. der 
Nα-2-Hydroxy-4-methoxybenzyl- (HMB, B) Gruppe zur Unterdrückung der 
Aggregation der Peptidketten während der Synthese, ist mit unserer neuen 
Strategie kompatibel, führte jedoch zu keiner signifikanten Erhöhung der 
Ausbeute an thioxylierten S-Peptiden. 

 

Die Verwendung der von Miwa et al. (73, 103, 211) beschriebenen Synthese, bei der mit 

Hilfe der Fmoc-Strategie und abschließender finaler Deblockierung der Peptide mittels 

TFA/Scavanger-Gemischen thioxylierte Oligopeptide erhalten wurden, führte bei den 

thioxylierten S-Peptiden nicht zum Erfolg.  

Die analytische Reinheitskontrolle der thioxylierten S-Peptide erfolgte mittels HPLC, 

MALDI-ToF-Massenspektrometrie (Tab. 16, Seite 133) und der Sequenzanalyse 

(Nachweis der exakten Sequenz und der angegebenen Position der Thioxopeptidbindung 

im S-Peptid). Auf Grund der Säureempfindlichkeit der Thioxopeptidbindung, kann mit 

Hilfe des Edman- Abbaus nicht nur die Sequenz sondern auch die Position der 

Thioxoamidsubstitution innerhalb des thioxylierten S-Peptids bestätigt werden. Dabei führt 

die nach Reaktion der N-terminalen Aminogruppe mit Phenylisothiozyanat zur Abspaltung 

und zum Nachweis der ersten Aminosäure des Peptids notwendige Einwirkung von TFA 

auch zu einer Spaltung der Peptidbindung, die in Richtung des C-Terminus unmittelbar auf 

die Thioxopeptidbindung folgt. Mit Beginn des nachfolgenden Sequenzierschritts führt das 

Vorhandensein von nun zwei freien N- Termini zum Nachweis von zwei verschiedenen 

Aminosäuren. Die Ergebnisse der Sequenzierung ermöglichen eine genaue Bestimmung 

der Position der Thioxoamidsubstitution im S-Peptid (Abb. 31). 
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Abbildung 31: Bestimmung der Position der Thioxoamidsubstitution in einem 
thioxylierten S-Peptid. Die nach der Reaktion des freien N-Terminus mit 
Phenylisothiozyanat zur Abspaltung und zum Nachweis der ersten Aminosäure des 
Peptids notwendige Einwirkung von TFA führt unter Bildung eines 4H-Thiazol-5-ons 
zum Bruch der Peptidkette. Die dabei entstehenden Peptidfragmente werden in den 
nachfolgenden Sequenzierschritten parallel analysiert. Die Ergebnisse ermöglichen 
anschließend eine Bestimmung der Position der Thioxoamidsubstitution. 

 

Die Sequenzierung und Bestimmung der Position der Thioxoamidsubstitution ist bei allen 

thioxylierten S-Peptiden mit Ausnahme des [ThioxoLys1]-S-Peptids ohne Probleme 

möglich. Das [ThioxoLys1]-S-Peptid sowie das Produkt der Reaktion mit Phenylisothio-

zyanat zeigen eine erhöhte Stabilität gegenüber TFA, so dass während der Zeit der 

Einwirkung der TFA im Proteinsequenzer keine Spaltung erfolgt. Die erhöhte Stabilität des 

[ThioxoLys1]-S-Peptids ist vom Vorhandensein der positiven Ladung der N-terminalen 

Aminogruppe abhängig. Durch eine Acetylierung des N-Terminus wird die erhöhte 

Stabilität des [ThioxoLys1]-S-Peptids gegenüber TFA aufgehoben. Die Reaktion der N-

terminalen Aminogruppe des Lysins1 mit Formaldehyd führt zur Bildung eines 

Azomethins. Hier bleibt jedoch die erhöhte Stabilität des S-Peptidderivats gegenüber TFA 

erhalten, da die Azomethingruppe bei niedrigem pH-Wert protoniert und somit positiv 
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geladen vorliegt. Die erhöhte Stabilität der N-terminalen Thioxopeptidbindung gegenüber 

TFA scheint ein generelles Phänomen zu sein, da sie, wie anhand verschiedener 

Thioxopeptide gezeigt wurde, nicht an das Vorhandensein der Aminosäure Lysin in 

Position 1 gebunden ist. 
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2. 8. 2          Charakterisierung der S-Peptid/S-Protein-Interaktion in thioxylierten  

                       Derivaten der RNase S mittels isothermer Titrationskalorimetrie 

 

Die Bindung verschiedener thioxylierter S-Peptide an das S-Protein wurde mit Hilfe der 

isothermer Titrationskalorimetrie (ITC) charakterisiert. Abbildung 32 zeigt als Beispiel 

eine Kurve, die bei Titration des S-Proteins mit dem [ThioxoAla4]-S-Peptid erhalten 

wurde. 

Abbildung 32: Bestimmung der thermodynamischen Parameter (∆G, ∆H, ∆S) 
der Bindung des [ThioxoAla4]-S-Peptids an das S-Protein mittels isothermer 
Titrationskalorimetrie (Titrationskurve: A). Die Auswertung erfolgte nach 
einem Einseitenbindungsmodell mit Hilfe des Programms ORIGIN von 
MicroCal (B). 

 
Die Bindung des [ThioxoPhe8]- bzw. des [ThioxoHis12]-S-Peptids an das S-Protein kann 

nicht mittels ITC analysiert werden, da ihre Affinität zum S-Protein zu gering ist. Um die 

Assoziationskonstanten näherungsweise bestimmen zu können, erfolgte die Titration des 

S-Proteins mit dem [ThioxoPhe8]- bzw. [ThioxoHis12]-S-Peptid mit Hilfe enzymkine-

tischer Messungen in Analogie zur Abbildung 33.  

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 33: Titration des S-Proteins mit dem [ThioxoAla4]-S-Peptid 
Die Titration erfolgte mit Hilfe enzymkinetischer Messungen. Die 
Konzentration des S-Proteins betrug 2 µM. Die Messungen erfolgten 
unter Verwendung des Substrates 2`,3`-cCMP (0,2 mM) in 50 mM 
Natriumacetatpuffer (pH 6; 0,1 M NaCl) bei 25 °C. 

 

Die mit Hilfe dieser Titrationskurven bestimmten Assoziationskonstanten sind in Tabelle 7 

zusammengefasst.  
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Tabelle 7: Bestimmung der Assoziationskonstanten KAss der Rekombination des S-
Proteins mit verschiedenen S-Peptid-Derivaten 

S-Peptid KAss (M
-1

) ∆G (kJ/mol) 

ThioxoPhe8 (6,1±0,8)×103 -21,6±2,8 

ThioxoHis12 (2,04±0,4)×103 -18,9±3,7 

[ThioxoAla4]-S-Peptid (1,62±0,16)×106 -35,4±3,5 

Die Titration des S-Proteins mit dem entsprechenden S-Peptid-Derivat wurde analog 
Abbildung 33 durchgeführt. Die Bestimmung der Assoziationskonstanten KAss erfolgte 
mittels nichtlinearer Regression aus den erhaltenen Titrationskurven. Die angegebenen 
Fehler sind das Ergebnis der Regressionsananlyse der Messdaten der Titrationskurve. 
Es wurde jeweils eine Titrationskurve bestimmt. ∆G wurde mit Hilfe der Gleichung 
∆G=-RT*lnKAss berechnet.  

 

Die Ergebnisse der kalorimetrischen Messungen sind in den Tabellen 8 und 9 bzw. in den 

Abbildungen 34 A-C zusammengefasst.  

 
Tabelle 8: Kalorimetrische Bestimmung der thermodynamischen Parameter der S-Peptid/S-Protein-Rekom-
bination bei Ausbildung verschiedener Derivate der RNase S  

S-Peptid N KAss (M
-1

) ∆G (kJ/mol) ∆H (kJ/mol) T∆S (kJ/mol) 

ThioxoLys1 1,004 (1,3±0,06)×106 -34,9±1,6 -134,4±0,6 -99,5±5,0 

ThioxoGlu2 1,007 (1,1±0,03)×106 -34,5±0.9 -134,1±0,4 -99,6±2,9 

ThioxoThr3 1,008 (6,1±0,1)×104 -27,3±0,44 -95,0±0,6 -67,7±1,5 

ThioxoAla4 1,002 (1,4±0,04)×106 -35,1±1,0 -135,8±0,4 -100,7±3,2 

ThioxoAla5 1,003 (6,2±0,15)×105 -33,1±0,8 -127,8±0,4 -94,7±2,6 

ThioxoAla6 1,002 (1,5±0,26)×105 -29,6±0,5 -120,1±0,4 -90,5±1,8 

ThioxoLys7 1,01 (1,3±0,04)×104 -23,5±0,7 -68,8±0,7 -45,3±1,8 

ThioxoPhe8 (2) / (6,1±0,8)×103 -21,6±2,8 / / 

ThioxoGlu9 1,009 (4,0±0,5)×104 -26,3±0,34 -109,9±0,3 -83,6±1,3 

ThioxoArg10 1,001 (6,5±0,08)×104 -27,5±0,3 -104,7±0,2 -77,2±1,0 

ThioxoHis12 (2) / (2,04±0.4)×103 -18,9±3,7 / / 

ThioxoNle13 1,005 (7,5±0,08)×104 -27,8±0,3 -124,4±0,3 -96,6±1,3 

ThioxoAsp14 1,005 (1,2±0,05)×105 -29,0±1,2 -144,5±1,5 -115,5±6,0 

ThioxoSer15 1,002 (2,9±0,07)×105 -31,2±0,7 -143,0±0,5 -111,8±2,9 

Oxo-S-Peptid(1) 1,001 (1,0±0,04)×106 -34,3±1,4 -132,4±0,5 -98,1±4,4 

Die Abkürzung Ass bedeutet Assoziation. Die Konstanten in der Tabelle sind daher Assoziatiations-
konstanten. Die Messungen erfolgten in 50 mM Natriumacetatpuffer (pH 6; 0,1 M NaCl) bei 25 °C. Der 
Parameter N ist der ermittelte stöchiometrische Faktor der S-Peptid/S-Protein-Rekombination. (1) Das Oxo-S-
Peptid entspricht dem synthetisierten nichtthioxylierten S-Peptid. (2) ∆G der Assoziationsreaktion entspricht 
dem Wert der Tabelle 7.  
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Tabelle 9: Differenz der thermodynamischen Parameter der S-Peptid/S-Protein-Rekombination 
S-Peptid ∆∆G (kJ/mol) ∆∆H (kJ/mol) T∆∆S (kJ/mol) 

ThioxoLys1 -0,6±0,05 -2,0±0,02 -1,4±0,13 

ThioxoGlu2 -0,2±0,01 -1,7±0,01 -1,5±0,11 

ThioxoThr3 7,0±0,40 37,4±0,40 30,4±2,1 

ThioxoAla4 -0,8±0,06 -3,4±0,02 -2,6±0,2 

ThioxoAla5 1,2±0,08 4,6±0,03 3,4±0,3 

ThioxoAla6 4,7±0,3 12,3±0,1 7,6±0,5 

ThioxoLys7 10,8±0,8 63,6±0,9 52,8±4,5 

ThioxoPhe8 12,7±2,2 / / 

ThioxoGlu9 8,0±0,4 22,5±0,2 14,5±0,9 

ThioxoArg10 6,8±0,4 27,7±0,2 20,9±1,2 

ThioxoHis12 15,4±3,6 / / 

ThioxoNle13 6,5±0,3 8,0±0,1 1,5±0,1 

ThioxoAsp14 5,3±0,4 -12,1±0,1 -17,4±1,7 

ThioxoSer15 3,1±0,2 -10,6±0,1 -13,7±1.0 

Die Differenz der thermodynamischen Parameter errechnet, sich unter Verwendung der Daten 
der Tabelle 8, nach folgender Formel: ∆∆J=∆JThioxopeptid - ∆JOxo-S-Peptid.  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Abbildung 34 A-C: Differenz ∆∆J=∆JThioxopeptid - ∆JOxopeptid der thermodynamischen Konstanten 
∆G, ∆H und T∆S (Tab. 8) der S-Peptid/S-Protein-Rekombination in Abhängigkeit von der 
Thioxylierungsposition im S-Peptid. Die Sequenz des Oxo-S-Peptids lautet: Lys1-Glu2-Thr3-Ala4-
Ala5-Ala6-Lys7-Phe8-Glu9-Arg10-Gln11-His12-Nle13-Asp14-Ser15-Ser16-Thr17-Ser18-Ala19-Ala20. 
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2. 8. 3           Enzymkinetische Charakterisierung thioxylierter 

                                          Derivate der RNase S 

 

Die RNase A aus Rinderpankreas (EC. 3.1.27.5) gehört zur Gruppe der Endonukleasen und 

katalysiert die Spaltung einzelsträngiger Ribonukleinsäuren (RNA). In Abbildung 35 ist 

der Mechanismus der Ribonuklease A- katalysierten Hydrolyse des Substrats CpA 

(Cytidyl(3`-5`)Adenosin) dargestellt. Die Spaltung des Substrats erfolgt in zwei Schritten. 

Im ersten Schritt (Transphosphorylierung) wird zunächst ein zyklisches 2´,3´-Cytidin-

monophosphat (2´,3´-cCMP) gebildet, dass im zweiten Schritt zum 3`-Cytidinmono-

phosphat (3´-CMP) umgesetzt wird (221).  

 
 

Abbildung 35: Mechanismus der RNase A- katalysierten Hydrolyse des 
Substrats CpA. Die Reaktion erfolgt in zwei Schritten. Im ersten Schritt (A) 
erfolgt zunächst die Bildung eines zyklischen 2´,3´-Cytidinmonophosphats, 
dass im zweiten Schritt (B) zum  3`-Cytidinmonophosphat hydrolysiert wird. 

 
In der Transphosphorylierungsreaktion (Abb. 35 A) unterstützt das Histidin12 als Base den 

nukleophilen Angriff der 2`-Hydroxylgruppe der Ribose auf die Phosphordiestergruppe 

(222, 223). Gleichzeitig wird diese Reaktion durch die Aminosäure Histidin119, die als 

Säure agiert, gefördert (222-224). In der sich anschließenden Hydrolysereaktion (Abb. 35 

B), die den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Reaktion darstellt, fungiert die 

Aminosäure Histidin12 als Säure und die Aminosäure Histidin119 als Base (225, 226). 

Entsprechend der Nomenklatur für die RNase A bezeichnet man die Bindungsstelle für die 

Phosphodiestergruppe im Bereich der Spaltstelle mit P1. Die Bindungsstellen für die 

Ribose und die Nukleobase an der Spaltstelle werden mit R1 bzw. B1 und im Bereich 
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benachbarter Nukleotide analog, jedoch mit einer der Position entsprechenden Nummer 

bezeichnet (Abb. 36). 

 

Abbildung 36: Bindung einer RNA durch Ribonuklease A. Die Abkürzungen B und P 
kennzeichnen die Bindungsstellen für die Nukleobase bzw. die Phosphodiestergruppe. 
Die Phosphodiesterbindung, deren Hydrolyse durch das Enzym katalysiert wird, 
befindet sich in der P1- Bindungsstelle. Ribonuklease A bevorzugt Pyrimidin- in der 
B1- und Purinnukleobasen in der B2- Position. 

 

Ribonuklease A spaltet bevorzugt hinter Pyrimidinnukleotiden. Sie hat daher eine 

Präferenz für die Nukleobasen Cytosin oder Uracil in der B1- Position. In der B2- und der 

B3- Position bevorzugt RNase A Purinbasen (Adenin oder Guanin) (227).  

Für die enzymkinetische Charakterisierung der thioxylierten Derivate der RNase S wurde 

der von Crook et al. entwickelte Standarttest verwendet, bei dem die enzymkatalysierte 

Hydrolyse des zyklischen Cytidin-2`,3`-monophosphats (2`,3`-cCMP) zum Cytidin-3`-

monophosphat (3`-CMP) spektrophotometrisch analysiert wird (228). Um die enzym-

kinetischen Konstanten der RNase S- katalysierten Substrathydrolyse ermitteln zu können, 

ist die genaue Kenntnis der Konzentration des aktiven Enzyms im Reaktionsansatz 

erforderlich. Da ein S-Protein-Molekül bei Rekombination mit dem S-Peptid ein Molekül 

der aktiven RNase S ergibt, wurden die kinetischen Messungen bei einer S-Peptid- 

Konzentration durchgeführt, bei der das S-Protein möglichst vollständig in Form der 

RNase S vorliegt. Für die Hydrolyse des Substrats 2`,3`-cCMP durch RNase S gilt 

folgendes kinetisches Modell (229-230): 
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Da das Cytidin-3´-monophosphat (3´-CMP), dass bei der enzymkatalysierten Hydrolyse 

des 2´,3´-cCMP entsteht, ein kompetitiver Inhibitor der RNase S ist (231, 232), erfolgte die 

enzymkinetische Charakterisierung der thioxylierten Derivate der RNase S durch drei 

Konstanten: 

Km:    Michaelis- Menten- Konstante für das Substrat: (k-1 + k+2)/k+1 

Kp:    Dissoziationskonstante des Enzym/3`-CMP-Komplexes : k+3/k-3  

k+2:   Geschwindigkeitskonstante der enzymkatalysierten Reaktion 

 

Da gilt, k+1, k-1, k+3, k-3 >> k+2, stellt die Hydrolyse des Substrats im ES-Komplex den 

geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Reaktion dar und Km und Kp entsprechen den 

Dissoziationskonstanten des Enzym/Substrat- bzw. Enzym/Produkt-Komplexes.  

Die Bestimmung der kinetischen Konstanten wurde nach Wang et al. (233) mit Hilfe der 

Progresskurven der enzymkatalysierten Reaktion durchgeführt. (Abb. 37).  

 

 
Abbildung 37: Produkt/Zeit- Kurven der RNase S- katalysierten Hydrolyse 
des Substrats 2´,3´- cCMP 
Die Messungen wurden bei 25 °C in 0,1 M MES- Puffer (pH 6, 0,1 M NaCl) 
bei verschiedenen Substratkonzentrationen durchgeführt. Die RNase S wurde 
durch Rekombination des S-Proteins mit dem nichtthioxylierten S-Peptid 
(Oxo-S-Peptid) erhalten. 
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Die Auswertung erfolgte unter Verwendung der integrierten und speziell für enzym-

katalysierte Reaktionen mit Produktinhibierung gültigen Form der Michaelis- Menten- 

Gleichung (Gleichung 1 und 2).  

 

Michaelis- Menten- Gleichung unter Berücksichtigung einer Produktinhibierung: 
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integrierte und linearisierte Form: 
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Diese Beziehung lässt sich entsprechend Gleichung 3 vereinfachen: 
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Mittels nichtlinearer Regressionsanalyse lassen sich α und ß aus den Progresskurven der 

enzymkatalysierten Substrathydrolyse berechnen. Mit ß und durch Sekundärauftragung 

von α als Funktion der Substratkonzentration ist es möglich, die kinetischen Konstanten 

Km, KP und Vmax mit Hilfe der Gleichungen 4 und 5 zu ermitteln. 
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Die Sekundärauftragung von α als Funktion der Substratkonzentration ergibt eine Gerade 

(Abb. 38), die durch folgende Parameter gekennzeichnet ist: 

Anstieg der Geraden:                      
p

m

KV

K

∗
=

max

tanα                                      (Gleichung 6) 

 

Ordinatenschnittpunkt:                        ( )
max

0
V

K
m=α                                           (Gleichung 7) 
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Abbildung 38: Sekundärauftragung zur Bestimmung 
der enzymkinetischen Konstanten Km, Kp und Vmax 
der RNase S- katalysierten Hydrolyse des Substrats 
2´,3´-cCMP  

 

Die Geschwindigkeitskonstante k+2 ergibt sich aus der Beziehung: 
 

                                                  Vmax= k+2* [RNase S]                                      (Gleichung 8) 

 

Die Ergebnisse der enzymkinetischen Messungen sind in den Abbildungen 39 A-D bzw. 

Tabelle 10 zusammengefasst.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 39: Enzymkinetische Konstanten der RNase S katalysierten Hydrolyse des Substrats 2´,3´-cCMP 
in Abhängigkeit von der Thioxylierungsposition im S-Peptid 
Die enzymkinetischen Konstanten, die für das nichtthioxylierte S-Peptid gefunden wurden, sind ebenfalls 
dargestellt (K= Kontrollpeptid). Die kinetischen Konstanten entsprechen den Werten der Tabelle 10. Die 
Sequenz des Oxo-S-Peptids lautet: Lys1-Glu2-Thr3-Ala4-Ala5-Ala6-Lys7-Phe8-Glu9-Arg10-Gln11-His12-Nle13-
Asp14-Ser15-Ser16-Thr17-Ser18-Ala19-Ala20. 
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Tabelle 10: Enzymkinetische Parameter der RNase S katalysierten Hydrolyse des zyklischen 
Cytidin-2`,3`-monophosphats in Abhängigkeit von der Thioxylierungsposition im S-Peptid  

 

S-Peptid 
(1)

 

 

 

 

Sättigung des 

S-Proteins (%) 
(2)

 

 

Km (mM) 

 

Kp (µM) 

 

k+2 (s
-1

) 

 

k+2/Km (M
-1

*s
-1

) 

      
ThioxoLys1 

(100 µM) 
99,2 0,7±0,02 74±0,9 3,2±0,1 4571±273 

ThioxoGlu2 
(100 µM) 

99,0 0,6±0,02 73±0,9 3,6±0,2 6000±533 

ThioxoThr3 
(1,5 mM) 

99,0 1,1±0,05 97±1,6 3,9±0,2 3545±342 

ThioxoAla4 
(100 µM) 

99,3 0,6±0,02 75±1,1 3,6±0,2 6000±533 

ThioxoAla5 
(200 µM) 

99,2 0,6±0,02 65±0,5 3,4±0,13 5667±406 

ThioxoAla6 
(600 µM) 

98,9 0,7±0,03 83±1,2 2,5±0,13 3571±339 

ThioxoLys7 
(3,1 mM) 

98 3,8±0,13 179±1,8 4,3±0,16 1332±95 

ThioxoPhe8 
(5 mM) 

97 0,32±0,03 34±0,3 1,6±0,05 5000±625 

ThioxoGlu9 
(1,8 mM) 

98,7 0,5±0,02 60±1,0 3,6±0,2 7200±688 

ThioxoArg10 
(1,5 mM) 

99,0 1,1±0,05 69±1,1 2,7±0,14 2455±239 

ThioxoHis12 
(8 mM) 

94,0 4,3±0,16 192±2,3 0,9±0,04 209±17 

ThioxoNle13 
(1,4 mM) 

99,0 0,28±0,03 28±0,3 1,1±0,05 3928±600 

ThioxoAsp14 
(600 µM) 

98,6 0,4±0,01 53±0,5 3,0±0,13 7500±513 

ThioxoSer15 
(600 µM) 

99,4 0,6±0,03 68±0,8 3,7±0,17 6167±592 

Oxo-S-Peptid (3) 
(200 µM) 

99,5 0,6±0,02 75±0,6 3,9±0,13 6500±433 

Alle Messungen wurden bei 25 °C in 0,1 M MES-Puffer (0,1 M NaCl, pH 6) unter Verwendung 
des Substrats 2´,3´-cCMP durchgeführt. 1) Angegeben ist die Konzentration des S-Peptids im 
Messansatz. 2) Die Berechnung der Sättigung des S-Proteins mit dem S-Peptidderivat erfolgte mit 
Hilfe der Assoziationskonstanten KASS der Tabelle 8. 3) Das Oxo-S-Peptid entspricht dem 
synthetisierten nichtthioxylierten S-Peptid. 

 

Die für das nichtthioxylierte S-Peptid (Oxopeptid) erhaltenen Ergebnisse der enzym-

kinetischen Messungen stimmen sehr gut mit den aus der Literatur bekannten Werten 

überein (233).  
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2. 8. 4                                           Diskussion der Ergebnisse 
 

Die Diskussion der Ergebnisse der enzymkinetischen und ITC-Messungen erfolgt mit Hilfe 

der Röntgenkristallstrukturen des RNase S/3`-CMP-Komplexes bzw. der [Nle13]-RNase S. 

Die Röntgenkristallstrukturen findet man in der PDB Protein Daten Bank 

(www.rcsb.org/pdb/) unter den ID-Nummern 1RPF (234) bzw. 2RLN (42). Für die 

Berechnung der Rückgrattorsionswinkel φ und ψ der Aminosäuren 1 bis 15 der RNase S 

(Tabelle 11) wurde das Programm ’’Swiss PDB Viewer’’ (unter www.expasy.ch/spdbv/ 

erhältlich) verwendet. 

 

Tabelle 11: Rückgrattorsionswinkel der Aminosäuren 1 bis 15 
des S-Peptids der RNase S   

Aminosäure im S-Peptid φ (Grad) ψ (Grad) 

Lys
1
 / / 

Glu
2
 -92 125 

Thr
3
 -77 167 

Ala
4
 -65 -35 

Ala
5
 -69 -44 

Ala
6
 -61 -44 

Lys
7
 -61 -42 

Phe
8
 -58 -45 

Glu
9
 -63 -51 

Arg
10

 -60 -40 

Gln
11

 -82 -29 

His
12

 -122 -13 

Nle
13 (1)

 -99 128 

Asp
14

 -140 76 

Ser
15

 -125 -145 

Die Aminosäuren 16 bis 20 des S-Peptids der RNase S sind in der 
Röntgenkristallstruktur nicht sichtbar, da ihre Flexibilität zu groß 
ist. Die Winkel φ und ψ wurden mit Hilfe der 
Röntgenkristallstruktur der [Nle13]-RNase S und des Programms 
“Swiss PDB Viewer“ berechnet. 1) Die Abkürzung Nle bedeutet 
Norleucin.  

 

[ThioxoLys1]- und [ThioxoGlu2]-RNase S 

Aus der Röntgenkristallstruktur der RNase S wird ersichtlich, dass sich die Aminosäuren 

Lys1 und Glu2 an der Proteinoberfläche befinden und keine Wasserstoffbrückenbindungen 
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mit anderen Aminosäuren des S-Peptids oder des S-Proteins ausbilden. Die Salzbrücke 

zwischen den Seitenketten der Aminosäuren Glu2 und Arg10 bewirkt eine zusätzliche 

Stabilisierung der α-Helix des S-Peptids und damit auch der RNase S (235). Eine 

Thioxylierung der Aminosäuren Lys1 oder Glu2 des S-Peptids der RNase S führt zu keinen 

wesentlichen Änderungen der enzymkinetischenen Konstanten (Tab. 10) oder der 

Stabilität der RNase S (Tab. 8, 9; Abb. 34 A-C). Die Rückgrattorsionswinkel φ und ψ der 

Aminosäure Glu2 des S-Peptids der RNase S (Tab. 11) befinden sich in einem für die 

Thioxoamidsubstitution günstigen Bereich (Abb. 9). Die Thioxylierung des Lys1 oder Glu2 

induziert offensichtlich keine Strukturänderungen, die einen Einfluss auf die Substrat-

bindung, die Katalyse oder die Proteinstabilität haben könnten.  

 

 

[ThioxoThr3]-RNase S 

Die Thioxylierung der Aminosäure Thr3 bewirkt eine leichte Erhöhung der enzym-

kinetischen Konstanten Km und KP (Tab. 10) sowie eine Abnahme der Stabilität der RNase 

S (Tab. 8, 9; Abb. 34 A-C). Die Assoziationskonstante KAss wird um den Faktor 16 

geringer. Die Aminosäure Thr3 bildet den N-Terminus der α-Helix des S-Peptids (39). Das 

Carbonylsauerstoffatom des Thr3 der RNase S ist Akzeptor einer Wasserstoffbrücken-

bindung dieser α-Helix, deren Donor die α-NH-Gruppe des Lys7 ist (Abb. 6). Struktur-

veränderungen im S-Peptid, die möglicherweise von einer Störung der Ausbildung oder 

Abschwächung dieser Wasserstoffbrückenbindung begleitet werden, könnten die beobach-

tete Abnahme der Assoziationskonstante KAss und die Änderung der enzymkinetischen 

Konstanten bewirken. Diese Strukturänderungen sind möglicherweise die Folge von 

sterischen Spannungen, die sich aus der größeren Länge der Thiocarbonylbindung und dem 

größeren Van-der-Waals Radius des Schwefelatoms ergeben. Die Kombination der Winkel 

φ und ψ (-77°, 167°), die für die Aminosäure Thr3 mit Hilfe der Röntgenkristallstruktur 

berechnet wurde (Tab. 11), liegt in einem für die Thioxoamidsubstitution energetisch 

ungünstigeren Bereich. Wie der Abbildung 9 zu entnehmen ist, führten quantenmech-

anische Berechnungen des Energiegehalts der Verbindung Ac-Ala-Ψ[CS-NH]-CH3 zu 

einem höheren Energiegehalt bei ψ- Winkeln in der Nähe von +180° (Überlappung des 

Schwefelatoms mit der α-NH-Gruppe des Thioxoalanins). Entsprechend den Energie-

konturlinien des Ramachandran-Diagramms der Verbindung Ac-Ala-Ψ[CS-NH]- CH3 

berechnet sich für die Winkelkombination des Thr3 der RNase S ein Energiegehalt, der um 

ca. 1-2 kcal/mol (4-8 kJ/mol) höher liegt als der Energiegehalt des angrenzenden lokalen 
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Minimums. In diesen Bereich fällt auch der ∆∆G- Wert bei Thioxylierung des Thr3 der 

RNase S (Tab. 9). 

 

[ThioxoAla4]-RNase S 

Die Aminosäure Ala4 ist Bestandteil der α-Helix des S-Peptids der RNase S und befindet 

sich an der Proteinoberfläche, in einem Bereich geringer Packungsdichte von Atomen. Die 

Winkel φ und ψ, die mit Hilfe der Röntgenkristallstruktur für die Aminosäuren Ala4 und 

Ala5 ermittelt wurden, befinden sich in einem für die Thioxylierung des Ala4 günstigen 

Bereich (Tab. 11, Abb. 9). Eine Thioxylierung des Ala4 bewirkt keine bemerkenswerten 

Änderungen der enzymkinetischen Konstanten (Tab. 10). Ein Vergleich der ∆G-Werte 

zeigt, dass die Thioxylierung des Ala4 des S-Peptids zu einer Erhöhung der Stabilität der 

RNase S um 0,8 kJ/mol führt (Tab. 8, 9, Abb. 34 A-C). Diese Ergebnisse stimmen mit den 

Ergebnissen von Miwa et al. (73) überein, die zeigen konnten, dass im Gegensatz zu den 

theoretischen Berechnungen die Einführung der Thioxopeptidbindung in zentrale Bereiche 

einer α-Helix sogar eine Erhöhung der Helixstabilität verursachen kann. Das von ihnen 

verwendete Thioxopeptid bildet in wässriger Lösung eine α-Helix aus, bei der die Thioxo-

peptidbindung sowohl Donor (NH-Gruppe) als auch Akzeptor (Schwefelatom) einer ent-

sprechenden Wasserstoffbrückenbindung ist. Im Fall der [ThioxoAla4]-RNase S ist die 

Thioxopeptidbindung (Schwefelatom) jedoch lediglich der Akzeptor einer Wasserstoff-

brückenbindung, deren Donor die α-NH-Gruppe des Phe8 ist (Abb. 6). Damit existiert mit 

der [ThioxoAla4]-RNase S das erste Beispiel in dem gezeigt wird, dass entgegen den 

theoretischen Berechnungen die α-Helix eines Peptids durch Thioxylierung einer Peptid-

bindung, die lediglich als Akzeptor im Netzwerkwerk der Wasserstoffbrückenbindungen 

einer α-Helix agiert, gesteigert werden kann. 

 

[ThioxoAla5]-RNase S 

Die Thioxylierung des Ala5 der RNase S bewirkt keine nennenswerten Änderungen der 

enzymkinetischen Konstanten (Tab. 10). Sie führt jedoch zu einer geringfügigen 

Destabilisierung der RNase S um 1,2 kJ/mol. Dabei wird der ungünstigere Wert, der für 

∆H bestimmt wurde (∆∆H= 4,6 kJ/mol), durch eine etwas günstigere Enthropieänderung 

(T∆∆S= 3,4 kJ/mol) teilweise kompensiert (Tab. 8, 9; Abb. 34 A-C). Die Aminosäure 

Ala5 ist nicht nur Akzeptor einer Wasserstoffbrückenbindung im S-Peptid der RNase S 

(Donor: α-NH-Gruppe des Glu9), sondern stabilisiert die RNase S auch als Akzeptor einer 

Wasserstoffbrückenbindung mit dem Pro117 des S-Proteins (39). Diese Wasserstoff-
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brückenbindung wird über ein Wassermolekül vermittelt. Möglicherweise wird die 

Stabilität dieser Wasserstoffbrückenbindungen infolge der Thioxoamidsubstitution ver-

ringert. Das Carbonylsauerstoffatom des Ala5 der RNase S befindet sich einem Bereich 

höherer Packungsdichte von Atomen. Der Abstand des Carbonylsauerstoffatoms des Ala5 

zum Cβ-Wasserstoffatom und zum Cß-Kohlenstoffatom des Phe8 (diese Aminosäure ist für 

die Stabilität der RNase S von entscheidender Bedeutung) beträgt in der Röntgenkristall-

struktur (2RLN) nur 2,63Å bzw. 3,49 Å. Addiert man die Van-der-Waals Radien eines 

Wasserstoff-(1,2Å) bzw. Kohlenstoffatoms (2,0Å) mit dem eines Schwefelatoms (1,85Å), 

so ergibt sich ein Wert von 3,05Å bzw. 3,85Å. Die Abstände liegen somit unterhalb der 

Summe der Van-der-Waals Radien. Damit verbundene Abstoßungskräfte verringern die 

Bindungsenergie zwischen S-Peptid und S-Protein und könnten somit ebenfalls die 

beobachtete Abnahme der Stabilität der RNase S bewirken. Die Winkel φ und ψ, die für 

das Ala5 und Ala6 berechnet wurden, liegen in einem für die Thioxylierung des Ala5 

günstigen Bereich (Tab. 11, Abb. 9). 

 

[ThioxoAla6]-RNase S 

Bei einer Thioxylierung des Ala6 der RNase S verringert sich die enzymkinetische 

Konstante k+2 um ca. 36 %, während die Konstanten Km und Kp nahezu unverändert 

bleiben (Tab. 10). Die Assoziationskonstante KAss für die Bildung der RNase S verringert 

sich um den Faktor 7 (Tab. 8). Eine Thioxylierung des Ala6 bewirkt eine Abnahme des 

Betrags von ∆H
 um 12,3 kJ/mol, die durch die günstigere Entropieänderung (T∆∆S= 7,6 

kJ/mol) teilweise kompensiert wird. Der Betrag von ∆G verringert sich damit um 4,7 

kJ/mol (Tab. 8, 9; Abb. 34 A-C). Das Carbonylsauerstoffatom des Ala6 ist Akzeptor einer 

Wasserstoffbrückenbindung in der α-Helix des S-Peptids der RNase S, deren Donor die α-

NH-Gruppe des Arginins10 ist (Abb. 6). Die Verringerung der Stabilität dieser Wasser-

stoffbrückenbindung infolge der Thioxoamidsubstitution könnte die beobachtete Destabili-

sierung der RNase S erklären. Des weitern ist es möglich, dass die Überlappung der Van-

der-Waals Radien des Schwefelatoms und benachbarter Atome eine weitere Abnahme der 

Stabilität des Komplexes verursachen. Die Abstände zwischen dem Carbonylsauerstoff-

atom des Ala6 und dem Cß-Wasserstoff- bzw. Cß-Kohlenstoffatom des Glu9 betragen nur 

2,64 Å bzw. 3,48 Å. Sie liegen damit deutlich unterhalb der Summe der Van-der-Waals 

Radien eines Wasserstoff- und Schwefel- (3,05 Å) bzw. Kohlenstoff- und Schwefelatoms 

(3,85 Å). Die Winkel φ und ψ des Ala6 bzw. Lys7 befinden sich in einem für die 

Thioxylierung des Ala6 günstigen Bereich (Tab. 11, Abb. 9). 



 61 

[ThioxoLys7]-RNase S  

Wie der Tabelle 10 zu entnehmen ist, führt die Thioxylierung der Aminosäure Lys7 zu 

einer Vergrößerung der Konstanten Km und Kp um den Faktor 6 bzw. 3. Die Geschwindig-

keitskonstante k+2 wird durch die Thioxylierung des Lys7 kaum beeinflusst. Dies bedeutet, 

dass die räumliche Lage der Seitenkette des Lys7 kaum verändert wird, denn ihre postive 

Ladung induziert in der RNase S eine für die effiziente Katalyse notwendige Abnahme des 

pKa- Werts des Imidazolringsystems der Aminosäure His12 (236, 237). Die Thioxoamid-

substitution bewirkt möglicherweise eine Änderung der räumlichen Lage der Aminosäure 

Gln11, denn die α-NH-Gruppe des Gln11 ist in der RNase S Donor einer Wasserstoff-

brückenbindung, deren Akzeptor das Carbonylsauerstoffatom der Aminosäure Lys7 ist 

(Abb. 6). Gln11 unterstützt die Substratbindung und die Katalyse durch Ausbildung einer 

Wasserstoffbrückenbindung zu einem Saustoffatom der negativ geladenen Phosphodiester-

gruppe des Substrats an der Spaltstelle (238). Eine geringfügige Abweichung der räum-

lichen Anordnung der Seitenkette des Gln11 bei Thioxylierung des Lys7, könnte die Länge 

oder den Winkel dieser Wasserstoffbrückenbindung verändern und somit die beobachteten 

Änderungen der katalytischen Konstanten verursachen. Die Thioxylierung des Lys7 

bewirkt eine Destabilisierung der RNase S um 10,8 kJ/mol (Tab. 8, 9; Abb. 34 A-C). Eine 

Strukturänderung und Destabilisierung der RNase S bei Thioxylierung des Lys7 wird 

möglicherweise durch die größere Länge der Thiocarbonylbindung und den größeren Van-

der-Waals Radius des Schwefelatoms induziert, da die Abstände des Carbonylsauerstoff-

atoms des Lys7 zum C
γ-Wasserstoffatom mit 2,47Å, zum C

γ-Kohlenstoffatom mit 3,3 Å 

und zum Cß- Kohlenstoffatom der Seitenkette der Aminosäure Gln11 mit 3,44 Å deutlich 

unterhalb der Summe der Van-der-Waals Radien eines Wasserstoff- und Schwefel- bzw. 

Kohlenstoff- und Schwefelatoms liegen (3,05 Å bzw. 3,85 Å). Eine weitere Destabilisie-

rung des Komplexes in Folge überlappender Van-der-Waals Radien ergibt sich aus den 

Abständen des Carbonylsauerstoffatoms des Lys7 zum Cγ-Kohlenstoffatom des Lys7 (3,3 

Å) und dem Cβ-Kohlenstoffatom des Lys7 (3,3 Å). Die daraus resultierenden Abstoßungs-

kräfte könnten neben einer Abnahme der Bindungsenergie auch eine Strukturänderung 

bewirken. Darüber hinaus ist die unmittelbar benachbarte Aminosäure Phe8 von entschei-

dender Bedeutung für die Stabilität der RNase S. Damit verursacht eine durch die 

Thioxylierung des Lys7 möglicherweise hervorgerufene Störung der exakten räumlichen 

Anordnung der Seitenkette des Phe8 eine Destabilisierung der RNase S. Die Aminosäure 

Phe8 der RNase S bildet eine Wasserstoffbrückenbindung mit dem His12 des aktiven 

Zentrums aus (Abb. 6). Somit könnte sich eine in Folge der Thioxylierung des Lys7 
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induzierte Änderung der räumlichen Lage des Phe8 auf das aktive Zentrum und damit auf 

die katalytischen Konstanten auswirken. Die Winkel φ und ψ des Lys7 und Phe8 liegen in 

einem für die Thioxylierung des Lys7 energetisch günstigen Bereich (Tab. 11, Abb. 9). 

 
[ThioxoPhe8]-RNase S  

Bei einer Thioxylierung des Phe8 verringern sich die Konstanten Km, Kp und k+2 etwa um 

die Hälfte (Tab. 10). Die Destabilisierung der RNase S infolge der Thioxylierung des Phe8 

ist so groß, dass eine thermodynamische Charakterisierung der S-Peptid/S-Protein-Rekom-

bination mittels ITC nicht möglich ist. Die Assozationskonstante KAss kann jedoch, wie in 

Abschnitt 2. 8. 2 beschrieben wurde, mit Hilfe enzymkinetischer Messungen näherungs-

weise bestimmt werden. Dem entsprechend, führt die Thioxylierung des Phe8 zu einer 

Abnahme der Stabilität der RNase S um 12,7 kJ/mol (Tab. 7, 9; Abb. 34 A). Die 

Aminosäure Phe8 des S-Peptids ist für die Stabilität der RNase S von entscheidender 

Bedeutung, da hydrophobe und Van-der-Waals Wechselwirkungen zwischen der Seiten-

kette des Phe8 und dem S-Protein einen bedeutenden Anteil der Bindungsenergie der 

Wechselwirkung zwischen S-Peptid und S-Protein ergeben (27, 44). Die Seitenkette des 

Phe8 der RNase S befindet sich in einer hydrophoben Tasche, welche durch die Amino-

säuren Val47, 54, 57, 108, Ile81, 106, Leu51, Met79, Pro117 und Phe120 des S-Proteins gebildet wird 

(239). Eine Wechselwirkung zwischen dem Phenylringsystem des Phe8 und dem Imidazol-

ringsystem des His12 bewirkt eine zusätzliche Stabilisierung der α-Helix des S-Peptids und 

somit auch der RNase S (240). Die Packungsdichte der Atome im Bereich des Phe8 der 

RNase S ist sehr hoch (241). Die geringen Abstände des Carbonylsauerstoffatoms des Phe8 

der RNase S zu verschiedenen Atomen der Seitenketten des His12 (Cß-Atom: 3,4 Å, Cß-H-

Atom: 2,75 Å, C-Atom des Imidazolringsystems: 3,48 Å, H-Atom des Imidazolring-

systems: 2,89 Å) und des Phe8 (C-Atome des Phenylrings: 3,32 Å und 3,45 Å, Cβ-Atom: 

3,35 Å) würden bei einem Austausch des Carbonylsauerstoffatoms der Aminosäure Phe8 

gegen ein Schwefelatom auf Grund der größeren Länge der C=S-Bindung sowie des 

erhöhten Van-der-Waals Radius des Schwefelatoms zu einer Überlappung der Van-der-

Waals Radien verschiedener Atome mit dem Schwefelatom führen. Die sich daraus 

ergebenden Abstoßungskräfte sollten eine Destabilisierung der RNase S bewirken. Insbe-

sondere die Überlappung der Van-der-Waals Radien des Schwefelatoms und verschiede-

ner Atome in der Seitenkette des His12, könnte sich störend auf die exakte Anordnung des 

am Katalysemechanismus beteiligten Imidazolringsytems des His12 und damit auf die kata-

lytischen Konstanten auswirken. Das Carbonylsauerstoffatom des Phe8 ist in der RNase S 



 63 

Akzeptor einer Wasserstoffbrückenbindung, deren Donor die α-NH-Gruppe des His12 

(aktives Zentrum) ist (Abb. 6). Eine in Folge der Thioxylierung auftretende Veränderung 

der Länge oder des Winkels dieser Bindung wirkt sich möglicherweise ebenfalls auf die 

räumliche Lage des His12 im Protein aus. Die Winkel φ und ψ, die mit Hilfe der Röntgen-

kristallstruktur (Tab. 11) für das Phe8 und Glu9 berechnet wurden, liegen in einem für 

Thioxylierung des Phe8 günstigen Bereich (Abb. 9). 

 

[ThioxoGlu9]-RNase S  

Die Thioxylierung der Aminosäure Glu9 bewirkt eine Abnahme der Assoziations-

konstanten KAss der S-Peptid/S-Protein-Rekombination um den Faktor 25. Verursacht wird 

der Stabilitätsverlust durch eine deutliche Abnahme des Betrags von ∆H um 22,5 kJ/mol. 

Die günstigere Entropieänderung (T∆∆S=14,5 kJ/mol) kann dies teilweise kompensieren, 

so dass die Abnahme des Betrags von ∆G bei Thioxylierung der Aminosäure Glu9 8.0 

kJ/mol beträgt (Tab. 8, 9; Abb. 34 A-C). Die Aminosäure Glu9 ist in der RNase S 

Akzeptor einer Wasserstoffbrückenbindung, deren Donor die α-NH-Gruppe des für die 

Stabilität der RNase S sehr wichtigen Nle13 ist (39, Abb. 6). Darüber hinaus führt die 

Ausbildung einer über ein Wassermolekül vermittelten Wasserstoffbrückenbindung 

zwischen einem Sauerstoffatom der Seitenkette der Aminosäure Glu9 (Oε2) und dem Nε2- 

Stickstoffatom der Seitenkette des Gln55 zu einer zusätzlichen Stabilisierung der RNase S 

(39). Die Destabilisierung dieser Wasserstoffbrückenbindungen in Folge der Thioxylierung 

des Glu9 könnte den deutlich ungünstigeren Wert von ∆H erklären. Das Carbonylsauer-

stoffatom der α-CO-Funktion der Aminosäure Glu9 befindet sich in einem Bereich höherer 

Packungsdichte von Atomen. In der Röntgenkristallstruktur der RNase S (2RLN) betragen 

die Abstände zum Cß-Wasserstoff- und Cß-Kohlenstoffatom des Nle13 2,62 Å bzw. 3,45 Å, 

zu einem Stickstoffatom (Nη1) der Guanidinofunktion des Arg33 3,45 Å. In Folge der 

Überlappung der Van-der-Waals Radien führt die Thioxoamidsubstitution zu einer Desta-

bilisierung der RNase S. Die Winkel φ und ψ, die mit Hilfe der Röntgenkristallstruktur 

(Tab. 11) für das Glu9 und Arg10 berechnet wurden, liegen in einem für die Thioxylierung 

des Glu9 günstigen Bereich (Abb. 9). 

 

[ThioxoArg10]-RNase S 

Die deutliche Abnahme der Stabilität der RNase S in Folge der Thioxylierung des Arg10 

(∆∆G= 6,8 kJ/mol) wird von einer Abnahme des Betrags von ∆H um 27,7 kJ/mol 

verursacht, die durch die günstigere Entropieänderung (T∆∆S= 20,9 kJ/mol) nicht 



 64 

kompensiert werden kann (Tab. 8, 9; Abb. 34 A-C). Die Aminosäure Arg10 ist als Donor 

(α-NH-Gruppe) einer Wasserstoffbrückenbindung im S-Peptid (Akzeptor: α-Carbonyl-

sauerstoffatom des Ala6) und als Akzeptor (α-Carbonylsauerstoffatom) einer Wasserstoff-

brückenbindung, deren Donor das N
η1-Stickstoffatom in der Seitenkette der Aminosäure 

Arg33 des S-Proteins ist, sehr wichtig für die Stabilität der RNase S (39, Abb. 6, 7). Eine 

weitere, die RNase S stabilisierende Wasserstoffbrückenbindung, wird zwischen der 

Guanidinofunktion des Arg10 (Donor: N
η1-Stickstoffatom) und dem Carbonylsauerstoff-

atom des Arg33 ausgebildet (39). Die Abnahme der Stabilität der RNase S ist möglicher-

weise auf eine Abschwächung dieser Wasserstoffbrückenbindungen zurück zuführen. Aus 

der Röntgenkristallstruktur der RNase S (2RNL) wird ersichtlich, dass die Packungsdichte 

der Atome im Bereich des α-Carbonylsauerstoffatoms des Arg10 sehr hoch ist (Abstände 

zu benachbarten Atomen: Cβ-H-Atom des Arg33: 2,68 Å; Cδ-H-Atom des Arg33: 2,78 Å; 

C
β-Atom des Arg33: 3,44 Å; Cδ-Atom des Arg33: 3,47 Å; Cγ-Atom des Arg10: 3,14 Å; Cδ-

H-Atom des Arg10: 2,76 Å). Auf Grund der Größe des Schwefelatoms und der längeren 

Thiocarbonylbindung, kommt es zu einer Überlappung der Van-der-Waals Radien dieser 

Atome und des Schwefelatoms der Thioxopeptidbindung. Dies könnte neben einer Desta-

bilisierung der RNase S auch eine Strukturveränderung bewirken, die zu den in Tab. 7 

aufgeführten geringfügigen Änderungen der enzymkinetischen Konstanten führt. Die 

Winkel φ und ψ, die mit Hilfe der Röntgenkristallstruktur (Tab. 11) für das Arg10 und 

Gln11 berechnet wurden, liegen in einem für Thioxylierung des Arg10 günstigen Bereich 

(Abb. 9). 

 

[ThioxoHis12]-RNase S 

Die Thioxylierung der Aminosäure His12 des S-Peptids der RNase S führt zu einer 

Erhöhung der enzymkinetischen Konstanten Km- und Kp um den Faktor 7 bzw. 2,5. Der 

k+2-Wert verringert sich um den Faktor 4. Das His12 ist für die Funktion der RNase S 

essentiell, da das Imidazolringsytem an der Substratbindung (234, 242) sowie am Kata-

lysemechanismus beteiligt ist (46, 48, 223, 225, 231, 243). Der Austausch des Sauer-

stoffatoms der Peptidbindung gegen ein Schwefelatom induziert offensichtlich eine Struk-

turänderung, die sich auf die Anordnung der Seitenkette des Histidins im Protein und damit 

auf die Substratbindung und Katalyse auswirkt. Einen besonders dramatischen Effekt hat 

die Thioxylierung des His12 auf die Stabilität der RNase S. Die Destabilisierung der RNase 

S ist so groß, dass eine thermodynamische Charakterisierung der S-Peptid/S-Protein-

Rekombination mittels ITC nicht möglich ist. Die Assoziationskonstante KAss wurde 
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deshalb mit Hilfe enzymkinetischer Messungen bestimmt (Abschnitt 2. 8. 2). Die 

Thioxylierung des His12 führt zu einer Destabilisierung der RNase S um 15,4 kJ/mol (Tab. 

8, 9; Abb. 34 A). Die Aminosäure His12 hat eine große Bedeutung für die Stabilität der 

RNase S. Wie bereits erwähnt wurde, führt die Wechselwirkung zwischen den Ring-

systemen der Seitenketten des Phe8 und His12 zu einer zusätzlichen Stabilisierung der 

RNase S. His12 stabilisiert die RNase S durch Ausbildung einer Wasserstoffbrücken-

bindung (Akzeptor: α-CO-Funktion des His12) mit dem S-Protein (Donor: α-NH-Gruppe 

des Val47). Eine weitere Wasserstoffbrückenbindung wird zwischen dem Imidazolring-

system des His12 (Donor: Nδ1-Stickstoffatom) und dem Carbonylsauerstoffatom des Thr45 

ausgebildet (39, Abb. 7). Die Abschwächung dieser Wasserstoffbrückenbindungen infolge 

der Thioxylierung könnte die deutliche Abnahme der Assoziationskonstante KAss bewirken. 

Auf Grund der relativ dichten Packung der Atome innerhalb des Proteins (Ab-stände des 

α-Carbonylsauerstoffatoms des His12 zu benachbarten Atomen: 2,58 Å zum C
α-H-Atom 

des Phe46; 2,95 Å zum ß-C-Atom des His12), wird die größere Länge der Thio-

carbonylbindung und der größere Van-der-Waals Radius des Schwefelatoms die exakte 

Anordnung des His12 bzw. von räumlich benachbarten Atomen oder Atomgruppen im 

Protein stören. Die Winkel φ und ψ, die aus der Röntgenkristallstruktur der RNase S (Tab. 

11) für die Aminosäure His12 ermittelt wurden, liegen mit -122° und -13° in einem für die 

Thioxoamidsubstitution sehr ungünstigen Bereich. Theoretische Berechnungen unter Ver-

wendung der Modellverbindung Ac-Ala-Ψ[CS-NH]-CH3 haben gezeigt, dass diese 

Winkelkombination einen Energiegehalt ergibt, der um mindestens 3 kcal/mol (ca. 12 

kJ/mol) höher liegt als das angrenzende Energieminimum (Abb. 9). Dies sollte zu einer 

deutlichen Destabilisierung und möglicherweise auch zu Strukturänderungen in der RNase 

S führen.  

 

[ThioxoNle13]-RNase S 

Die Thioxylierung des Nle13 führt zu einer Verkleinerung der enzymkinetischen. 

Konstanten Km, Kp und k+2 um den Faktor 2 bis 4 (Tab. 10). Die Abnahme der Stabilität 

der RNase S bei Thioxylierung des Nle13, die Assoziationskonstante KASS sinkt um den 

Faktor 13, ist auf einen um 8,0 kJ/mol ungünstigeren Wert von ∆H zurück zuführen, 

während sich T∆S nur geringfügig ändert (Tab. 8, 9; Abb. 34 A-C). Die Aminosäure Nle13 

hat, wie das Phe8, eine besondere Bedeutung für die Stabilität der RNase S, da hydrophobe 

und Van-der-Waals Wechselwirkungen zwischen den Seitenketten beider Aminosäuren 

und hydrophoben Bereichen des S-Proteins einen großen Anteil der Bindungsenergie 
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zwischen S-Peptid und dem S-Protein in der RNase S ergeben (25, 41, 43). Die Amino-

säure Nle13 bildet als Donor einer Wasserstoffbrückenbindung (Akzeptor: α-Carbonyl-

sauerstoffatom des Glu9) den C-Terminus der α-Helix des S-Peptids der RNase S (Abb. 6). 

Zwei Wasserstoffbrückenbindungen, die zwischen dem Carbonylsauerstoffatom des Nle13 

als Akzeptor und der Guanidinofunktion des Arg33 als Donor (Nη1 und Nη2-Stickstoffatom) 

ausgebildet werden, bewirken eine zusätzliche Stabilisierung (39, Abb. 7). Die in Folge 

der Thioxylierung beobachtete Abnahme des Betrags von ∆H könnte durch eine Ab-

schwächung dieser Wasserstoffbrückenbindungen verursacht werden. Eine weitere Desta-

bilisierung und möglicherweise Strukturänderung wird vermutlich durch Abstoßungskräfte 

in Folge der größeren Länge der Thiocarbonylbindung und des größeren Van-der-Waals 

Radius des Schwefelatoms bewirkt, da sich die Aminosäure Nle13 der RNase S in einem 

Bereich höherer Packungsdichte von Atomen befindet. Der geringe Abstand des Carbonyl-

sauerstoffatoms des Nle13 der RNase S zum Cζ-Kohlenstoffatom der Guanidinogruppe des 

Arg33 (3,33 Å) führt zur Überlappung der Van-der-Waals Radien dieses Atoms und des 

Schwefelatoms der Thioxopeptidbindung. Die Winkel φ und ψ, die für die Aminosäuren 

Nle13 und Asp14 mit Hilfe der Röntgenkristallstruktur berechnet wurden (Tab. 11) liegen in 

einem für die Thioxylierung des Nle13 energetisch ungünstigeren Bereich (Abb. 9). Für die 

φ-ψ-Winkelkombinationen des Nle13 und des Asp14 ergeben die Ramachandran-Dia-

gramme der Verbindung Ac-Ala-Ψ[CS-NH]-CH3 bzw. Ac-Ψ[CS-NH]-Ala-NH-CH3 

Energiegehalte, die jeweils 1kcal/mol (4,19 kJ/mol) oberhalb des angrenzenden 

Energieminimums liegen.  

 

[ThioxoAsp14]-RNase S und [ThioxoSer15]-RNase S 

Während in der Röntgenkristallstruktur der RNase S keine Wasserstoffbrückenbindungen 

für die Aminosäure Ser15 angezeigt werden, stabilisiert die Aminosäure Asp14 die RNase S 

als Donor (α-NH-Gruppe) einer Wasserstoffbrückenbindung, deren Akzeptor die Amino-

säure Val47 (α-Carbonylsauerstoffatom) des S-Proteins ist (39, Abb. 6, 7). Die Amino-

säuren 16 bis 20 des S-Peptids sind in der Röntgenkristallstruktur der RNase S nicht 

sichtbar, da dieser Bereich zu flexibel ist. Die Werte für ∆H, die für die Bindung des 

[ThioxoAsp14]- und des [ThioxoSer15]-S-Peptids an das S-Protein ermittelt wurden, sind 

mit -144,5 und -143,0 kJ/mol deutlich günstiger als der Wert, der für das nichtthioxylierte 

S-Peptid (-132,4 kJ/mol) bestimmt wurde. Dies deutet auf Ausbildung zusätzlicher, 

bindender Wechselwirkungen hin. Der deutlich ungünstigere Wert, der  für T∆S ermittelt 

wurde, könnte bedeuten, dass diese zusätzlichen Wechselwirkungen die Flexibilität der 
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Aminosäuren 16-20 im S-Peptid der RNase S verringern. Denkbar wäre die Ausbildung 

einer zusätzlichen Wasserstoffbrückenbindung mit den Aminosäuren Ser16, Thr17 oder 

Ser18 des S-Peptids. Die hohe Flexibilität in diesem Bereich des S-Peptids und die laut 

Röntgenkristallstruktur der RNase A (hier sind die Aminosäuren 16-20 sichtbar) 

geeigneten Abstände von Atomgruppen (z.B der ß-OH-Gruppe des Thr17 oder des Ser18) 

könnten die Ausbildung einer zusätzlichen Wasserstoffbrückenbindung bei einer 

Thioxylierung des Asp14 bzw. Ser15 bewirken. Die Winkel φ und ψ, die für die 

Aminosäuren Asp14 und Ser15 mit Hilfe der Röntgenkristallstruktur ermittelt wurden, 

liegen mit -139,7° und +76° bzw. -125,0° und -145,0° in einem Bereich sehr hoher 

Energie. Diese Winkelkombinationen sind, wie man der Abbildung 9 entnehmen kann, 

sehr unwahrscheinlich. 
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2. 8. 5                                CD-spektroskopissche Untersuchungen 

 

Die CD-Spektren (Nah- und Fern-UV) des [ThioxoAla4]-S-Peptids sowie die CD-Spektren 

(Nah-UV-Bereich) des S-Proteins, der RNase S und [ThioxoAla4]-RNase S sind in den 

Abbildungen 40 und 41 dargestellt. 
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Abbildung 40: CD-spektroskopische Charakterisierung des [ThioxoAla4]-S-Peptids  
Die Aufnahme des CD-Spektrums im Fern-UV-Bereich (A) erfolgte in Natriumphosphatpuffer (10 mM, 
pH 6,2) bei einer Schichtdicke von 1 mm und einer Konzentration des [ThioxoAla4]-S-Peptids von 47,9 
µM. Das CD-Spektrum im Nah-UV-Bereich (B) wurde in Analogie zu den ITC-Messungen in Natrium-
acetatpuffer (50 mM, 100 mM NaCl, pH 6,0) bei einer Schichtdicke von 10 mm und einer Konzentration 
des [ThioxoAla4]-S-Peptids von 60 µM erhalten. Alle Messungen erfolgten bei 25 °C.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 41: CD-spektroskopische Charakterisierung des S-Proteins ( schwarz ), der RNase S ( blau ) 
und der [ThioxoAla4]-RNase S ( rot ) 
Die CD-Spektren wurden in Analogie zu den ITC-Messungen in Natriumacetatpuffer (50 mM, 100 mM 
NaCl, pH 6,0) bei einer Schichtdicke von 10 mm und einer Konzentration des S-Proteins von 92,7 µM, der 
RNase S von 44,73 µM und der [ThioxoAla4]-RNase S von 28,07 µM erhalten. Alle Messungen erfolgten 
bei 25 °C. Die Konzentration des Oxo-S-Peptids bzw. [ThioxoAla4]-S-Peptids wurde so hoch gewählt, 
dass eine vollständige Sättigung des S-Proteins erfolgte. Der Anteil des freien Oxo-S-Peptids bzw. 
[ThioxoAla4]-S-Peptids wurde vom Spektrum abgezogen.  
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Die Bindung des Oxo-S-Peptids an das S-Protein führt, wie den Abbildungen 41, 42A und 

42B zu entnehmen ist, zu einer deutlichen Änderung des CD-Spektrums im Bereich von 260 

bis 280 nm.  

 

 

      

 

 

 

 

 

Abbildung 42: CD-spektroskopische Charakterisierung der Rekombination zwischen Oxo-S-Peptid und 
S-Protein 
Die Aufnahme der unter A gezeigten CD-Spektren erfolgte bei 25 °C in 50 mM Natriumacetatpuffer 
(0,1 M NaCl; pH 6,0) unter Verwendung einer Doppelkammerküvette. Kammer 1 wurde mit einer 90 
µM Lösung des S-Proteins und Kammer 2 mit einer 450 µM Lösung des Oxo-S-Peptids gefüllt. Die 
Schichtdicke einer Kammer beträgt 4,34 mm. Nach Vermischung der Lösungen beider Kammern wurde 
der Messansatz vor Beginn der Messung zunächst 15 min bei 25 °C inkubiert. In B ist das entsprechende 
Differnzspektrum dargestellt. 

 
 

Da die Interaktion zwischen dem Oxo-S-Peptid und dem S-Protein keinen Einfluss auf das 

CD-Spektrum im Bereich von 340 nm hat, lässt sich die Änderung des CD-Spektrums bei 

Bindung des [ThioxoAla4]-S-Peptids an das S-Protein  auf eine Veränderung der CD-spektros-

kopischen Eigenschaften des 1nS-3π*-Übergangs der Thioxopeptidbindung des [ThioxoAla4]-

S-Peptids zurück führen (Abbildungen 40B, 41, 43).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Abbildung 43: CD-spektroskopische Charakterisierung der Rekombination des [ThioxoAla4]-S-Peptids 
und S-Proteins 
Die Aufnahme der unter A gezeigten CD-Spektren erfolgte bei 25 °C in 50 mM Natriumacetatpuffer 
(0,1 M NaCl; pH 6,0) unter Verwendung einer Doppelkammerküvette. Kammer 1 wurde mit einer 90 
µM Lösung des S-Proteins und Kammer 2 mit einer 58,5 µM Lösung des [ThioxoAla4]-S-Peptids 
gefüllt. Die Schichtdicke einer Kammer beträgt 4,34 mm. Nach Vermischung der Lösungen beider 
Kammern wurde der Messansatz vor Beginn der Messung zunächst 15 min bei 25 °C inkubiert. In B ist 
das entsprechende Differnzspektrum dargestellt. 
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Die Änderungen der CD-spektroskopischen Eigenschaften des 1nS-3π*-Übergangs sind 

vermutlich die Folge von Konformationsänderungen im Bereich der Thioxopeptidbindung 

oder Einbindung des Schwefelatoms der Thioxopeptidbindung in das Netzwerk der 

Wassertstoffbrückenbindungen bei Ausbildung der [ThioxoAla4]-RNase S. Mit dem in 

Abbildung 44 gezeigten Experiment konnte nachgewiesen werden, dass sich der Bereich des  

1nS-3π*-Übergangs der Thioxopeptidbindung des [ThioxoAla4]-S-Peptids hervorragend als 

CD-spektroskopische Sonde eignet, um die Rekombination zwischen S-Peptid und S-Protein 

bzw. die Dissoziation des Komplexes zu untersuchen. Da die CD-Spektren des S-Proteins 

und der RNase S in diesem Bereich keine Signale aufweisen (Abb. 41), eröffnet die 

Substitution des Sauerstoffatoms des Alanins4 des S-Peptids gegen ein Schwefelatom die 

Möglichkeit, diese Prozesse anhand der Änderungen der CD-spektroskopischen Eigen-

schaften einer einzelnen Bindung (Thioxopeptidbindung) zu charakterisieren.     

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Abbildung 44: CD-spektroskopische Charakterisierung des 1nS-3π*-Übergangs der Thioxopeptid-
bindung bei der Rekombination des [ThioxoAla4]-S-Peptids und S-Proteins bzw. Dissoziation des 
Komplexes 
Die Aufnahme der unter A gezeigten CD-Spektren erfolgte bei 25 °C in 50 mM Natriumacetatpuffer 
(0,1 M NaCl; pH 6,0) unter Verwendung einer Doppelkammerküvette. Kammer 1 wurde mit einer 
Lösung gefüllt, die 80,1 µM S-Protein und 58,6 µM [ThioxoAla4]-S-Peptid enthielt. Kammer 2 wurde 
mit einer 1,244 mM Lösung des Oxo-S-Peptids gefüllt. Die Schichtdicke einer Kammer beträgt 4,34 
mm. In B ist das entsprechende Differnzspektrum dargestellt. 
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2. 8. 6           Thioxopeptidbindungen als photoschaltbare Sonde der Konformation 

                                     des S-Peptids und der Aktivität der [ThioxoAla4]-RNase S 

 

2. 8. 6. 1                        Photoinduzierte cis/trans-Isomerisierung der 

                                              amidischen Thioxopeptidbindung 

 
Neue Ergebnisse haben gezeigt, dass sich neben Thioxoaminoacyl-Prolyl-Peptidbindungen 

(imidische Thioxopeptidbindungen; Xaa-Ψ[CS-N]-Pro, Xaa: verschiedene Aminosäuren) 

auch amidische Thioxopeptidbindungen (Xaa-Ψ[CS-NH]-Yaa, Xaa, Yaa: verschiedene 

Aminosäuren, Yaa kein Pro) als photoschaltbare Sonde der cis/trans-Isomerisierung eignen 

(138). Die lichtinduzierte Verschiebung des cis/trans-Konformerengleichgewichts erfolgte 

durch Anregung des 1π-1π*- Übergangs der Thioxopeptidbindung bei Bestrahlung der Probe 

mit UV-Licht (λ= 254 nm). Die Wiedereinstellung des cis/trans- Konformerengleichgewichts 

in der Dunkelreaktion wurde mittels UV-, CD- und 1H-NMR-Spektroskopie, sowie mit Hilfe 

der Kapillarelektrophorese kinetisch und thermodynamisch charakterisiert. Die Bestrahlung 

des Thioxodipeptids H-Phe-Ψ[CS-NH]-Ala-OH mit UV-Licht der Wellenlänge 254 nm 

führte im UV-Spektrum, in Analogie zu den von Ataka et al. (244) für die photoinduzierte 

cis/trans-Isomerisierung des N-Methylthioxoacetamids erhaltenen Ergebnissen, zu einer 

bathochromen Verschiebung des 1π-1π*- Übergangs des Thioxoamidchromophors um ca. 8 

nm von 267 auf 275 nm (Abb. 45). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 45: Photoinduzierte cis/trans-Isomerisierung des Thioxopeptids H-Phe-Ψ[CS-NH]-

Ala-OH 

A) UV-Spektrum des Peptids vor (schwarze Linie) und nach drei minütiger Bestrahlung mit UV-

Licht der Wellenlänge λ= 254 nm und einer Bestrahlungsstärke von 2,6 × 10-2 * µJ * cm-2 * s
-1 

(gestrichelte Linie). Das Thioxopeptid (104 µM) wurde in 50 mM Natriumphosphatpuffer (pH 
7,0) gelöst. B) Aus den UV-Spektren der Abbildung A resultierendes Differenzspektrum. Die 
Spektren wurden bei 10 °C unter Verwendung eines Perkin Elmer UV/Vis- Zweistrahlspektro-
meters erhalten 
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Der isosbestische Punkt, der durch Überlagerung der UV-Spektren vor bzw. nach Bestrahlung 

des Thioxopeptids erhalten wurde, befindet sich bei 274 nm und stimmt ebenfalls mit dem bei 

der Photoisomerisierung des N-Methylthioxoacetamids erhaltenen isosbestischen Punkt 

überein. Die Bestrahlung führte auch nach mehreren Bestrahlungs-Äquilibrierungszyklen zu 

keiner Zersetzung des Thioxopeptids.  

Der Beweis, dass es sich bei den beobachteten Änderungen in den UV-Spektren um eine 

photoinduzierte cis/trans-Isomerisierung der Thioxopeptidbindung handelt, erfolgte mit Hilfe 

der 1H NMR-Spektroskopie. Dabei wurde die Dunkelreaktion nach der photoinduzierten 

Verschiebung des cis/trans-Konformerengleichgewichts nach der von Scherer et al. (245) für 

die cis/trans-Isomerisierung amidischer Peptidbindungen beschriebenen Methode kinetisch 

charakterisiert. Dem entsprechend kann das cis/trans-Konformerenverhältnis des Peptids H-

Ala-Phe-OH aus dem Verhältnis der Signalflächen des ß-H-Atoms der Methylgruppe des 

Alanins des trans-Konformers (1,491 ppm) und des cis-Konformers (0,91 ppm) bestimmt 

werden. In Abbildung 46 ist dieser Bereich des 1H NMR-Spektrums für das Thioxopeptid H-

Phe-Ψ[CS-NH]-Ala-OH dargestellt. 
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Abbildung 46: Untersuchung der photoinduzierten cis/trans-Isomerisierung des 
Thioxopeptids H-Phe-Ψ[CS-NH]-Ala-OH mittels 1H NMR-Spektroskopie 
Dargestellt ist das 1H NMR-Spektrum des Thioxopeptids H-Phe-Ψ[CS-NH]-Ala-OH 
vor der Bestrahlung (A), nach 45- minütiger Bestrahlung des Thioxopeptids mit UV-
Licht der Wellenlänge 254 nm und einer Bestrahlungsstärke von 2,6 × 10-2 * µJ * cm-2 * s

-1 
(B) und 240 min nach Abschluss der Bestrahlung (C). Alle Messungen wurden bei einem 
pH- Wert von 7,5 und einer Temparatur von 10 °C durchgeführt. Das cis/trans-
Konformerenverhältnis wurde aus dem Verhältniss der Signalflächen des ß-H-Atoms der 
Methylgruppe des Alanins im trans-Konformer (1,412 ppm) und im cis-Konformer 
(0,956 ppm) bestimmt. 
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Die Dunkelreaktion (Wiedereinstellung des cis/trans-Konformerengleichgewichts nach 

Abschluss der Bestrahlung) erfolgt mit einer Geschwindigkeitskonstante 1. Ordnung von kc/t= 

3 × 10-4 * s-1 bei 5 °C und kc/t= 5 × 10-4 * s-1 bei 10 °C (pH 7). Die Konstante kc/t ist dabei die 

Summe aus den Geschwindigkeitskonstanten der cis nach trans und trans nach cis 

Isomerisierung. Der cis-Gehalt im photostationären Zustand wurde durch Extrapolation unter 

Berücksichtigung der Geschwindigkeitskonsten kc/t ermittelt und beträgt 10,9 %. Abbildung 

45 ist zu entnehmen, dass die größte Differenz zwischen den UV-Spektren vor und nach 

Bestrahlung des H-Phe-Ψ[CS-NH]-Ala-OH bei 290 nm beobachtet wurde. Die kinetische 

Charakterisierung der Dunkelreaktion nach der photoinduzierten Auslenkung des cis/trans-

Konformerengleichgewichts durch Analyse der Extinktionsänderung bei 290 nm ergab 

Geschwindigkeitskonstanten von kc/t= 3 × 10-4 * s-1 bei 5 °C und kc/t= 5,3 × 10-4 * s-1 bei 10 °C, 

die sehr gut mit den durch NMR-Messungen gefundenen Konstanten überein stimmen. Diese 

Ergebnisse deuten darauf hin, dass die in Abbildung 45 gezeigten Veränderungen in den UV-

Spektren auf eine reversible, photoinduzierte Verschiebung des cis/trans-Konformerengleich-

gewichts zurück zuführen sind.  

 

 

2. 8. 6. 2      Photoinduzierte cis/trans-Isomerisierung der Thioxopeptidbindung 

                                               des [ThioxoAla4]-S-Peptids  

 

Die Bestrahlung des [ThioxoAla4]-S-Peptids mit UV-Licht (260 nm) führt, wie in Abbildung 

47 A zu sehen ist, zu einer bathochromen Verschiebung des 1π-1π*-Übergangs der 

Thioxopeptidbindung von 266 nach 269 nm. Der isosbestische Punkt befindet sich bei 268 

nm. Das Differenzspektrum besitzt ein Absorbtionsmaximum bei 285 nm (Abbildung 47 B). 

Da die Bestrahlung des nichtthioxylierten S-Peptids (Oxopeptid) zu keiner Änderung des UV-

Spektrums führt, die durch eine photoinduzierte Anregung des aromatischen Systems des 

Phe8 induziert werden könnte, ist die beobachtete Änderung des UV-Spektrums auf eine 

Verschiebung des cis/trans-Konformerengleichgewichts zurück zuführen.  

Um einen möglichst hohen Anteil des cis-Konformeren durch eine bevorzugte Anregung des 

1π-1π*-Übergangs des trans-Konformeren zu erreichen, erfolgte die Bestrahlung des 

[ThioxoAla4]-S-Peptids generell in allen Experimenten bei 260 nm, im Bereich des 

Minimums des Differenzspektrums der Abbildung 47 B. Die Dunkelreaktion wurde 

anschließend mit Hilfe der UV-Spektroskopie kinetisch charakterisiert (Abb. 48). 
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Abbildung 47: Photoinduzierte cis/trans-Isomerisierung des [ThioxoAla4]-S-Peptids. In A ist das UV-
Spektrum einer 36,6 µM Lösung des [ThioxoAla4]-S-Peptids in 50 mM Natriumacetatpuffer (pH 6, 0,1 M 
NaCl) vor bzw. nach 5- minütiger Bestrahlung (photostationärer Zustand) mit UV-Licht der Wellenlänge 260 
nm (Bestrahlungsstärke: 32 µJ * cm-2 * s

-1) dargestellt (Schichtdicke: 0,5 cm). Das Ausgangsspektrum wird auch 
nach mehreren Bestrahlungs- Reäquilibrierungszyklen wieder erhalten. In B ist das entsprechende Differenz-
spektrum gezeigt. Die Bestrahlung und alle Messungen erfolgten bei 10 °C. Die Spektren wurden unter 
Verwendung eines Perkin Elmer UV/Vis- Zweistrahlspektrometers erhalten. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 48: Kinetische Charakterisierung der Dunkelreaktion nach einer photoinduzierten 
Verschiebung des cis/trans-Konformerengleichgewichts der Thioxopeptidbindung des [ThioxoAla4]-S-
Peptids. Das thioxylierte Peptid (37,4 µM) wurde in 50 mM Natriumacetatpuffer (pH 6, 0,1 M NaCl) 
gelöst und anschließend 5 min mit UV-Licht der Wellenlänge 260 nm bestrahlt. Die Bestimmung der 
Geschwindigkeitskonstanten 1. Ordnung der cis/trans-Isomerisierung erfolgte UV-spektroskopisch 
(Perkin Elmer UV/Vis- Zweistrahlspektrometer) bei einer Wellenlänge von 287 nm und einer 
Temparatur von 10 °C. 

 

Die Geschwindigkeitskonstante der cis/trans-Isomerisierung der Thioxoalanyl-Alanin-Peptid-

bindung des [ThioxoAla4]-S-Peptids kc/t beträgt bei 10 °C 5,71 × 10-3 
* s

-1. Durch Beobachtung 

der Extinktion des [ThioxoAla4]-S-Peptids bei 287nm konnte sichergestellt werden, dass die 

Einstrahlung des UV-Lichts des Spektrometers unter den experimentellen Bedingungen zu 

keiner Extinktionsänderung führt. Darüber hinaus wurde gezeigt, dass kc/t unabhängig von der 

Konzentration des [ThioxoAla4]-S-Peptids (untersuchter Bereich: 5-150 µM) ist. Dies schließt 

einen Einfluss einer möglichen Aggregation der Peptidketten aus. 

Die CD-Spektren im Bereich des 1π-1π*- und 1nS-3π*- Übergangs der Thioxopeptidbindung 

vor und unmittelbar nach der photoinduzierten cis/trans-Isomerisierung sind in Abbildung 49 
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dargestellt. Die photoinduzierte cis/trans-Isomerisierung führt zu einer Abnahme der 

Amplitude des CD-Signals des 1π-1π*- Übergangs der Thioxopeptidbindung. Die maximale 

Signaländerung wird bei 267 nm beobachtet und beträgt unter den verwendeten 

experimentellen Bedingungen ca. 30,5 % der Gesamtelliptizität. Die mittels CD-

Spektroskopie durch Beobachtung der Elliptizität bei 267 nm erhaltene Geschwindigkeits-

konstante ist identisch mit der UV-spektroskopisch ermittelten Konstante. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 49: CD-spektroskopische Untersuchung des 1π-1π*- und 1nS-3π*- Übergangs bei der photo-
induzierten cis/trans-Isomerisierung der Thioxoalanyl-Alanin- Peptidbindung des [ThioxoAla4]-S-Peptids. Das 
Thioxopeptid (71,5 µM) wurde in 50 mM Natriumacetatpuffer (0,1 M NaCl, pH 6) gelöst. Die Photoiso-
merisierung erfolgte durch Bestrahlung mit UV-Licht bei 260 nm (Bestrahlungsstärke: 32 µJ * cm-2 * s

-1; 5 min). 
Die Bestrahlung und alle Messungen wurden bei 10 °C durchgeführt (Schichtdicke: 5 mm). 

 

Durch Messung der Temparaturabhängigkeit der Geschwindigkeitskonstanten konnten mit 

Hilfe der Eyring-Auftragung die Aktivierungsparameter der cis/trans-Isomerisierung 

bestimmt werden (Abb. 50). Für die cis/trans-Isomerisierung der Thioxoalanyl-Alanin-

Peptidbindung des [ThioxoAla4]-S-Peptids wurde unter den verwendeten experimentellen 

Bedingungen eine Aktivierungsenthalpie ∆H
≠ von 78,5 ± 0,05 kJ * mol-1 und eine 

Aktivierungsentropie ∆S
≠ von -1,26 ± 0,01 J * mol-1 * K-1 gefunden. Die kleine negative 

Aktivierungsentropie ∆S
≠  weist, wie für die cis/trans-Isomerisierung erwartet, auf eine 

unimolekulare Reaktion hin. Der sehr geringe Betrag von ∆S
≠ lässt darauf schließen, dass 

offentsichlich kaum Änderungen in der Solvatisierung des Übergangszustand relativ zum 

Grundzustand statt finden. Die mit Hilfe von ∆H
≠ und ∆S

≠ bei 298 K berechnete freie 

Aktivierungsenthalpie ∆G
≠ beträgt 78,9 ± 0,7 kJ/mol. Dieser Wert stimmt mit der 

Rotationsbarriere, die von Wieberg et al. (88) für das Thioxoformamid mit Hilfe theoretischer 

Berechnungen ermittelt wurde (78,8 kJ/mol), überein.  
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Abbildung 50: Bestimmung der Aktivierungsparameter ∆H
≠
 und ∆S

≠
 der 

cis/trans-Isomerisierung der Thioxoalanyl-Alanin-Peptidbindung des 
[ThioxoAla4]-S-Peptids. Das Thioxopeptid (37,4 µM) wurde in 50 mM 
Natriumacetatpuffer (pH 6, 0,1 M NaCl) gelöst. Die Aktivierungsparameter 
wurden mit Hilfe der Eyring-Auftragung aus der Temparaturabhängigkeit der 
Geschwindigkeitskonstanten kc/t ermittelt. Die Bestimmung der Geschwindig-
keitskonstanten erfolgte nach Bestrahlung der Probe mit UV-Licht (λ= 260 
nm) durch UV-spektroskopische Untersuchung der Extinktionsabnahme bei 
287 nm analog zur Abbildung 48. 

 

 

2. 8. 6. 3                Einfluss der photoinduzierten cis/trans-Isomerisierung auf die  

                                        Aktivität der [ThioxoAla4]-RNase S  

 

Wie bereits erwähnt, besitzt das [ThioxoAla4]-S-Peptid eine hohe Affinität zum S-Protein, so 

dass bereits bei einer relativ geringen Konzentration des S-Proteins eine nahezu vollständige 

Bindung des S-Peptids an das S-Protein gewährleistet ist. Darüber hinaus ist das Ala4 der 

RNase S weder im Bereich des aktiven Zentrums noch im Bereich der Kontaktstelle zwischen 

S-Peptid und S-Protein lokalisiert. Das Ala4 befindet sich an der Proteinoberfläche und ist als 

zweite Aminosäure der α-Helix des S-Peptids der Akzeptor (α-Carbonylsauerstoffatom) einer 

Wasserstoffbrückenbindung, deren Donor die α-NH-Gruppe des Phe8 des S-Peptids ist. Das 

Phe8 ist, wie bereits beschrieben, von entscheidender Bedeutung für die Stabilität der RNase 

S. Darüber hinaus ist das Phe8 der Akzeptor einer Wasserstoffbrückenbindung, deren Donor 

die α-NH-Gruppe des an der Katalyse beteiligten His12 des S-Peptids ist. Strukturänderungen, 

in Folge der photoinduzierten cis/trans-Isomerisierung der Thioxoalanyl-Alanin-Peptidbin-

dung des [ThioxoAla4]-S-Peptids, könnten sich somit auf die Stabilität des Komplexes und 

auf das katalytische Zentrum auswirken. Auch eine generelle Destabilisierung der α-Helix des 

S-Peptids wäre denkbar.  
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In Abbildung 51 A und B ist der Einfluss der photoinduzierten cis/trans-Isomerisierung der 

Thioxoalanyl-Alanin-Peptidbindung des [ThioxoAla4]-S-Peptids auf die Aktivität der 

[ThioxoAla4]-RNase S dargestellt. Die Messungen wurden bei einem S-Peptid/S-Protein-

Verhältnis von 1:1 (Abb. 51 A) bzw. einem hohen Überschuss des S-Proteins (Abb. 51 B) 

durchgeführt. 

 

    

 

 

 

 

 

 

Abbildung 51: Einfluss der photoinduzierten cis/trans-Isomerisierung der Thioxoalanyl-Alanin-Peptid-
bindung auf die Aktivität der [ThioxoAla4]-RNase S  
Die Messungen erfolgten bei 10 °C in 50 mM Natriumacetatpuffer (0,1 M NaCl, pH 6), bei einer 
Konzentration des Substrats 2`,3`-cCMP von 100 µM, einer S-Peptidkonzentration von 2 µM und einer S-
Proteinkonzentration von 2 (A) bzw. 60 µM (B). Die enzymkinetischen Messungen wurden durch Zugabe des 
[ThioxoAla4]-S-Peptids gestartet. Die Bestrahlung einer 37,4 µM Lösung des [ThioxoAla4]-S-Peptids erfolgte 
vor Zugabe zum S-Protein mittels UV-Licht bei 260 nm (32 µJ * cm-2 * s-1; 5 min). Jede Gerade ist das 
Resultat einer kontinuierlichen Messung, bei der pro Sekunde ein Datenpunkt aufgezeichnet wurde. Die 
Messungen erfolgten unter Verwendung eines PerkinElmer-Zweistrahlspektrometers bei 290 nm.  

 

Die Messungen erfolgten spektrophotometrisch bei 290 nm unter Verwendung des Substrats 

2`,3`-cCMP. Eine enzymkinetische Messung im Bereich des isosbestischen Punktes bei 268 

nm, der sich bei Überlagerung der UV-Spektren des [ThioxoAla4]-S-Peptids vor und nach der 

Bestrahlung ergibt (Abb. 47), ist nicht möglich, da der enzymkinetische Test in diesem 

Bereich eine zu geringe Empfindlichkeit besitzt. Der isosbestische Punkt der UV-Spektren 

des 2`,3`-cCMP und des Hydrolyseprodukts 3`-CMP befindet sich bei 266 nm (228).  

In einem anschließenden Kontrollexperiment (Abb. 52 A u. B) wurde der Einfluss der 

Dunkelreaktion nach erfolgter photoinduzierter Auslenkung des cis/trans-Konformerengleich-

gewichts auf die Extinktion bei 290 nm in Abwesenheit des Substrats untersucht. Alle 

weiteren experimentellen Bedingungen entsprachen denen der Abbildungen 51 A und B. Die 

in den Abbildungen 52 A und B beobachtete geringfügige Abnahme der Extinktion muss bei 

der Bewertung der Ergebnisse zur photoinduzierten Schaltung der Aktivität der [ThioxoAla4]-

RNase S beachtet werden. Unter Berücksichtigung dieser Ergebnisse beträgt die Abnahme 

des Anfangsanstiegs in Abbildung 51 A nach der Bestrahlung 16 % und im Fall der Messung 

bei einem hohen Überschuss des S-Proteins 15,2 % (Abb. 51 B). 
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Abbildung 52: Einfluss der photoinduzierten cis/trans-Isomerisierung der Thioxoalanyl-Alanin-Peptid-
bindung des [ThioxoAla4]-S-Peptids auf die Extinktion bei 290 nm  
Die Messungen erfolgten bei 10 °C in 50 mM Natriumacetatpuffer (0,1 M NaCl, pH 6), bei einer 
Konzentration des S-Peptids von 2 µM und einer S-Proteinkonzentration von 2 (A) bzw. 60 µM (B). Die 
Messung wurde durch Zugabe des [ThioxoAla4]-S-Peptids gestartet. Die Bestrahlung einer 37,4 µM Lösung 
des [ThioxoAla4]-S-Peptids erfolgte vor Zugabe zum S-Protein mittels UV-Licht bei 260 nm (32 µJ * cm-2 * s

-

1; 5 min). Jede Gerade ist das Resultat einer kontinuierlichen Messung, bei der pro Sekunde ein Datenpunkt 
aufgezeichnet wurde.  

 
Unter der Annahme, dass das cis-Konformer des [ThioxoAla4]-S-Peptids nicht in der Lage ist 

mit dem S-Protein einen enzymatisch aktiven Komplex auszubilden bzw. das die 

[ThioxoAla4]-RNase S mit einer cis-Thioxopeptidbindung inaktiv ist, muss der cis-Gehalt im 

Konformerengleichgewicht nach erfolgter Bestrahlung, unter den verwendeten experimen-

tellen Bedingungen, mindestens 15 % betragen. 

Abbildung 53 ist zu entnehmen, dass der cis-Gehalt im photostationären Zustand von der 

Wellenlänge des zur Anregung verwendeten UV-Lichts abhängig ist. Die Ergebnisse der 

Abbildung 53 korrelieren mit den in der Tabelle 12 gezeigten Resultaten enzymkinetischer 

Messungen, in denen der Einfluss der photoinduzierten cis/trans-Isomerisierung durch 

Anregung der Thioxopeptidbindung des [ThioxoAla4]-S-Peptids mittels UV-Licht 

verschiedener Wellenlängen auf die enzymatische Aktivität der [ThioxoAla4]-RNase S 

untersucht wurde. Die Ergebnisse von Abbildung 53 und Tabelle 12 verdeutlichen den 

Zusammenhang zwischen dem cis-Anteil der Thioxopeptidbindung des [ThioxoAla4]-S-

Peptids im Konfomerengleichgewicht und der enzymatischen Aktivität der [ThioxoAla4]-

RNase S.  
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Abb. 53: Photoinduzierte cis/trans-Isomerisierung des 
[ThioxoAla4]-S-Peptids bei Anregung mit UV-Licht 
verschiedener Wellenlängen 
Dargestellt sind die UV-Spektren einer 36,6 µM Lösung des 
[ThioxoAla4]-S-Peptids in 50 mM Natriumacetatpuffer (pH 6, 
0,1 M NaCl) vor bzw. nach Bestrahlung (photostationärer 
Zustand) mit UV-Licht verschiedener Wellenlängen 
(Schichtdicke: 0,5 cm). 

 
 

Tabelle 12: Einfluss der Wellenlänge des zur photoinduzierten cis/trans-
Isomerisierung der Thioxopeptidbindung des [ThioxoAla4]-S-Peptids verwendeten 
UV-Lichts auf die enzymatische Aktivität der [ThioxoAla4]-RNase S          

 

UV-Licht (λ in nm) 

 

 

Aktivität (%) 

 

260 

 

84,8 

266 

 

91 

269 97 

Die Messungen erfolgten analog den Abbildungen 51 und 52 bei einer S-
Proteinkonzentration von 60 µM.  
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3.             Pin1-katalysierte Einzelbindungs-Konformationsänderungen  

                               in der Embryogenese von Xenopus laevis 

 

3. 1                         Ser(PO3H2)/Thr(PO3H2)-Pro- spezifische PPIasen 

 

Die reversible Phosphorylierung von Proteinen an Ser/Thr-Pro- Motiven spielt eine 

entscheidende Rolle bei der Steuerung elementarer biologischer Funktionen in der Zelle und 

dient u. a. der Regulation der Transkription, der Zelldifferenzierung, Proliferation und 

Organisation des Cytoskeletts (10, 246-252). Der Phosphorylierungsstatus der entsprechenden 

Proteine wird dabei durch das Zusammenspiel Ser/Thr-Pro- spezifischer Kinasen und 

Phosphatasen kontrolliert. Nach dem heutigen Stand der Erkenntnis sind Proteinkinasen und 

Proteinphosphatasen nur dann in der Lage ihre enzymatische Aktivität zu entfalten, wenn die 

entsprechenden Ser/Thr-Pro- bzw. Ser(PO3H2)/Thr(PO3H2)-Pro- Peptidbindungen in der 

trans-Konformation vorliegen (10, 253). Auf Grund ihrer relativ geringen Geschwindigkeit 

hat die cis/trans-Isomerisierung dieser Peptidbindungen einen entscheidenden Einfluss auf die 

Geschwindigkeit der Phosphorylierung bzw. Dephosphorylierung und damit auf die zeitab-

hängige biologische Aktivität des entsprechenden Proteins in der Zelle. Darüber hinaus führt 

die cis/trans-Isomerisierung der Ser(PO3H2)/Thr(PO3H2)-Pro- Motive zu verschiedenen 

Formen eines Proteins, die sich in Folge des reversiblen Charakters der cis/trans-

Isomerisierung langsam, bis zum Erreichen eines Gleichgewichtszustands, in einander 

umwandeln. Die verschiedenen Formen des Proteins unterscheiden sich strukturell oft nur 

innerhalb lokal begrenzter Bereiche, besitzen jedoch häufig eine unterschiedliche biologische 

Aktivität (Enzymaktivität oder Affinität gegenüber einem Interaktionspartner, 254-258). 

Somit ist die Konzentration der biologisch aktiven Form des entsprechenden Proteins in der 

Zelle nicht nur von dessen Phosphorylierungsstatus, sondern auch von der Lage des cis/trans-

Konfomerengleichgewichts abhängig. Eine zeitlich exakt abgestimmte Aktivierung und 

Deaktivierung dieser Proteine, wie sie z.B. bei der Steuerung des Zellteilungszyklus oder bei 

der Signaltransduktion unerlässlich ist, wird daher nur durch eine Kontrolle der cis/trans-

Isomerisierungsgeschwindigkeit der Ser(PO3H2)/Thr(PO3H2)-Pro- Peptidbindung möglich.  

Mit dem humanen Pin1 (hPin1, EC 5.2.1.8) wurde 1996 von Lu et al. (259) ein Enzym 

entdeckt, das mit hoher Effizienz die cis/trans-Isomerisierung von Ser(PO3H2)/Thr(PO3H2)-

Pro- Peptidbindungen katalysieren kann. Dabei ist eine Katalyse sowohl im denaturierten als 

auch im nativen (gefalteten) Zustand der Polypeptidkette möglich (10, 260, 261). 
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Homologe Proteine, die eine vergleichbare Spezifität für Phosphoproteine besitzen und die 

biologische Funktion des hPin1 komplementieren können, wurden in Saccharomyces 

cerevisia (ESS1/PTF1) (262-264), Drosophila melanogaster (Dodo) (265), Neurospora 

grassa (Ssp1) (266), verschiedenen Pflanzen (Par13) (267-269) und Xenopus laevis (270) 

gefunden.  

Das humane Pin1 (163 Aminosäuren, 18,2 kDa) besteht aus einer N-terminalen WW-Domäne 

(Aminosäuren 5-39) und einer C-terminalen katalytischen Domäne (Aminosäuren 51-163). 

Die Struktur und die Aminosäuresequenz des hPin1 sind in Abbildung 54 dargestellt (271). 

  

 

 
         10         20         30         40          50         60 
         |          |          |          |          |          | 
MADEEKLPPG WEKRMSRSSG RVYYFNHITN ASQWERPSGN SSSGGKNGQG EPARVRCSHL 
         70         80         90         100        110        120 
         |          |          |          |          |          | 
LVKHSQSRRP SSWRQEKITR TKEEALELIN GYIQKIKSGE EDFESLASQF SDCSSAKARG 
        130        140        150        160 
         |          |          |          | 
DLGAFSRGQM QKPFEDASFA LRTGEMSGPV FTDSGIHIIL RTE 

 

Abbildung 54: Struktur und Aminosäuresequenz des humanen Pin1 (hPin1) 
Die PPIase-Domäne (Aminosäuren 51-163) ist in roter, die WW-Domäne (Aminosäuren 5-39) in 
grüner Farbe dargestellt. 

 

Die entsprechenden homologen, in verschiedenen eukaryontischen Organismen gefundenen 

Proteine, haben einen ähnlichen Aufbau und besitzen, mit Ausnahme der in Pflanzen 

gefunden Vertreter, neben der PPIase-Domäne ebenfalls eine WW-Domäne am N-Terminus. 

WW- 
Domäne 

PPIase- 
Domäne 
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Auf Grund von Gemeinsamkeiten in der Aminosäuresequenz und der Tatsache, dass die 

PPIase-Aktivität dieser Proteine nicht durch Cyclosporin A (Inhibition von PPIasen des 

Cyclophilin-Typs) oder FK506 (Inhibition von PPIasen des FKBP-Typs) inhibiert werden 

kann, wurden das hPin1 und die entsprechenden homologen Proteine, der Parvulin-Familie 

der PPIasen zugeordnet. Im Gegensatz zu den PPIasen des Pin1-Typs, besitzen die anderen 

Vertreter der Parvuline keine N-terminale WW-Domäne und sind nicht in der Lage, die 

cis/trans-Isomerisierung von Ser(PO3H2)/Thr(PO3H2)-Pro- Peptidbindungen zu katalysieren. 

Somit nehmen die PPIasen des Pin1-Typs, auf Grund ihrer Substratspezifität, eine besondere 

Stellung innerhalb der Familie der PPIasen ein. Eine WW-Domäne ist ein Modul, das der 

Erkennung und Bindung eines Interaktionspartners (Protein/Protein-Wechselwirkung) dient 

(272). Dabei wird zwischen fünf verschiedenen Typen der WW-Domäne unterschieden. Die 

Typen I-III binden selektiv an Prolin-reiche Motive entsprechender Interaktionspartner, 

während WW-Domänen vom Typ IV, zu denen auch die WW-Domäne des Pin1 und 

homologer Proteine zählt, selektiv an Ser(PO3H2)/Thr(PO3H2)-Pro- Motive binden (273-275). 

WW-Domänen vom Typ V bevorzugen Pro-Arg- Motive (276). 

Die PPIase-Domäne des hPin1 besitzt als zentrales Strukturelement ein viersträngiges 

antiparalleles ß-Faltblattmotiv, das von vier Helices umgeben ist. Die Aminosäuren Lys63, 

Arg69 und Arg69 bilden eine Triade basischer Aminosäuren, die in Ser(PO3H2)/ Thr(PO3H2)-

Pro- spezifischen Parvulinen konserviert ist. Sie dient der Erkennung und Bindung der 

Phosphatgruppe entsprechender Substrate. Auch Aminosäuren, die an der Bindung des Prolin-

Ringsystems (Phe134, Met130, Leu122) und am Katalysemechanismus (His59, Cys113, 

His157) beteiligt sind, sind in diesen Proteinen konserviert. Die WW-Domäne enthält ein 

dreisträngiges ß-Faltblattmotiv als dominantes Sekundärstrukturelement und vermittelt als 

Ser(PO3H2)/Thr(PO3H2)-Pro- Bindungsmodul die Interaktion zwischen hPin1 und den 

entsprechenden Substraten in der Zelle (274).  

Die biologische Funktion des Pin1 und der entsprechenden homologen Proteine ist sehr 

vielfältig. Sie sind u. a. an der Regulation des Zellzyklus (10, 259, 270, 277-280), der 

Transkription (251, 278, 281) und der Steuerung von DNA-Reparaturmechanismen (276, 

282) beteiligt. In dieser Funktion nimmt Pin1 eine wichtige Rolle bei der Entstehung von 

Krebserkrankungen ein. Pin1 fördert darüber hinaus die Dephosphorylierung des hyper-

phosphorylierten Tau-Proteins und wirkt damit der Entstehung der Alzheimer Erkrankung 

entgegen. Eine Hyperphosphorylierung dieses Proteins führt, als eine der Ursachen der 

Alzheimer Erkrankung, zur Entstehung unlöslicher Proteinfilamente im Nervengewebe (283-

286). 
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In vielen eukaryontischen Organismen ist Pin1 bzw. das entsprechende homologe Protein 

essentiell für die Progression des Zellzyklus. Die Depletion des humanen Pin1 (hPin1) in 

menschlichen Tumorzellen bzw. des entsprechenden homologen Proteins in Hefezellen 

(ESS1), führte zu einer Arretierung der Zellen in der Mitosephase (M-Phase) des Zellzyklus 

(259). Dieses Verhalten ist die Folge eines verfrühten Eintritts der Zellen in die M-Phase, 

denn hPin1 und die entsprechenden homologen Proteine eukaryontischer Organismen, über-

nehmen eine wichtige Kontrollfunktion beim Übergang der Zellen von der G2- zur M-Phase 

des Zellzyklus (270). Dabei konnte unter Verwendung des Krallenfroschs Xenopus laevis 

gezeigt werden, dass die Kontrollfunktion des Pin1 am G2→M-Übergang des Zellzyklus an 

dessen PPIase-Aktivität geknüpft ist. Die Depletion des Pin1 homologen Proteins der Hefe- 

(ESS1) oder die Verminderung der Pin1-Konzentration in HeLa-Zellen durch Antisense-

Technik, verursachten ein verfrühtes Einleiten der Mitose mit nachfolgendem Mitosearrest 

und führten letztlich zur Kernfragmentierung und Apoptose. Im Gegensatz dazu unterdrückt 

eine Überexpression des hPin1 bzw. homologer Proteine den Übergang von der G2- zur M-

Phase des Zellzyklus (279, 280). Pin1 übernimmt eine wichtige Kontrollfunktion am 

Replikationscheckpoint, der den Übergang in die M-Phase an eine korrekt abgeschlossene 

DNA-Replikationsphase (S-Phase) koppelt. Zellen, denen Pin1 fehlt, verlieren diese 

Kopplung und werden auch bei nicht abgeschlossener oder fehlerhafter Replikation in die M-

Phase getrieben, die aber nicht mehr erfolgreich abgeschlossen werden kann (270).  

Das humane Pin1 spielt eine wichtige Rolle bei der Onkogenese und Progression von 

Krebserkrankungen. Es gewinnt in jüngster Zeit zunehmende Aufmerksamkeit als 

prognostischer Faktor für den Krankheitsverlauf und die Entwicklung potentieller Medika-

mente zur Behandlung von Tumorerkrankungen (287). Pin1 ist in verschiedenen Formen des 

Lungen-, Brust-, Prostata- und Darmkarzinoms, sowie verschiedenen Sarkomen (Lymphom, 

Melanom) überexpremiert (277, 278, 288, 289). Bei Brust- und Prostatakarzinomen korreliert 

die Stärke seiner Überexpression mit dem Stadium der Erkrankung und kann als 

prognostischer Faktor für den weitern Krankheitsverlauf (Remissionsrate) verwendet werden 

(290).  

Pin1 greift an verschiedenen Stellen in das Netzwerk der Signalkaskaden, welche die 

Onkogenese und das Wachstum der Tumorzellen steuern, ein und bewirkt dabei durch 

Aktivierung verschiedener Transkriptionsfaktoren (z.B. c-Jun, ß-Catenin) eine Über-

expression verschiedener Aktivatoren der Zellteilung (z.B. Cyclin D1, Cdc25, 277, 278, 281, 

287, 291). Beispielsweise führt bei der Entstehung von Brustkrebs eine Überexpression von 

Pin1 über multiple Mechanismen zu einer übermäßigen Aktivierung des Zellzyklusregulators 
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Cyclin D1 (292, 293). Eine Verstärkung der Expression des Zellteilungsaktivators Cyclin D1 

ist typisch für die meisten Formen von Brustkrebs.  

Das humane Pin1 könnte aus mehreren Gründen besonders gut als Target zur Behandlung von 

Krebserkrankungen geeignet sein. Eine Depletion des hPin1 in mehreren Tumorzelllinien 

bewirkte eine Arretierung in der Mitosephase und nachfolgende Apoptose (259, 294, 295). 

Die einzigartige Substratspezifität des hPin1 eröffnet die Möglichkeit, Inhibitoren zu finden, 

die keinen Einfluss auf die biologische Funktion von Vertretern anderer Familien der PPIasen 

ausüben. Chemotherapeutica auf der Basis selektiver hPin1- Inhibitoren könnten möglicher-

weise die gewöhnlich in der Tumorbehandlung eingesetzten DNA- schädigenden Substanzen, 

die eine große Toxizität für Zellen des gesamten Organismus besitzen, ersetzen. Es besteht die 

Hoffnung, dass selektive Inhibitoren des hPin1 nur eine geringe allgemeine Toxizität für den 

menschlichen Organismus besitzen. Diese Hoffnung wird durch Experimente unter Verwen-

dung transgener Mäuse gestützt, bei denen das hPin1 auf Genebene deletiert wurde. Diese 

Tiere zeigen nur geringfügige Abnormalitäten bei der Entwicklung der Brustdrüse und der 

Keimzellproliferation bzw. nur bei älteren Tieren zu beobachtende, geringfügige 

Veränderungen im Nervensystem (259, 296-298). Auch die Deletion des Gens dodo, welches 

in Drosophila melanogaster das Pin1- homologe Protein Dodo kodiert, führte zu lebens-

fähigen und fortpflanzungsfähigen Tieren (299), die jedoch Störungen in der Oogenese zeigen 

(265). 

Diese Ergebnisse stehen allerdings im Gegensatz zur Letalität der Depletion des Pin1-

homologen Proteins (ESS1) in den Hefen Candida albicans (300) und Saccharomyces 

cerevisia (262). In höheren eukaryontischen Organismen könnten daher vielleicht andere, 

möglicherweise noch unbekannte Vertreter aus der Familie der PPIasen, einen Teil der 

biologischen Funktion des depletierten Pin1 übernehmen. Dies könnte erklären, warum die 

Depletion des Pin1 in Mäusen bzw. des Pin1-homologen Proteins Dodo von Drosophila 

melanogaster nur relativ geringfügige phänotypische Veränderungen bewirken. 

Das Vertreter anderer Familien der PPIasen verschiedene Aufgaben Pin1-homologer Proteine 

übernehmen können, wurde unter Verwendung des Temperatur-sensitiven Stamms ess1
ts

 von 

Saccharomyces cerevisiae gezeigt. In diesen Hefezellen trägt das Pin1-homolge Protein ESS1 

eine Mutation, die zu einer Destabilisierung des Proteins führt. Während diese Hefezellen bei 

30 °C normales Wachstum zeigen, ist diese Mutation bei 37 °C letal. Nur bei einer verstärkten 

Expression des Cyp18-Gens CPR1 oder des FKBP12-Gens FPR1 sind diese Hefezellen 

lebensfähig (301). Die PPIasen Cyp18 und FKBP12 können somit wichtige biologische 

Funktionen des Pin1-homolgen Proteins ESS1 übernehmen. Wie bereits erwähnt, sind 
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Hefezellen in denen das Pin1-homologe Protein ESS1 deletiert wurde, normalerweise nicht 

lebensfähig. Überraschenderweise konnten jedoch von Fujimori et al. (302) vitale Hefezellen 

isoliert werden, in denen das Gen ess1 deletiert war. Mit Hilfe der Microarray-Analyse konnte 

gezeigt werden, dass das Cyp18-Gen in diesen Zellen verstärkt expremiert wird, und wichtige 

biologische Funktionen des ESS1 übernehmen kann. Mit Hilfe der “Real-Time-PCR“ wurde 

festgestellt, dass in embryonischen Fibroblasten Pin1 depletierter Mäuse die PPIase Par14 

überexprimiert ist (303) und somit möglicherweise verschiedene biologische Funktionen des 

Pin1 übernehmen kann. Par14 repräsentiert, neben Pin1, einen weiteren Vertreter der 

Parvulin-Familie der PPIasen in eukaryontischen Organismen (304, 305). Dieses Enzym ist 

jedoch, wie alle anderen bekannten, nicht zu Pin1 homologen PPIasen, nicht in der Lage, die 

cis/trans-Isomerisierung von Ser(PO3H2)/Thr(PO3H2)-Pro- Peptidbindungen zu katalysieren 

(260). Darüber hinaus besitzt es keine N-terminale WW-Domäne, welche für die meisten 

Vertreter Pin1-homologer Proteine typisch ist. 

Auf Grund der verschiedenen Resultate, die Untersuchungen zur Bedeutung der PPIase-

Aktivität des Pin1 und homologer Proteine (Katalyse der  cis/trans-Isomerisierung von 

Ser(PO3H2)/Thr(PO3H2)-Pro- Peptidbindungen) für die Regulation des Zellzyklus unter 

Verwendung gentechnisch modifizierter Zellen erbrachten, gilt der Suche nach spezifischen 

Inhibitoren der PPIase-Aktivität des Pin1 ein besonderes Interesse. Nur mit Hilfe solcher 

Inhibitoren, die zu verschiedenen Zeitpunkten einem Organismus appliziert werden könnten, 

wäre eine exakte Analyse der Bedeutung des Pin1 oder der entsprechenden homologen 

Proteine für die Steuerung des Zellteilungszyklus oder die Entwicklung des Organismus 

möglich.  

Juglon (5-Hydroxy-1,4-Naphtochinon), das einen irreversiblen Inhibitor des Pin1 (306) 

darstellt, ist jedoch auf Grund seiner geringen Spezifität für solche Experimente ungeeignet. 

Die Behandlung menschlicher Tumorzellen mit Juglon führt, wie die Depletion des Pin1 mit 

Hilfe gentechnischer Methoden, zum mitotischen Arrest und nachfolgender Apoptose (294). 

Der genaue Mechanismus über den Juglon diese Wirkung entfaltet ist jedoch unklar, da es als 

Thiolgruppen-modifizierendes Reagenz mit vielen verschiedenen Proteinen reagiert. So 

verhindert Juglon beispielsweise, über einen noch unbekannten Mechanismus, die Ausbildung 

des Präinitiationskomplexes der Transkiption. Darüber hinaus bewirkt es eine Modifikation 

der RNA Polymerase II (307), die ihrerseits ein Substrat des Pin1 bzw. homologer Proteine 

darstellt (308-310). 

Mit Hilfe der kombinatorischen Chemie wurden Inhibitoren auf der Basis aromatischer 

Dicarbonsäureimide entwickelt, die eine Hemmung der PPIase-Aktivität des hPin1 mit IC50-
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Werten im unteren µ-molaren Bereich bewirkten (303). Die Behandlung verschiedener 

Tumorzelllinien mit diesen Inhibitoren führte zu einer Hemmung der Proliferation mit 

vergleichbaren IC50-Werten. Diese Inhibitoren sind allerdings nicht spezifisch für hPin1, da 

hPar14 mit vergleichbaren IC50-Werten gehemmt wird. Es ist daher nicht möglich eine 

Aussage darüber zu treffen, ob die beobachteten Effekte durch eine Inhibierung des hPin1 

oder in Folge einer gleichzeitigen Hemmung der Aktivität des hPin1 und hPar14 auftreten. 

Außerdem wurde nicht untersucht, ob die WW-Domäne des hPin1 ebenfalls eine Affinität 

gegenüber diesen Inhibitoren besitzt.  
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3. 2             Entwicklung und Charakterisierung Pin1-spezifischer Inhibitoren   

 

Die für das Screening bezüglich hochaffiner Pin1-Liganden verwendete Bibliothek wurde mit 

Hilfe der automatisierten Spotsynthese erhalten und bestand aus 1000 Cellulosemembran-

gebundenen Phosphopeptiden der allgemeinen Struktur Ac-Xaa-Thr(PO3H2)-Yaa-Zaa-

NHCH((CH2)2CONH-Linker)COOH (Xaa, Yaa, Zaa: variable Bausteine). Die Synthese 

erfolgte mit Hilfe eines Standardprotokolls unter Verwendung der Fmoc-Strategie. Den C-

Terminus der Grundstruktur bildet ein N
ε-alkylierter Glutaminrest. Dieser entsteht bei der 

Synthese durch Kondensation der ungeschützten Carboxylgruppe der Seitenkette des 

Aminosäurederivats Fmoc-Glu-OtBu mit der freien Aminogruppe des Matrix-gebundenen ß-

Alanyl-Alanin-Linkers. Für die Positionen Xaa und Zaa wurden neben Phenylalanin neun 

nichtproteinogene, hydrophobe Aminosäuren ausgewählt. Die Variation in der Position Yaa 

erfolgte unter Verwendung von acht N-Alkylaminosäuren. Die Auswahl von hydrophoben 

Aminosäuren in den Positionen Xaa bzw. Zaa und N-Alkylaminosäuren in Position Yaa 

entspricht der bekannten Aminosäurepräferenz der PPIase-Domäne des hPin1 für 

Peptidsubstrate bezüglich der P2- und P2`- Position bzw. ihrer Spezifität für 

Ser(PO3H2)/Thr(PO3H2)-Pro- Motive im Bereich der P1/P1`- Position (260, 311). Die 

Strukturen der in den variablen Positionen verwendeten  nichtproteinogenen Amino- bzw. N-

Alkylaminosäuren sind in Abbildung 55 zusammengefasst. Darüber hinaus wurde durch den 

Einbau der 4-Aminomethyl-cyclohexancarbonsäure und 4-Aminomethyl-benzoesäure in der 

Position Yaa analysiert, ob Pin1 in der P1’-Position sechsgliedrige Ringe akzeptiert, wenn 

diese nicht über eine imidische, wie es bei Nα-Alkylaminosäuren der Fall wäre , sondern über 

eine amidische Peptidbindung mit dem O
γ1-Phosphothreonylrest verbunden sind. Die 

Verwendung von nichtproteinogenen Amino- bzw. N-Alkylaminosäuren in den variablen 

Positionen sollte gewährleisten, dass mit Hilfe des Screenings Pin1-Liganden gefunden 

werden, die sich für in vivo Untersuchungen eignen. Dies setzt voraus, dass sie in Zell-

extrakten bzw. im Cytosol eine hohe Stabilität besitzen und dem zufolge von zellulären 

Proteasen und Phosphatasen möglichst nicht als Substrate akzeptiert werden.  

Da sowohl die PPIase- als auch die WW-Domäne des hPin1 spezifisch an 

Ser(PO3H2)/Thr(PO3H2)-Pro- Motive entsprechender Zielproteine binden und beabsichtigt 

wurde, Pin1-Liganden zu finden, die ausschließlich mit der PPIase-Domäne wechselwirken, 

ohne die Funktion der WW-Domäne zu beeinflussen, erfolgte das Screening unter 

Verwendung der isolierten PPIase-Domäne. 
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Abbildung 55: Strukturen der für die variablen Position Xaa und Zaa (A) bzw. Yaa (B) in der Bibliothek 
Cellulose-gebundener Phosphopeptide verwendeten Amino- bzw. N-Alkylaminosäuren  
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Aminosäurerest der Position Zaa beeinflusst, während sie in Position Xaa das gesamte 

Spektrum der verwendeten hydrophoben Aminosäuren toleriert. Gegenüber Phosphopeptiden 

der Bibliothek mit den Aminosäureresten des α-tertButyl-glycins, α,α-Dibutyl-glycins und 

der 2-Aminobenzoesäure hat die PPIase-Domäne des hPin1 eine besonders geringe Affinität, 

während sie offensichtlich eine Präferenz für die Aminosäuren ß-(4-Biphenylyl)-alanin, ß-(3-

Benzothienyl)-alanin und ß-(2-Naphtyl)-alanin besitzt.    
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Abbildung 56: Screening einer Bibliothek Cellulose-gebundener Phosphopeptide auf potentielle hPin1-
Liganden  
A) Die Bibliothek wurde mit Hilfe der automatisierten Spotsynthese an einer Cellulosemembran 
synthetisiert und besteht aus 1000 Peptiden mit der Grundstruktur Ac-Xaa-Thr(PO3H2)-Yaa-Zaa-
NHCH((CH2)2CONH-Linker)COOH. Das Screening erfolgte durch Inkubation der Membran mit der 
rekombinanten PPIase-Domäne des hPin1 und anschließendem Elektroblotting des Proteins auf eine Nitro-
cellulosemembran. Detektiert wurde das Protein mit Hilfe eines hPin1 PPIase-Domänen spezifischen Anti-
serums (Kaninchen, primärer Antikörper) und einen POD-konjugierten sekundären Antikörper. Die 
Visualisierung erfolgte mittels Chemilumineszensreaktion unter Verwendung des SuperSignal®-Substrats 
von Pierce. Die Zahlen an der linken Seite der Abbildung representieren die Nummer des ersten Spots 
innerhalb einer Zeile. Der zu einem Phosphopeptid (Spot) gehörige Baustein Yaa kann an der oberen Seite 
der Abbildung 56A abgelesen werden (zB. Spot 749, markiert durch roten Kreis, Yaa= Amc). 
B) Mit Hilfe der Abbildung 56B können einem Spot die entsprechenden Bausteine der Position Xaa und 
Zaa zugeordnet werden. Xaa kann mit Hilfe einer horizontalen Linie, ausgehend vom entsprechenden 
Hunderter-Bereich (dargestellt an der linken Seite der Abbildung) in dem sich der Spot befindet, ermittelt 
werden. Da sich Spot 749 im Bereich von 701-800 befindet, resultiert für Xaa die Aminosäure Abz. Zaa 
kann mit Hilfe einer vertikalen Linie ausgehend vom entsprechenden Zehner-Bereich (dargestellt im 
Tabellenkopf), zu dem der Spot gehört, ermittelt werden. Spot 749 gehört zum Zehner-Bereich 41-50, 
daraus folgt: Zaa= Cha. 
 

 

Anschließend wurden ausgewählte Sequenzen der Bibliothek in Form löslicher Phosphopep-

tide synthetisiert und deren Einfluss auf die PPIase-Aktivität des hPin1 mit Hilfe enzymkine-

tischer Messungen bestimmt. Dabei wurden sowohl Sequenzen der Bibliothek zu denen die 

PPIase-Domäne des hPin1 offensichtlich eine hohe Affinität besitzt (schwarz gefärbte Spots) 

als auch Sequenzen bezüglich derer die PPIase-Domäne scheinbar nur eine geringe Affinität 

aufweist (graue bzw. nicht gefärbte Spots) ausgewählt. Damit ist eine Verifizierung der 

Ergebnisse des Screenings durch Vergleich mit den Resultaten der enzymkinetischen 

Messungen möglich. 

Auf Grund von Experimenten, die sich an die erhoffte Entdeckung eines hochaffinen Pin1-

Liganden anschließen sollten (Nachweis der Bindung des Pin1-Liganden durch authentisches 

Pin1 als Voraussetzung für in vivo Experimente, Analyse der Selektivität der Ligandbindung 
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bezüglich der Phosphopeptid-spezifischen PPIase- und WW-Domäne, Untersuchung der 

Lokalisation eines Pin1-Liganden nach Applikation in der Zelle), wurden die löslichen 

Phosphopeptide N-terminal um einen Biotin-konjugierten Linker verlängert. Die Bestimmung 

der Inhibierung der PPIase-Aktivität des hPin1 durch die erhaltenen biotinylierten Phospho-

peptide erfolgte unter Verwendung des Protease- freien PPIase Tests (312, 313). Die 

Ergebnisse der enzymkinetischen Messungen sind in Tabelle 13 zusammengefasst. 

 

Tabelle 13: Inhibierung der PPIase-Aktivität des hPin1 durch verschiedene Phospho-
peptide 

  

Peptid 
 

Position 

 

 Xaa Yaa Zaa IC50 (µM) 

1 tBuPhe Pro Nal 30 

2 Thi Pro Bip 22 

3 Bth Pro Cha >50 

4 Bth Pro Nal 20 

5 Bip Pro Bth 15 

6 Bip Pro Nal 18 

7 Nal Pro tBuGly >50 

8 Nal Pro Cha >50 

9 tBuPhe MeAla Nal 10 

10 Thi MeAla Nal 15 

11 Cha MeAla Nal 7 

12 Phe MeAla Bth 20 

13 tBuPhe Tic Bth 8 

14 Cha Tic Nal 25 

15 Bth Pip Nal 0,21 

Die allgemeine Struktur der untersuchten Peptide lautet: Ac-Lys(Nε-Biotinoyl)-Ala-Ala-
Xaa-Thr(PO3H2)-Yaa-Zaa-Gln-NH2. Die Messungen erfolgten in Hepes-Puffer (35 mM, 
pH 7,8) bei 10 °C unter Verwendung des Protease-freien PPIase Tests (Substrat: H-Abz-
Ala-Glu-Pro-Phe-NH-Np). 

 

Peptide der Tabelle 13, deren Strukturen von Vertretern der Bibliothek abgeleitet sind, die 

beim Screening ein schwaches Signal ergaben (Peptide 3, 7, 8), zeichnen sich durch einen 

relativ hohen IC50- Wert der Inhibierung des hPin1 aus. Im Gegensatz dazu bewirken 

Phosphopeptide der Tabelle 13, die sich von Strukturen der Bibliothek ableiten, die beim 
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Screening offensichtlich bevorzugt durch die PPIase-Domäne erkannt wurden (schwarz-

gefärbte Spots), eine relativ starke Hemmung der Enzymaktivität. Der niedrigste IC50-Wert 

wurde für Peptid 15 (Ac-Lys(Nε-Biotinoyl)-Ala-Ala-Bth-Thr(PO3H2)-Pip-Nal-Gln-NH2) 

gefunden und beträgt etwa 200 nM. Der Austausch der Piperidin-2-carbonsäure in Position P1' 

von Peptid 15 gegen Prolin (Peptid 4), bei dem lediglich ein sechs- durch ein fünfgliedriges 

Ringsystem ersetzt wurde, führte zu einer Zunahme des IC50-Werts um den Faktor 100. Wie 

für die Substratspezifität des Enzyms erwartet, bewirkt das unphosphorylierte Derivat von 

Peptid 15 keine Hemmung der PPIase-Aktivität. 

Da sowohl die PPIase- als auch die WW-Domäne eine Bindungsstelle für 

Ser(PO3H2)/Thr(PO3H2)-Pro- Motive entsprechender Substratproteine aufweisen, wurde im 

nächsten Schritt analysiert, durch welche hPin1-Domäne Peptid 15 bevorzugt gebunden wird. 

Die Lösung dieser Fragestellung erfolgte mittels "Far-Western-Blot"- Analyse. Zu diesem 

Zweck wurden GST-hPin1 bzw. seine mit GST fusionierten einzelnen Domänen auf eine 

Nitrocellulosemembran gespottet und anschließend mit Peptid 15 inkubiert. Der Nachweis 

einer spezifischen Bindung von Peptid 15 durch das entsprechende GST-Fusionsprotein 

erfolgte mit Hilfe des POD-konjugierten Streptavidins. Streptavidin ist ein Protein, das Biotin 

mit hoher Affinität und Spezifität bindet. Somit kann dessen Bindung an den biotinylierten 

Linker von Peptid 15 leicht über die POD-Aktivität in einer Farbreaktion beobachtet werden. 

Abbildung 57A ist zu entnehmen, dass Peptid 15 ausschließlich durch GST-hPin1 und die mit 

GST fusionierte PPIase-Domäne gebunden wird. 

Analoge Experimente unter Verwendung verschiedener hPin1-Varianten, bei denen 

Aminosäurereste in der PPIase-Domäne, die offensichtlich für die Substratbindung bzw. den 

Katalysemechanismus von Bedeutung sind, substituiert wurden (K63A-; S67E-; R68,69R-, 

C113A-; H59A- und S154F-hPin1) zeigen, dass die Affinität einer Variante des GST-hPin1 

gegenüber Peptide 15 im engen Zusammenhang mit seiner PPIase Aktivität steht (Abb. 57B). 

Die Ergebnisse stützen die Vermutung, dass die Bindung des Pin1- Liganden Peptid 15 auf 

ähnliche Art und Weise erfolgt wie die Substratbindung. Darüber hinaus ist es möglich, dass es 

sich bei Peptid 15 nicht um einen Inhibitor sondern um ein Substrat handelt, dass mit dem 

Substrat, dessen cis/trans-Isomerisierung im PPIase-Assay verfolgt wird, um die Bindungs-

stelle im aktiven Zentrum der PPIase-Domäne konkurriert. Der Austausch der Aminosäure 

Ser16, die sich in der WW-Domäne befindet, gegen Glu, führt zu einer hPin1-Variante, bei der 

die WW-Domäne nicht mehr in der Lage ist, ihre natürlichen Phosphoproteinsubstrate zu 

binden (295). Sie hat jedoch erwartungsgemäß keinen Einfluss auf die Affinität des hPin1 

gegenüber Peptid 15. 



 93 

 

 

 
GST 

 

GST-hPin1 
 

GST-WW-Domäne 
 

GST-PPIase-Domäne 

Peptid 15 

 

 

Kontrolle 

 

Abbildung 57A: Analyse der Selektivität der Bindung von Peptid 

15 durch hPin1 bezüglich der PPIase- und WW-Domäne 
Eingesetzt wurden 1; 5; 10; 52,5; 105 pmol (beginnend von links) 
GST, GST-hPin1 sowie der GST-fusionierten PPIase bzw. WW-
Domäne auf den Nitrocellulosemembranen. Die Membranen 
wurden anschließend mit einer 1 µM Lösung des Peptids 15 bzw. 
50 µM Lösung seines unphosphorylierten Derivats (Kontrolle) 
inkubiert. Der Nachweis des spezifisch gebundenen Peptids 15 
erfolgte mit Hilfe des POD-konjugierten Streptavidins in 
Kombinations mit einer Chemielumineszensreaktion.  
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GST-hPin1 1001) 

GST-hPin1 Lys63Ala 0,21) 

GST-hPin1 Ser67Glu 0,31) 

GST-hPin1 Arg68,69Ala 0,41) 

 

GST-hPin1 Cys113Ala 6,01) 

GST-hPin1 Ser16Glu 1003) 

GST-hPin1 His59Ala 5,72) 

 

 

 

 

 

GST-hPin1 Ser154Phe 351) 

Abbildung 57B: Analyse der Bindung von Peptid 15 durch 
verschiedene Varianten des GST-hPin1 
Die angegebenen Mengen des Peptids 15 wurden auf eine Nitro-
cellulosemembran gespottet und anschließend mit dem entsprechenden 
Protein inkubiert. Detektiert wurde das gebundene Protein mit Hilfe 
eines für die PPIase-Domäne des hPin1 spezifischen Antiserums und 
einem POD-konjugierten sekundären Antikörper. Die Visualisierung 
erfolgte unter Verwendung des SuperSignal®-Substrats von Pierce. 

Angegebene Restaktivitäten beziehen sich auf die Aktivität (kcat/Km-

Wert) des Wildtyps (GST-hPin1). 
1; 2)

 Die PPIase-Aktivitäten wurden 

von Zhou et al. bzw. Yaffe et al. (10, 260) bestimmt. 
3)

 
Aktivitätsmessungen unter Verwendung der Ser16Glu- Variante des 
hPin1 erfolgten mit Hilfe des Protease-freien Tests.  

 

Frühere Untersuchungen haben gezeigt, dass eine Inversion des C
α-Stereozentrums 

(Austausch einer L- gegen eine D-Aminosäure) in der P1-Position von PPIase-Substraten zu 

Derivaten führen, gegenüber denen das entsprechende Enzym keine bzw. eine deutlich ver-
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minderte Aktivität besitzt. Dieser Effekt wird vermutlich von einer sterischen Hinderung bei 

der Ausbildung des Übergangszustands der Katalyse verursacht, die auf eine Änderung der 

räumlichen Anordnung der Aminosäureseitenkette in der P1-Position zurück zuführen ist. 

Bemerkenswert ist, dass diese Verbindungen häufig mit einer dem Substrat vergleichbaren 

oder höheren Affinität im aktiven Zentrum der PPIasen gebunden werden (314). In 

Übereinstimmung mit diesen Ergebnissen, führte der Austausch des O
γ1-Phosphothreonins 

von Peptid 15 gegen die entsprechende phosphorylierte D-Aminosäure (Peptid 16), zu einer 

Abnahme des Ki-Werts der Inhibierung des hPin1 von 183 auf 1,2 nM (Tab. 14).  

 

 
Tabelle 14: Ki-Werte der Inhibierung der PPIase-Aktivität des hPin1 und XlPin1 durch verschiedene 
Phosphopeptide 

Peptid 

 

Sequenz  

Ki (nM) 

15 Ac-Lys(Nε-Biotinoyl)-Ala-Ala-Bth-Thr(PO3H2)-Pip-Nal-Gln-NH2 183 ± 2a) 

16 Ac-Lys(Nε-Biotinoyl)-Ala-Ala-Bth-D-Thr(PO3H2)-Pip-Nal-Gln-NH2 1,2 ± 0,6c) 

17 Ac-Phe-D-Thr(PO3H2)-Pip-Nal-Gln-NH2 28,2 ± 3,6a)/34,4 ± 1b) 

Die Ki- Werte der Inhibierung der PPIase-Aktivität des hPin1
a)

 und XlPin1
b)

 wurden mittels Protease-

freiem Test unter Verwendung des Substrats H-Abz-Ala-Glu-Pro-Phe-NH-Np bestimmt. 
c)

 Die Messung 
des Ki- Werts erfolgte im Protease-gekoppelten Assay unter Verwendung des Substrats Ac-Ala-Ala-
Ser(PO3H2)-Pro-Arg-NH-Np und Trypsin als isomerspezifischer Protease. Alle Messungen wurden bei 10 
°C in Hepes-Puffer (35 mM, pH 7,8) durchgeführt. 

 

Für die geplanten in vivo Experimente, in denen durch Mikroinjektion eines Pin1-Liganden 

der Einfluss einer selektiven Inhibierung der PPIase-Aktivität des Pin1 auf den Zellzyklus und 

die Embryonalentwicklung von X. laevis untersucht werden sollte, musste die Molmasse von 

Peptid 16 (1376,5 g/mol) durch eine Verkleinerung des Moleküls verringert werden 

(Erhöhung des Diffusionskoeffizienten des Pin-Liganden). Dadurch ist gewährleistet, dass 

sich die injizierte Substanz im viskosen Zytosol des Embryos möglichst schnell verteilt. Das 

resultierende Peptid 17 (Ac-Phe-D-Thr(PO3H2)-Pip-Nal-Gln-NH2, Mm: 823,8 g/mol) bewirkt 

eine Hemmung der PPIase-Aktivität des hPin1 und XlPin1 mit Ki- Werten im nanomolaren 

Bereich (Tab. 14).  

Der Nachweis, dass Peptid 17 in Analogie zu Peptid 15 selektiv durch die PPIase-Domäne 

der beiden Phosphopeptid-spezifischen Domänen des Pin1 gebunden wird, erfolgte mit Hilfe 

der isothermen Titrationskalorimetrie (Abb. 58). Der mit Hilfe des ITC-Experiments 

bestimmte KD- Wert liegt mit 19,3 nM im selben Bereich wie der in Tabelle 14 für Peptid 17 

aufgeführte, mittels Protease-freiem Assay bestimmte Ki- Wert. Aus der Titrationskurve lässt 
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sich ableiten, dass Peptid 17 durch hPin1 in einem stöchiometrischen Verhältnis von 1:1 

gebunden wird. 
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Abbildung 58: Thermodynamische Charakterisierung der Bindung von Peptid 17 
durch hPin1 mittels isotherme Titrationskalorimetrie  
A: Die Peaks representieren die bei einem Injektionsschritt freigesetzte Wärme. 
Nach der 11. Injektion wird nur noch die Verdünnungswärme beobachtet. Die 
Titration erfolgte bei 10 °C in Hepes-Puffer (35 mM, pH 7,8).  
B: Die Flächen der in A dargestellten Peaks wurden gegen das molare Verhältnis von 
Peptid 17 zu hPin1 aufgetragen. Die Titrationskurve (schwarze Linie) wurde mit 
Hilfe der nichtlinearen Regression unter Verwendung eines Einseitenbindungs-
modells erhalten und lieferte folgende Konstanten: ∆H = -19,1 ± 0,15 kJ/mol, T∆S = 
22,8 ± 2,2 kJ/mol, N = 0,96 (Stöchiometrie der Assoziation) und KAss = 5,18 × 107 ± 
7 × 106 M-1 (Assoziationskonstante). The Dissoziationskonstante KD wurde mit Hilfe 
der Gleichung KD= 1/KAss ermittelt und beträgt 19,3 ± 2,6 nM. 
  

Darüber hinaus ergab die ITC-Messung unter Verwendung der PPIase-Domäne des hPin1 

(Protein enthält keine WW-Domäne) identische thermodynamische Konstanten. Diese 

Ergebnisse verdeutlichen, dass Peptid 17, wie für Peptid 15 mittels “Far-Western Blot“- 

Analysen ermittelt, spezifisch durch die PPIase-Domäne gebunden wird. Somit führt die 

Inversion des Cα-Stereozentrums in der P1-Position zu keiner Änderung in der Selektivität der 

Bindung der Peptide bezüglich der beiden Phosphopeptid-spezifischen Domänen des hPin1.  

Die Verwendung eines Phosphopeptids für in vivo Experimente setzt voraus, dass es eine hohe 

Stabilität gegenüber zellulären Phosphatasen und Proteasen besitzt. Die Stabilität der Peptide 

15, 16 und 17 in zytoplasmatischen Extrakten von HeLa-Zellen wurde mit Hilfe der Kapillar-

Peptid 17/hPin1 
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elektrophorese bzw. MALDI-ToF- Massenspektrometrie untersucht. Bei der Inkubation von 

Peptid 15 mit HeLa-Zellysat, nachfolgender Extraktion der Biotin- konjugierten Moleküle 

mittels Streptavidin-Sepharose und anschließender massenspektrometrischer Analyse zeigte 

sich, dass Peptid 15 eine sehr hohe Stabilität gegenüber Proteasen besitzt. Es wird jedoch von 

den im Zellysat vorhandenen Phosphatasen dephosphoryliert und ist, da das dephosphorylierte 

Derivat von Peptid 15 keine Hemmung der PPIase-Aktivität des hPin1 bewirkt, für in vivo 

Experimente ungeeignet. Analoge Untersuchungen zeigten, dass die zellulären Phosphatasen 

nicht in der Lage sind eine Dephosphorylierung des D-Thr(PO3H2)-Pip- Motivs von Peptid 16 

zu katalysieren. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit den aus der Literatur bekannten 

Daten zur Stabilität D-Ser(PO3H2)-Pro- haltiger Peptide gegenüber Phosphatasen (313). Die 

Stabilität von Peptid 17 in HeLa-Zellysat wurde mit Hilfe der Kapillarelektrophorese 

nachgewiesen (Abb. 59). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 59: Analyse der Stabilität von Peptid 17 gegenüber 
zellulären Proteasen und Phosphatasen 
Peptid 17 wurde in Abwesenheit von Protease- und Phosphatase-
inhibitoren 3 h in HeLa-Zellysat inkubiert. Das Gemisch wurde 
anschließend mittels Kapillarelektrophorese analysiert (gestrichelte 
Linie). Als Referenzen dienten das unbehandelte Peptid 17 (schwarze 
Linie) bzw. das unphosphorylierte Derivat (gepunktete Linie). Die 
Detektion erfolgte bei 220 nm. Analysen wurden bei 16 °C unter 
Verwendung eines 50 mM Natriumphosphatpuffers als Trennpuffer 
duchgeführt.  

 
 
Da beabsichtigt wurde, die Peptide 16 und 17 für in vivo Untersuchungen zu benutzen und 

alle bisher beschriebenen Experimente unter Verwendung rekombinanter Proteine durch-

geführt wurden, musste nachgewiesen werden, dass die Peptide von authentischem (intra-

zellulärem) Pin1 gebunden werden. Zu diesem Zweck wurde Peptid 16 mit HeLa-Zell bzw. 

Xenopus laevis Embryolysat inkubiert. Die Extraktion möglicher Peptid 16/Protein- 

Komplexe erfolgte anschließend mittels Streptavidin-Sepharose. Abbildung 60 verdeutlicht, 
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dass authentisches Pin1 aus HeLa-Zellen (hPin1) und X. laevis Embryonen (XlPin1) 

konzentrationsabhängig durch Peptid 16 aus den Zellysaten extrahiert wurde.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 60: Nachweis der Bindung von Peptid 16 durch authentisches XlPin1 (A) und 
hPin1 (B) 
Peptid 16 wurde mit X. laevis Embryo- bzw. Hela-Zellysat in Abwesenheit von 
Phosphatase- und Proteaseinhibitoren inkubiert. Die Extraktion des entsprechenden Peptid 

16/Pin1- Komplexes erfolgte mittels Streptavidin-Sepharose. Der Nachweis des 
coextrahierten XlPin1 bzw. hPin1 erfolgte mittels SDS-Gelelektrophorese und 
anschließender Western-Blot-Analyse. Als Kontrolle wurde das unbehandelte Zellysat 
verwendet. Detektiert wurde das XlPin1 bzw. hPin1 mit Hilfe eines hPin1 PPIase-Domänen 
spezifischen Antiserums (primärer Antikörper, Kaninchen) in Kombination mit einem 
POD- konjugierten sekundären Antikörper. Die Visualisierung erfolgte mittels 
Chemielumineszensreaktion unter Verwendung des SuperSignal®-Substrats von Pierce. In 
B wurde zusätzlich der Überstand des mit Peptid 16 behandelten Zellysats aufgetragen.      
          

 

Die sehr ähnlichen Ki- Werte, die für eine Hemmung der PPIase-Aktivität des hPin1 und 

XlPin1 durch Peptid 17 gefunden wurden (Tab. 14), stehen im Einklang mit der hohen 

Sequenzhomologie zwischen beiden Proteinen. Aminosäuren im aktiven Zentrum des hPin1, 

die an der Substratbindung beteiligt sind, sind im XlPin1 ebenfalls konserviert. hPin1 besitzt 

89 % Sequenzidentität zu XlPin1 und kann das XlPin1 in X. laevis Embryonen funktional 

ersetzen (279, 280).  

In humanen Zellen repräsentiert das Parvulin 14 (hPar14, 13810 Da) einen weiteren Vertreter 

aus der Parvulin-Familie der PPIasen. Western-Blot-Analysen haben gezeigt, dass ein für 

rekombinantes hPar14 generiertes Antiserum spezifisch ein 15 kDa schweres Protein in 

Xenopus Embryolysat erkennt. Der Sequenzvergleich unter Verwendung einer Xenopus laevis 
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cDNA-Bank (EST-Genbank BG578450) und hPar14 führte zum Auffinden einer cDNA, die 

sich mit hoher Wahrscheinlichkeit von einem zum hPar14 homologen Protein ableitet (75 % 

Übereinstimmung in 128 überlappenden Aminosäuren). Da aus der Literatur Inhibitoren des 

hPin1 bekannt sind, die auch zu einer Hemmung der Aktivität des hPar14 führen (304), wurde 

der Einfluss von Peptid 17 auf die PPIase-Aktivität des hPar14 untersucht. Abbildung 61 

verdeutlicht, dass weder Peptid 17 noch das unphosphorylierte Derivat die Aktivität des 

hPar14 beeinflussen.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 61: Einfluss von Peptid 17 auf die Aktivität des hPar14 
Die beobachtete Geschwindigkeitskonstante 1. Ordnung der cis → trans 
Isomerisierung der Arginyl-Prolyl- Peptidbindung des Substrats Suc-Ala-
Arg-Pro-Phe-NH-Np wurde mit Hilfe des Protease- gekoppelten Tests 
unter Verwendung von α-Chymotrypsin als isomerspezifische Protease 
ermittelt. Alle Messungen erfolgten bei 10 °C in Hepes-Puffer (35 mM, 
pH 7,8). Als Kontrolle diente das unphosphorylierte Derivat von Peptid 

17.   
 

Des weiteren konnte gezeigt werden, dass Peptid 17 bzw. das unphosphorylierte Derivat zu 

keiner Hemmung der Aktivität anderer Vertreter der PPIasen (hCyp18, FKBP12) und 

verschiedenen Phosphatasen (Proteinphosphatase 2A bzw. 2B und Alkalische Phosphatase) 

führt. Diese Enzyme sind ebenfalls in die Regulation des Zellzyklus involviert.  

Um sicher zu gehen, dass Peptid 17 ausschließlich die PPIase-Aktivität des hPin1 inhibiert, 

wurde anschließend analysiert, ob dessen Bindung an die PPIase-Domäne die Wechsel-

wirkung zwischen der WW-Domäne und ihren natürlichen Interaktionspartnern beeinflusst. 

Dieser Nachweis ist erforderlich um Ergebnisse von in vivo Experimenten, die unter 

Verwendung von Peptid 17 erfolgen sollten, eindeutig einer Inhibierung der PPIase-Aktivität 

des Pin1 zuordnen zu können. Bei den natürlichen Interaktionspartnern handelt es sich um 

eine Vielzahl verschiedener mitotischer Phosphoproteine, zu denen auch Vertreter der MPM-
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2- Antigene gehören. Als MPM-2- Antigene bezeichnet man mitotische Phosphoproteine, 

welche Ser(PO3H2/Thr(PO3H2)-Pro- Motive enthalten, die spezifisch vom MPM-2- 

Antikörper erkannt werden. Zu ihnen zählen Proteine, die an der Regulation der Mitose 

beteiligt sind, wie z.B. Myt1, Wee1, Cdc25, Topoisomerase II und Cdc27 (10, 279, 315). 

 

 

Abbildung 62: Einfluss von Peptid 17 auf die Interaktion zwischen 
MPM-2- Antigenen und hPin1 
Peptide 17 bzw. das unphosphorylierte Derivat (Kontrolle) wurden mit 
einer 8 µM Lösung von GST-hPin1 inkubiert. Nach Zugabe von Zellysat, 
das aus mitotischen HeLa-Zellen gewonnen wurde, erfolgte die 
Extraktion des GST-hPin1 aus der entsprechenden Mischung mittels 
Glutathion-Sepharose. Der Nachweis des extrahierten GST-hPin1 (B) und 
copräzipitierter MPM-2- Antigene (A) erfolgte durch SDS-Gelelektro-
phorese und anschließender Western-Blot-Analyse. Das unbehandelte 
Lysat wurde auf der 1. Bahn (links) aufgetragen. Die Detektion der 
MPM-2- Antigene erfolgte mit Hilfe des monoklonalen MPM-2- Anti-
körpers (primärer Antikörper, Maus). GST-hPin1 wurde mittels eines für 
die PPIase-Domäne spezifischen Antiserums (Kaninchen) detektiert. Als 
sekundäre Antikörper kamen Maus- bzw. Kaninchen-spezifische POD-
konjugierte Antikörper zum Einsatz. Die Visualisierung erfolgte unter 
Verwendung des SuperSignal®-Substrats von Pierce.  

 

Zur Durchführung des erforderlichen Experiments wurden die HeLa-Zellen einer Zellkultur 

durch Zugabe von Nocodazol zum Nährmedium in der Mitosephase des Zellzyklus 

konserviert. Nocodazol zählt zu den Mikrotubuli-depolymerisiernden Substanzen und 

blockiert damit die Ausbildung der für die Chromosomensegregation in der Mitose benötigten 

Kernspindeln. Zum Lysat der mitotischen HeLa-Zellen wurde anschließend GST-konjugiertes 

hPin1 (GST-hPin1), das zuvor mit Peptid 17 inkubiert wurde, gegeben. Die Extraktion des 
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GST-hPin1, das nun als Komplex mit Peptid 17 (gebunden an der PPIase-Domäne) und 

möglichen Substratproteinen (gebunden an der WW-Domäne) vorliegt, erfolgte mittels 

Glutathion-Sepharose. Coextrahierte MPM-2-Antigene wurden anschließend durch SDS-

Gelelektrophorese und nachfolgender Western-Blot-Analyse nachgewiesen. Abbildung 62 ist 

zu entnehmen, das die Bindung von Peptid 17 an die PPIase-Domäne offensichtlich keinen 

Einfluss auf die Wechselwirkung zwischen GST-hPin1 und MPM-2-Antigenen ausübt. Dieses 

Ergebnis ist, in Zusammenhang mit den bereits erwähnten Resultaten der Untersuchungen 

zum Einfluss von Peptid 17 auf die Aktivität verschiedener anderer PPIasen und 

Phosphatasen, eine entscheidende Vorraussetzung für in vivo Experimente zum Nachweis der 

biologischen Bedeutung der PPIase-Aktivität des hPin1. 
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3. 3                                                    Biologische Tests 

                                  (durchgeführt von Frau Dr. B. Hernandez Alvarez) 

 

Da Peptid 17 nicht in der Lage ist die Zellmembran zu passieren, erfolgten die in vivo 

Experimente, in denen die Auswirkung einer selektiven Inhibierung der PPIase-Aktivität des 

Pin1 auf den Zellzyklus untersucht werden sollte, mit Hilfe der Mikroinjektionstechnik. Als 

Modellorganismus wurde der Krallenfrosch Xenopus laevis ausgewählt, da die Mikroinjektion 

in X. laevis Embryonen routinemäßig für Untersuchungen zur Regulation des Zellzyklus und 

der Embryonalentwicklung verwendet wird (316-318). Peptid 17 wurde zunächst in 

verschiedenen Mengen (50 bis 300 pmol, gelöst in jeweils 10 nl PBS-Puffer) in den animalen 

Pol von X. laevis Embryonen, die sich im Stadium 2 der Embryonalentwicklung befanden, 

injiziert. Nach 5 h, die Embryonen befanden sich nun im Entwicklungsstadium 8-9, erfolgte 

eine Bewertung der biologischen Effekte der Injektion durch eine mikroskopische Unter-

suchung des resultierenden Phänotyps (Abb. 63).  
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Abbildung 63: Die Applikation von Peptid 17 führt zu Störungen in der 
Zellteilung und Embryonalentwicklung von X. laevis Embryonen 
50-300 pmol des Peptids 17 bzw. seines unphosphorylierten Derivats 
(Kontrolle) gelöst in je 10 nl PBS-Puffer wurden in den animalen Pol von X. 

laevis Embryonen, die sich im Stadium 2 der Embryonalentwicklung 
befanden, injiziert. Embryonen, die im Bereich der Injektionsstelle apoptisch 
oder unnatürlich groß erscheinende Zellen aufweisen, wurden 5 h nach der 
Injektion (Entwicklungsstadium 8-9) gezählt. Abgebildet ist der prozentuale 
Anteil der vitalen Embryonen, die keine phänotypischen Abnormalitäten 
zeigen, bezogen auf die Gesamtanzahl der pro Experiment eingesetzten 
Embryonen. Dabei wurden pro Experiment 30 Embryonen eingesetzt. Zur 
statistischen Absicherung wurden alle Experimente viermal wiederholt. 
Demnach entspricht ein Wert für den prozentualen Anteil der normal 
entwickelten Embryonen dem Durchschnittswert von vier unabhängigen 
Experimenten.  
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Abbildung 63 verdeutlicht, dass die Anzahl der Embryonen, die Defekte in der Zellteilung 

und embryonalen Entwicklung aufweisen, mit der Dosierung des injizierten Peptids 17 steigt. 

Bei Injektion von 300 pmol des Peptids 17 liegt die Anzahl normal entwickelter Embryonen 

bei 5 %. Im Gegensatz dazu führte die Verwendung des unphosphorylierten Derivats von 

Peptid 17 bei gleicher Dosierung zu keiner Störung der Embryonalentwicklung.  

Zum Nachweis, dass die beobachteten Effekte von Peptid 17 auf die Zellteilung und 

Embryonalentwicklung die Konsequenz einer selektiven Inhibierung der PPIase-Aktivität des 

XlPin1 sind, wurde Peptid 17 zusammen mit der mRNA verschiedener Varianten des V5-

konjugierten hPin1 (V5-hPin1) in X. laevis Embryonen injiziert. Da hPin1 die biologische 

Funktion des XlPin1 in X. laevis Embryonen übernehmen kann, sollte die zusätzliche 

Expression des V5-hPin1 den Anteil der Embryonen senken, die nach einer Injektion von 

Peptid 17 Defekte in der Embryonalentwicklung zeigen.  

Zunächst wurde jedoch in einem vorangehenden Experiment gezeigt, dass die injizierte 

mRNA der entsprechenden Variante des V5-hPin1 in den Zellen des X. laevis Embryos 

translatiert wird. Zu diesem Zweck wurden verschiedene Mengen der entsprechenden mRNA 

in X. laevis Embryonen (Stadium 2) injiziert und die Embryonen nach 1, 2 bzw. 4 h lysiert. 

Die Detektion des resultierenden Proteins im erhaltenen Zellysat erfolgte mittels Western-

Blot- Analyse (Abb. 64). Bereits 1 h nach Injektion der mRNA konnte das entsprechende 

Protein im Embryozellysat neben dem XlPin1 nachgewiesen werden. 

 

                   Stunden nach der Injektion                                    1                2     4 
         Injizierte Menge der V5-hPin1 mRNA (ng)        0       1      2    3   1     2    3   1    2    3 

 

 

 

 

Abbildung 64: Zeitabhängigkeit der Expression des V5-hPin1 in X. laevis Embryonen  
Die Expression des V5-hPin1 wurde 1, 2 und 4 h nach Injektion der entsprechenden mRNA (1, 2 bzw. 3 
ng, Injektionsvolumen: jeweils 10 nl) durch Aufschluss der Embryonen in Gegenwart von Protease und 
Phosphataseinhibitoren mittels SDS-Gelelektrophorse und nachfolgender Western-Blot-Analyse unter-
sucht. Die Detektion des V5-hPin1 und des endogenen XlPin1 erfolgten mit Hilfe eines Antiserums, dass 
spezifisch die PPIase-Domäne des Pin1 erkennt (primärer Antikörper) und eines POD-konjugierten 
sekundären Antikörpers. Die Visualisierung erfolgte unter Verwendung des SuperSignal®- Substrats von 
Pierce. 

 
 
Die Varianten Lys63Ala und Arg68,69Ala des hPin1 sind durch eine stark reduzierte PPIase-

Aktivität gekennzeichnet (Abb. 57B). In diesen Proteinvarianten wurden Aminosäuren, deren 

Seitenketten an der Substratbindung beteiligt sind gegen Alanin ausgetauscht. Eine 

Coexpression der Lys63Ala bzw. Arg68,69Ala Variante des V5-hPin1 ist, im Gegensatz zum 

Wildtyp, nicht in der Lage die von Peptid 17 verursachten Störungen in der Zellteilung und 

V5- hPin1 
XlPin1 
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daraus resultierende Defekte in der Embryonalentwicklung zu verhindern (Abb. 65). Die 

Cys113Ala Variante des hPin1 ist ebenfalls durch eine stark verminderte PPIase-Aktivität 

gekennzeichnet und ist ebenfalls nicht in der Lage, die Wirkung von Peptid 17 effizient zu 

unterdrücken. Cys113Ala-hPin1 besitzt jedoch, wie der Wildtyp des hPin1, eine sehr große 

Affinität gegenüber Peptid 17 (persöhnliche Mitteilung von Sebastian Daum).  
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Abbildung 65: Einfluss einer Coexpression verschiedener Varianten des 
V5-hPin1 auf die durch Peptid 17 verursachten Störungen in der Zelltei-
lung und Embryonalentwicklung von X. laevis Embryonen  
250 pmol des Peptids 17 wurden zusammen mit 2 ng der entsprechenden 
V5-hPin1 mRNA in den animalen Pol von jeweils 30 X. laevis Embryonen 
(Entwicklungsstadium 2) injiziert (Injektionsvolumen jeweils 10 nl). 5 h 
nach der Applikation (Entwicklungsstadium 8-9) wurden die Embryonen 
mikroskopisch untersucht und der Anteil der Embryonen, die keine 
apoptotischen oder unnatürlich großen Zellen im Bereich der Injektions-
stelle aufweisen, bestimmt. Der in der Abbildung dargestellte prozentuale 
Anteil der normal entwickelten Embryonen ist ein Durchschnittswert, der 
mit Hilfe der Ergebnisse aus vier unabhängigen Experimenten berechnet 
wurde.  

 

Bei der Trp34Ala- Variante des hPin1 (intakte PPIase-Domäne) ist die WW-Domäne nicht 

mehr in der Lage mit den natürlichen Substraten zu interagieren. Im Vergleich zum Wildtyp 

ist ihre Fähigkeit, die Wirkung von Peptid 17 zu unterdrücken deutlich vermindert. Dieses 

Ergebnis verdeutlicht, dass Pin1 seine biologische Funktion nur bei intakter PPIase- und 

WW-Domäne vollständig entfalten kann. 

Abschließend wurde untersucht, ob eine Veränderung der Lokalisation des XlPin1 als Ursache 

für die beobachteten Effekte einer Inhibierung der PPIase-Aktivität des Enzyms auf die 

Embryonalentwicklung von Xenopus laevis in Frage kommt. Der Biotinoylrest in der Lysin-

seitenkette von Peptid 16 ermöglicht mit Hilfe der Fluoreszenzfärbung, eine Bestimmung der 

Lokalisation des freien bzw. XlPin-gebundenen Peptids 16 in Zellen des Embryos. 100 bzw. 

250 pmol des Peptids 16 wurden in X. laevis Embryonen, die sich im Stadium 2 der 
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Embryonalentwicklung befanden, injiziert. 4 h nach der Injektion (Stadium 8) wurden die 

Embryonen fixiert und ein Kryoschnitt angefertigt. Die Färbung der Schnitte erfolgte unter 

Verwendung des Oregon Green™ 488-konjugierten NeutrAvidin-Biotin- bindenden Proteins 

(Detektion von Peptid 16). Parallel dazu wurde die Lokalisation des XlPin1 mit Hilfe eines 

monoklonalen hPin1-spezifischen Antikörpers (Maus) und Alexa Flour546™-konjugierten 

sekundären Antikörpers bestimmt (Abb. 66). 

 

                       Peptid 16 

                                                     Kontrolle                  100 pmol                250 pmol       
 

                        A 
              Nachweis des  
                    XlPin1 
 
 

 

                    B 
              Nachweis des  
                Peptids 16 
 
                        

 
                          C                    
                     A und B 
                  überlagert 
 
 
 

                  D 
                     DAPI 

 

 
 

 

Abbildung 66: Colokalisation von Peptid 16 und XlPin1 in X. laevis Embryonen 
100 bzw. 250 pmol des Peptids 16 gelöst in je 10 nl PBS-Puffer wurden in X. laevis 
Embryonen, die sich im Stadium 2 der Embryonalentwicklung befanden injiziert. Als 
Kontrolle erfolgte die Injektion von 10 nl des reinen PBS-Puffers. Im Stadium 8 der 
Entwicklung wurden Kryoschnitte von den Embryonen angefertigt. Peptid 16 erscheint, 
gefärbt mit Hilfe des Oregon Green™ 488-konjugierten NeutrAvidin-Biotin- bindenden 
Proteins in grüner Farbe (A). Endogenes XlPin1 wurde unter Verwendung eines monoklo-
nalen hPin1-spezifischen Antikörpers (Maus) und Alexa Flour546™-konjugierten sekundären 
Antikörpers detektiert (rote Farbe, B). Zum Nachweis der Colokalisation von Peptid 16 und 
XlPin1 erfolgte eine Überlagerung der Abbildungen A und B. Zellkerne wurden unter 
Verwendung von DAPI gefärbt.         

 

Die Färbung der Zellkerne erfolgte unter Verwendung des Farbstoffes DAPI. XlPin1 ist 

hauptsächlich im Zellkern lokalisiert, kann aber auch im Zytoplasma, wo es diffus verteilt 

vorliegt, nachgewiesen werden. Das NeutrAvidin-Biotin-bindende Protein ist bei Abwesen-

heit von Peptid 16 hauptsächlich im Bereich der Zytoplasmamembran zu finden. Während 

bei Injektion von 100 pmol des Peptids 16 eindeutig eine Colokalisation von Peptid 16 und 
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XlPin1, vor allem im Bereich der Zellkerne nachgewiesen werden konnte, führte die Injektion 

von 250 pmol zu einer Veränderung des embryonalen Gewebes, die sich im Auftreten 

unnatürlich großer Zellen mit fragmentierten Zellkernen manifestierten.           
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3. 4                                                           Diskussion 

 

Die Depletion des Pin1 bzw. entsprechender homologer Proteine eukaryontischer Organismen 

kann dramatische Effekte auf verschiedene physiologische Prozesse haben (252). Aus der 

Literatur sind jedoch keine in vivo Studien bekannt, in denen unter Verwendung spezifischer 

Inhibitoren, die Bedeutung der katalytischen Aktivität dieser Enzyme für die Steuerung des 

Zellzyklus und die Entwicklung eines Organismus untersucht wurden. Auf Grund der 

Bedeutung des hPin1 bei der Onkogenese und Progression von Tumorzellen, könnten diese 

Inhibitoren möglicherweise in der Krebstherapie Verwendung finden (293). 

Die vorliegende Arbeit beschreibt die Synthese von Pin1-Liganden, die eine spezifische 

Hemmung der PPIase-Aktivität des hPin1 bzw. XlPin1 bewirken (Peptid 15, 16, 17). Die 

Mikroinjektion der Peptide 16 und 17 in Xenopus laevis Embryonen, die sich im Stadium 2 

der Embryonalentwicklung befanden, führte zu einer Blockade des Zellzyklus und letztlich 

zum Absterben der Embryonen. Diese Ergebnisse deuten auf einen funktionalen Zusammen-

hang zwischen der PPIase-Aktivität des Pin1 und der Regulation des Zellzyklus hin. Der 

Krallenfrosch Xenopus laevis wurde für die in vivo Experimente ausgewählt, da er sich als 

Modellorganismus für Untersuchungen zur Steuerung des Zellteilungszyklus und der 

Embryonalentwicklung etabliert hat und die Mikroinjektion Membran-inpermeabler 

Substanzen (z.B. Phosphopeptide, RNA, Proteine, monoklonale Antikörper) in X. laevis 

Oozyten bzw. Embryonen routinemäßig durchgeführt wird (279, 319-323).  

Das Screening einer Bibliothek Cellulose-gebundener Phosphopeptide mit der allgemeinen 

Sequenz Ac-Xaa-Thr(PO3H2)-Yaa-Zaa-Gln-NH2 (Xaa, Yaa, Zaa: variable Bausteine), die aus 

der Substratpräferenz des hPin1 abgleitet wurde, erwies sich als geeignet, um einen Pin1-

Liganden zu finden (Peptid 15), der mit hoher Affinität und Selektivität an die PPIase-

Domäne der beiden Phosphopeptid-spezifischen Domänen des hPin1 bindet (Abb. 57A, Tab. 

14). 

In Anlehnung an die Ergebnisse von Untersuchungen zum Einfluss einer Stereoinversion der 

Aminosäure in der P1-Position von Substraten auf die Bindung im katalytischen Zentrum von 

PPIasen (314), bewirkte eine Inversion des Cα-Stereozentrums des Oγ1-Phosphothreonins von 

Peptid 15, die zu Peptid 16 führte, eine deutliche Erhöhung der Affinität des Pin1-Liganden 

um den Faktor 150 (Ki= 1,2 nM, Tab. 14).  

Der Pin1-Ligand Peptid 17, der im Gegensatz zu Peptid 16 keinen Biotin-konjugierten 

Linker aufweist, eignet sich auf Grund seiner relativ geringen Molmasse besonders gut für 

Mikroinjektionsexperimente. Peptid 17 wird vom hPin1 und XlPin1 mit einer vergleichbaren 
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Affinität gebunden und führte zu einer Inhibierung der PPIase-Aktivität beider Enzyme mit 

einem Ki-Wert von 28 bzw. 34 nM (Tab. 14). Da die unphosphorylierten Derivate der 

hochaffinen Pin1-Liganden Peptid 16 und 17 keine Inhibierung der PPIase-Aktivität des Pin1 

bewirkten, konnten sie als Referenzpeptide in entsprechenden biologischen Experimenten 

benutzt werden (Abb. 57, 59, 61-63). 

Unter Verwendung der isothermen Titrationskalorimetrie, mit deren Hilfe eine Charakter-

risierung der Bindung von Peptid 17 an hPin1 (Abb. 58) bzw. dessen isolierter PPIase-

Domäne erfolgte, konnte nachgewiesen werden, dass die Inversion des C
α-Stereozentrums 

des Oγ1-Phosphothreonins von Peptid 15 keinen Einfluss auf die Selektivität der Bindung des 

Pin1-Liganden bezüglich der beiden Phosphoprotein- spezifischen Domänen des hPin1 hat. 

Dementsprechend ergaben die ITC-Experimente identische KD- Werte für die Bindung von 

Peptid 17 an hPin1 bzw. dessen isolierter PPIase-Domäne und ein stöchiometrisches 

Verhältnis für die Ausbildung der entsprechenden Komplexe von 1:1.  

Wie von den Ergebnissen einer Untersuchung zur Stabilität D-Ser(PO3H2)-Pro- haltiger 

Peptide gegenüber Phosphatasen (313) und der Verwendung nichtproteinogener Aminosäuren 

bei der Synthese der Pin1-Liganden erwartet wurde, zeichnen sich die Peptide 16 und 17 

durch eine hohe Stabilität in Zellysaten aus (Abb. 59) und sind deshalb hervorragend für in 

vivo Experimente geeignet.  

Peptid 16 erlaubt, auf Grund des vorhandenen Biotin-konjugierten Linkers in Kombination 

mit Steptavidin-Sepharose, eine Extraktion von Proteinen aus Zellysaten. Mit Hilfe der SDS-

Gelelektrophorese und Western-Blot-Analyse wurde gezeigt, dass der Pin1-Ligand Peptid 16 

auch vom authentischen hPin1 bzw. XlPin1 gebunden wird und eine Extraktion dieser 

Proteine aus Zellysaten ermöglicht. 

Die Injektion von Peptid 17 in X. laevis Embryonen, die sich im Stadium 2 der Embryonal-

entwicklung befanden, verursachte eine Blockade des Zellteilungszyklus im Bereich der 

Injektionsstelle, die letztlich zum Absterben der Embryonen führte (Abb. 63). Eine 

Expression des hPin1 in X. laevis Embryonen, die durch Coinjektion unterschiedlicher 

Mengen der entsprechenden mRNA erreicht wurde, führte zu einer Unterdrückung der 

Wirkung des injizierten Peptids 17 (Abb. 65). Im Gegensatz dazu sind die drei hPin1-

Varianten Lys63Ala, Arg68,69Ala und Cys113Ala, die eine stark verminderte PPIase-

Aktivität besitzen, nicht in der Lage, einer durch Peptid 17 verursachten Hemmung der 

Zellteilung entgegen zu wirken. Diese Ergebnisse stehen in Analogie zu Experimenten in 

denen gezeigt wurde, dass die XlPin1-Variante Cys109Ala, die ebenfalls eine stark 

verminderte PPIase-Aktivität besitzt, nicht in der Lage ist, die Blockade des Zellteilungs-
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zyklus in Pin1-depletierten Zellen von X. laevis Embryonen zu verhindern (270). Da 

Cys113Ala-hPin1 selbst eine hohe Affinität gegenüber Peptid 17 besitzt, wird deutlich, dass 

die PPIase Aktivität des hPin1 für eine Erhöhung der Anzahl vitaler Embryonen nach 

Coinjektion der entsprechenden mRNA essentiell ist und die alleinige Konkurrenz des hPin1 

um die Bindung von Peptid 17 im Embryo nicht genügt, um den biologischen Effekt einer 

Injektion des Peptids 17 zu unterdrücken. 

Die Effiziens, mit der die hPin1-Variante Trp34Ala die Wirkung von Peptid 17 unterdrückt, 

ist deutlich vermindert. Diese Punktmutation bewirkt, dass die WW-Domäne nicht mehr in 

der Lage ist, mit ihren natürlichen Substraten zu interagieren (274). Aus diesem Grund ist 

diese Variante des hPin1 selbst nicht in der Lage, die biologische Funktion des XlPin1 in der 

Zelle vollständig zu übernehmen. Damit wird verständlich, warum die Coexpression der 

Trp34Ala-Variante des hPin1, im Vergleich zum Wildtyp des hPin1, nur eine relativ gering-

fügige Erhöhung der Anzahl vitaler Embryonen bewirkt. 

Bis zum heutigen Zeitpunkt repräsentiert das Parvulin 14 das einzige strukturell zu Pin1 

homologe Protein in menschlichen Zellen (304). Die dreidimensionale Struktur im Protein-

zentrum des hPar14 besitzt eine sehr große Ähnlichkeit zur PPIase-Domäne des hPin1, 

obwohl sich beide Enzyme grundlegend in ihrer Substratspezifität unterscheiden. Die Triade, 

positiv geladener Aminosäuren, die am Eingang des postulierten aktiven Zentrums aller 

Vertreter der Pin1-homologen Proteine zu finden ist, ist im Par14 gegen negativ geladene 

Aminosäuren ausgetauscht. Darüber hinaus ist die Aminosäure, die wahrscheinlich direkt am 

Katalysemechanismus beteiligt ist, im hPin1 entspricht dies der Aminosäure Cys113, im 

hPar14 gegen Asparaginsäure substituiert. Diese Unterschiede sprechen für eine differente 

Substratspezifität beider Proteine. 

Uchida et al. konnten mit Hilfe Pin1-depletierter Zellen nachweisen, dass hPar14 die 

biologische Funktion des Pin1 in Fibroblasten aus Mäuseembryonen übernehmen kann (303). 

Da wir zeigen konnten, dass eine zu hPar14 homologe EST-Sequenz (Genbank: BG578450) 

in Xenopus laevis exprimiert wird und aus der Literatur Inhibitoren bekannt sind, die ihre 

biologische Wirkung durch gleichzeitige Hemmung des hPin1 und hPar14 entfalten, war der 

Nachweis notwendig, dass Peptid 17 keinerlei Einfluss auf die PPIase-Aktivität des hPar 14 

besitzt (Abb. 61). Auf Grund dieser Ergebnisse kann davon ausgegangen werden, dass Peptid 

17 mit hoher Wahrscheinlichkeit, keinen Einfluss auf die Aktivität des zu hPar14-homologen 

Proteins in Xenopus hat.  

Allgemein wird angenommen, dass Pin1 seine physiologische Funktion über zwei 

verschiedene Mechanismen, die sich möglicherweise ergänzen, entfaltet. 
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In einem Modell wird davon ausgegangen, dass Pin1 an der Regulation des 

Phosphorylierungsstatus verschiedener Proteine beteiligt ist, deren biologische Aktivität 

durch eine reversible Phosphorylierung an entsprechenden Ser/Thr-Pro- Motiven gesteuert 

wird. Die Phosphorylierung bzw. Dephosphorylierung dieser Proteine wird mit Hilfe von 

Ser/Thr-Pro- spezifischen Kinasen bzw. Phosphatasen kontrolliert. Da beide Enzyme in der 

Lage sind, nur das trans-Konfomer umzusetzen, unterstützt Pin1 die Dephosphorylierungs-

reaktion eines Phosphoproteinsubstrats durch Beschleunigung der cis/trans-Isomerisierung 

einer entsprechenden Ser(PO3H2)/Thr(PO3H2)-Pro- Peptidbindung, die somit nicht mehr den 

geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Dephosphorylierungsreaktion darstellt (10). 

Im zweiten Modell entfaltet Pin1 seine biologische Funktion als reines Bindungsprotein, in 

dem es mit Ser(PO3H2)/Thr(PO3H2)-Pro- Motiven verschiedener Phosphoproteine interagiert 

(293). Mit Hilfe einer PatMatch Analyse wurden 757 bzw. 249 im Hefegenom codierte, 

potentielle Interaktionspartner der PPIase-Domäne bzw. WW-Domäne gefunden (302). 

Als ein Schlüsselexperiment zur Aufklärung der Fragestellung, über welche der beiden 

Mechanismen Peptid 17 seine biologische Wirkung entfaltet, diente ein Peptid 17/MPM-2 

Kompetitionsexperiment, unter Verwendung mitotischer HeLa-Zellen. hPin1 ist sowohl in der 

Lage mitotische Phosphoproteine aus Extrakten von HeLa- als auch Embryonalzellen von X. 

laevis zu binden (279). Eine Vielzahl dieser Proteine wird vom monoklonalen Antikörper 

MPM-2 erkannt und gehört damit zu den MPM-2-Antigenen (260, 274, 279, 280). Die 

Bindung von Peptid 17 durch die PPIase-Domäne des hPin1 hat scheinbar keinen Einfluss 

auf die Interaktion zwischen MPM-2-Antigenen und der WW-Domäne des hPin1 in HeLa-

Zellen (Abb. 62). 

Die WW-Domäne des hPin1 gehört zum Typ IV der WW-Domänen, die als spezifische 

Ser(PO3H2)/Thr(PO3H2)-Pro- Bindungsmodule fungieren. Die Funktion der WW-Domäne des 

hPin1 wird durch eine reversible Phosphorylierung des Ser16 während bestimmter Phasen des 

Zellzyklus reguliert (295). Die Phosphorylierung dieser Aminosäure unterdrückt die Fähigkeit 

der WW-Domäne entsprechende Interaktionspartner zu binden und beeinflusst darüber hinaus 

die Lokalisation des Proteins in der Zelle (295).  

Der Austausch der Aminosäure Ser16 gegen Glu, der einen analogen Effekt auf die Funktion 

der WW-Domäne ausübt (295), hat keinen sichtbaren Effekt auf die Bindung des Pin1-

Liganden durch die PPIase-Domäne des hPin1 (Abb. 57B). Im Gegensatz dazu bewirkt der 

Austausch bestimmter Aminosäuren in der PPIase-Domäne des hPIn1, der zu hPin1-

Varianten mit deutlich verringerter PPIase-Aktivität führt, eine deutliche Abnahme der 

Affinität des Proteins gegenüber dem Pin1-Liganden.  
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In Zusammenhang mit den Resultaten die zeigen, das Peptid 17 keinen Einfluss auf die 

Funktion der WW-Domäne ausübt (Abb. 62), lassen diese Ergebnisse die Schlussfolgerung 

zu, dass die Eigenschaften der WW-Domäne für den Effekt, den Peptid 17 auf den Zellzyklus 

ausübt, unbedeutend sind.  

Die Depletion des XlPin1 von X. laevis verursachte einen verfrühten Eintritt in die Mitose mit 

nachfolgendem Mitosearrest, der von einer Hyperphosphorylierung des Cdc25 und 

Aktivierung des Cdc2/cyclin B- Komplexes begleitet wird (270). Ähnliche Ergebnisse 

ergaben Experimente mit HeLa-Zellen, in denen eine Depletion des hPin1 ebenfalls zu einem 

Arrest in der Mitosephase des Zellzyklus führte, der von einer Chromatinkondensation und 

Auflösung des Kernlamins, das der Stabilisierung der Kernmembran dient, begleitet wurde 

(259). Die beschriebenen Effekte einer Depletion des Pin1 in verschiedenen Zellen, stehen im 

Einklang mit der nach Applikation von Peptid 17 beobachteten Hemmung des Zellteilungs-

zyklus in X. laevis Embryonen (Abb. 63). Embryonen, denen das unphosphorylierte Derivat 

von Peptid 17, das nicht von Pin1 gebunden wird, appliziert wurde, entwickelten sich normal. 

Die Lokalisation des XlPin1 in der Zelle (Abb. 66), entspricht dem bekannten Verteilungs-

muster des hPin1 in Hela-Zellen (259). Demnach ist der überwiegende Teil des hPin1 bzw. 

XlPin1 im Zellkern lokalisiert. Die Injektion des Biotin-konjugierten Pin1-Liganden Peptid 

16 bewirkt keine Veränderungen im Verteilungsmuster des XlPin1. Darüber hinaus sind 

Peptid 16 und XlPin1 in der Zelle gleich lokalisiert. Dies deutet darauf hin, dass mit Hilfe der 

Fluoreszenz- und Immunofluoreszenzfärbung der Peptid 16/XlPin1-Komplex nachgewiesen 

wurde.  

Da eine Depletion des hPin1 in HeLa-Zellen bzw. die Deletion des Gens ess1, welches in 

Hefezellen das zu Pin1-homologe Protein ESS1 kodiert, lethal ist und in Xenopus laevis 

Embryonen eine Hemmung der PPIase-Aktivität des Pin1 für eine Blockierung des Zellzyklus 

genügt, ist unklar, warum Pin1 bzw. entsprechende homologe Proteine in anderen 

Organismen (Maus, D. melanogaster) nicht essentiell für das Überleben des Organismus sind. 

Eine mögliche Ursache für dieses Phänomen könnte darin bestehen, dass noch andere, derzeit 

noch unbekannte Vertreter von PPIasen existieren, die in der Lage sind wichtige Funktionen 

des Pin1 bzw. homologer Proteine zu übernehmen. Es wurde nachgewiesen, dass hPin1, 

XlPin1 und das zu Pin1-homologe Protein Dodo von D. melanogaster in der Lage sind, dass 

Pin1-homologe Protein von Hefezellen ESS1 funktional zu ersetzen (259, 270, 324). Diese 

Ergebnisse sind das Resultat einer hohen Sequenz- und strukturellen Homologie zwischen 

Pin1 und entsprechenden homologen Proteinen verschiedener eukaryontischer Organismen 

und geben Anlass zur Vermutung, dass diese Proteine in verschieden Organismen die gleiche 
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Funktion erfüllen. XlPin1 und hPin1 besitzen eine Sequenzidentität von 89 %, wobei 

bestimmte Aminosäuren im Bereich des postulierten aktiven Zentrums hoch konserviert sind. 

Es wäre somit durchaus denkbar, dass in einem eukaryontischen Organismus, in dem eine 

Depletion des Pin1 bzw. entsprechenden homologen Proteins nicht letal ist noch unbekannte 

Vertreter Ser(PO3H2)/Thr(PO3H2)-Pro- spezifischer Isomerasen existieren, die das ent-

sprechende Protein funktional ersetzen könnten. 

Da mit Hilfe eines „Pull-Down“-Assays unter Verwendung des Biotin-konjugierten Peptids 

16 gezeigt werden konnte, dass unsere Pin1-Liganden vom authentischen XlPin1 des X. laevis 

Embryolysats gebunden werden und eine Injektion von Peptid 17 in Xenopus laevis 

Embryonen eine besonders effiziente Blockade des Zellzyklus bewirkt, darf vermutet werden, 

dass X. laevis unter den verwendeten experimentellen Bedingungen, keine weitere 

Ser(PO3H2)/Thr(PO3H2)-Pro- spezifische PPIase, die XlPin1 funktional ersetzen könnte, 

exprimiert.  

Auf Grund der Ergebnisse von Gen-Deletionsexperimenten wird vermutet, dass Cyp18 und 

FKBP12 bzw. Par14, welche die prototypischen Vertreter der jeweiligen Enzymfamilie 

darstellen, die biologische Funktion des Pin1 bzw. entsprechenden homologen Proteins in 

Hefezellen bzw. Mäusefibroblasten übernehmen können (301-303). Bisher wurden zwei 

FKBPs, XlFKBP63 und XlFKBP12, die beide in frühen Phasen der Embryonalentwicklung 

von Xenopus laevis detektiert werden können, beschrieben (325, 326). Darüber hinaus wurden 

zwei Fragmente Cyclophilin-ähnlicher Sequenzen (TREMBL: Q7ZTM1 und Q7ZZW0) und 

einige FKBP-homologe ESTs (Genbank: BF427009, BE509398, BE508244, AF232672) 

identifiziert. Es gibt jedoch, wie bereits für hPar14 diskutiert, keinen experimentellen Beweis, 

dass Vertreter der Cyclophiline oder FKBPs eine cis/trans-Isomerisierung von 

Ser(PO3H2)/Thr(PO3H2)-Pro- Peptidbindungen katalysieren können (260). 

In Zusammenhang mit den Ergebnissen die zeigen, das die Bindung von Peptid 17 an Pin1 

offensichtlich keinen Einfluss auf die biologische Funktion der WW-Domäne hat, das Peptid 

17 keine Auswirkungen auf die Aktivität von Vertreten aus anderen Familien der PPIasen 

(Cyp18, FKBP12) oder Proteinphosphatasen besitzt und zu keiner Veränderung im Ver-

teilungsmuster des XlPin1 in der Zelle führt, kann vermutet werden, dass die Hemmung des 

Zellteilungszyklus und die daraus resultierenden phänotypischen Veränderungen der X. laevis 

Embryonen von einer spezifischen Hemmung der PPIase-Aktivität des XlPin1 durch Peptid 

17 verursacht werden. Die phänotypischen Veränderungen werden allerdings erst nach Ablauf 

von drei weiteren Teilungszyklen, daher im Stadium 5 der Embryonalentwicklung, sichtbar. 
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Dieses Verhalten lässt sich mit der relativ geringen Diffusionsgeschwindigkeit einer 

injizierten Verbindung im viskosen Zytosol der Xenopus Embryonen erklären (327).    
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4.                                            Zusammenfassung 

 

Unter Verwendung geeigneter Schutzgruppen in Kombination mit Lewissäuren zur 

Schutzgruppenabspaltung bzw. finalen Deblockierung, konnte eine neue Strategie für die 

Festphasensynthese thioxylierter Oligopeptide entwickelt werden. Diese neue Strategie 

ermöglicht die Festphasensynthese von Peptiden, ohne die gewöhnlich zur Abspaltung der 

temporären N
α-Aminoschutzgruppe bzw. finalen Deblockierung des Peptids benötigten 

basischen bzw. sauren Bedingungen. Sie könnte daher nicht nur für die Synthese thioxylierter 

Oligopeptide geeignet sein, sondern auch die Synthese von Peptiden ermöglichen, die auf 

Grund Säure- oder Base-empfindlicher Modifikationen mit Hilfe herkömmlicher Synthese-

strategien nicht zugänglich sind. 

Die Synthese thioxylierter Derivate des S-Peptids ermöglichten Untersuchungen zum Einfluss 

der Thioxoamidsubstitution auf die enzymatische Aktivität und Stabilität der RNase S. Bei 

Aminosäuren, die sich im Bereich der Proteinoberfläche befinden (Lys1, Glu2, Ala4, Ala5, 

Ala6, Asp14 und Ser15), führt die Thioxoamidsubstitution zu keiner signifikanten Änderung 

der enzymkinetischen Konstanten. Ursache für die beobachteten Änderungen der 

katalytischen Konstanten bei Thioxylierung einzelner Aminosäuren, die sich im Inneren der 

RNase S (daher im Bereich großer Packungsdichte von Atomen) befinden (z.B. His12, Phe8, 

Nle13), könnten Strukturveränderungen infolge des größeren Van-der-Waals Radius des 

Schwefelatoms und der größeren C=S-Bindungslänge sein. Die Veränderungen der 

katalytischen Konstanten, die bei Thioxylierung der Aminosäure Thr3 oder Lys7 beobachtet 

wurden, sind vermutlich auf Strukturänderungen im S-Peptid infolge veränderter Wasserstoff-

brückenbindungen (Geometrie, Bindungslänge) zurück zuführen. Das Carbonylsauerstoff-

atom dieser Aminosäuren ist in der RNase S Akzeptor einer Wasserstoffbrückenbindung, 

deren Donor die α-NH-Gruppe von Aminosäuren ist, die wichtig für die Substratbindung oder 

Katalyse sind.  

Untersuchungen zum Einfluss der Thioxoamidsubstitution auf die Stabilität der RNase S 

erfolgten durch Charakterisierung der S-Peptid/S-Protein-Interaktion mittels isothermer 

Titrationskalorimetrie. Auf Grund der größeren Länge der Thiocarbonylbindung und des 

größeren Van-der-Waals Radius des Schwefelatoms führt der Austausch des Sauerstoffatoms 

der Peptidbindung gegen ein Schwefelatom zu einer deutlichen Abnahme der Stabilität der 

RNase S, wenn sich die entsprechende Aminosäure im Inneren der RNase S und damit im 

Bereich einer höheren Packungsdichte von Atomen befindet, bzw., wenn die φ- und ψ- 
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Winkel der entsprechenden oder benachbarten Aminosäure ungünstig für die Thioxo-

amidsubstitution sind.  

Im Gegensatz dazu bewirkte der Austausch des Carbonylsauerstoffatoms des Alanins4 gegen 

ein Schwefelatom eine leichte Erhöhung der Stabilität der RNase S. Diese Aminosäure 

befindet sich an der Oberfläche der RNase S und ist als Akzeptor einer Wasserstoffbrücken-

bindung Bestandteil der α-Helix des S-Peptids der RNase S. Dieses Ergebnis verdeutlicht, 

dass der Austausch des Sauerstoffatoms einer Peptidbindung, welcher als Akzeptor im 

Ensamble der Wasserstoffbrückenbindungen einer α-Helix fungiert, gegen ein Schwefelatom, 

im Gegensatz zu den theoretischen Berechnungen, real zu einer Erhöhung der Stabilität einer 

α-Helix führen kann. 

Der Bereich des 1nS-3π*-Übergangs der Thioxopeptidbindung des [ThioxoAla4]-S-Peptids 

eignet sich als CD-spektroskopische Sonde um die Rekombination zwischen S-Peptid und S-

Protein bzw. die Dissoziation des Komplexes zu untersuchen. Die Substitution des Alanin4-

Sauerstoffatoms des S-Peptids gegen ein Schwefelatom eröffnet daher die Möglichkeit, diese 

Prozesse anhand der Änderung der CD-spektroskopischen Eigenschaften einer einzelnen 

Bindung (Thioxopeptidbindung) zu charakterisieren.  

Die Bestrahlung des [ThioxoAla4]-S-Peptids mit UV-Licht (260 nm) führte zu einer 

photoinduzierten Verschiebung des cis/trans-Konformerengleichgewichts der Thioxopeptid-

bindung zu Gunsten des cis-Konformeren. Die Dunkelreaktion konnte anschließend unter 

Ausnutzung der besonderen UV- und CD-spektroskopischen Eigenschaften der Thioxopeptid-

bindung kinetisch charakterisiert werden. Dabei beträgt die Geschwindigkeitskonstante 1. 

Ordnung kc/t, die für die Wiedereinstellung des cis/trans-Konformerengleichgewichts in der 

Dunkelreaktion beobachtet wurde 5,7 * 10-3 s-1 bei 10 °C. Durch Messung der 

Temparaturabhängikeit von kc/t wurde für die Rotationsbarriere der cis/trans-Isomerisierung 

dieser Thioxopeptidbindung ein Wert von 78,9 kJ/mol ermittelt. Ergebnisse zum Einfluss der 

photoinduzierten cis/trans-Isomerisierung der Thioxopeptidbindung des [ThioxoAla4]-S-

Peptids auf die Aktivität der RNase S lassen die Schlussfolgerung zu, dass der cis-Gehalt im 

photostationären Zustand, unter den verwendeten experimentellen Bedingungen, mindestens 

15 % betragen muss. 

 

Die Bedeutung von Einzelbindungs-Konformationsänderungen für die Steuerung wichtiger 

Lebensfunktionen in der Zelle, wurde mit Hilfe spezifischer Inhibitoren der Peptidyl-Prolyl-

cis/trans-Isomerase Pin1 untersucht. Durch Screening einer Bibliothek Cellulose-gebundener 

Phosphopeptide konnte ein hochaffiner Pin1-Inhibitor gefunden werden, der eine Hemmung 
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der PPIase-Aktivität des Pin1 mit Ki-Werten im unteren nanomolaren Bereich bewirkte, ohne 

die biologische Funktion der WW-Domäne des Enzyms zu beeinflussen. Auf Grund seiner 

hohen Stabilität in zytosolischen Extrakten, konnte dieser Inhibitor für in vivo Experimente 

verwendet werden. Die Mikroinjektion in Embryonen des Krallenfroschs Xenopus laevis 

bewirkte, in Abhängigkeit von der applizierten Menge des Pin1-Inhibitors, eine Hemmung 

der Zellteilung im Bereich der Injektionstelle. Die daraus resultierende Störung der 

Embryonalentwicklung führte letztlich zum Absterben der Embryonen. Dieser Effekt konnte 

durch Coexpression des hPin1 deutlich vermindert werden. Dabei ist die Fähigkeit des hPin1, 

die biologische Wirkung des Pin1-Inhibitors während der Embryonalentwicklung von X. 

laevis zu unterdrücken, an dessen PPIase-Aktivität geknüpft. In Zusammenhang mit 

Experimenten die zeigen, dass dieser Pin1-Inhibitor keine Auswirkungen auf die Aktivität 

verschiedener Proteinphophatasen bzw. auf die Aktivität von Vertretern aus anderen Familien 

der PPIasen ausübt und eine Hemmung der PPIase-Aktivität zu keiner Veränderung im 

Verteilungsmuster des XlPin1 in der Zelle führt, darf vermutet werden, dass die beobachteten 

biologischen Effekte einer Mikroinjektion dieses Pin1-Inhibitors die Folge einer spezifischen 

Hemmung der PPIase-Aktivität des XlPin1 sind. 
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5.                                          Material und Methoden 

 

 
 
5. 1                                          Thioxylierte Derivate der RNase S  
 
 
5. 1. 1                                        Synthese thioxylierter S-Peptide 
 

Vorbemerkungen 
 
Alle Lösungsmittel und Chemikalien sind kommerziell erhältlich (Produkte der Firmen: 

Fluka, Merck, Aldrich, Sigma, Bachem, Novabiochem, Advanced ChemTech). Alle 

Lösungsmittel wurden nach Standardmethoden getrocknet und vor ihrer Verwendung 

destilliert (328). Die Aufnahme der Massenspektren erfolgte zum einen an einem VG-BIO-Q 

Triple Quadrupole Tandem Elektrospray-Massenspektrometer der Firma Fisons Instruments 

bzw. an einem Esquire-LC-Ionenfallen Massenspektrometer der Firmen Bruker und Hewlett 

Packard. Die Sequenzanalyse der thioxylierten S-Peptide erfolgte mit Hilfe eines ABI 476A 

Protein Sequencers der Firma Applied Biosystems. Zur dünnschichtchromatographischen 

Analyse wurden DC-Platten der Firma Merck (Kieselgel 60) in folgenden Laufmittelsystemen 

verwendet: 

                 

DC-System (v/v): 

BAA Benzen/Aceton/Essigsäure 20:10:0,5 

C Chloroform/Methanol/Essigsäure 9:1:0,5 

PS Essigester/Pyridin/Essigsäure/Wasser 90:15:4,5:8,3 

BEWE Butanol/Essigester/Essigsäure/Wasser 1:1:1:1 

A sec-Butanol/Ameisensäure/Wasser 75:15:10 

PL Butanol/Pyridin/Essigsäure/Wasser 30:20:6:24 

 

Die Detektion der Verbindungen erfolgte zunächst mittels UV-Licht (254 nm). Danach 

wurden die Chromatogramme mit Ninhydrinlösung (0,2 % in Aceton) angefärbt und 

anschließend für ca. 20 min in eine Chloratmosphäre eingebracht. Nach Abblasen über-

schüssigen Chlors erfolgte die Entwicklung der DC`s durch Besprühen mit einer 

Kaliumiodid-Stärke-Lösung. Die Reinheit aller Zwischen- und Ensprodukte wurde darüber 

hinaus mittels HPLC überprüft. Dabei kam eine HPLC-Anlage der  Firma SYKAM 

(Deutschland) in Verbindung mit einer LiChrospher 100 RP-8 Säule (125 r 4, Partikelgröße 5 
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µM) der Firma Merck (Darmstadt, Deutschland) zum Einsatz. Die analytischen Läufe wurden 

bei Raumtemperatur und einer Flussgeschwindigkeit von 1ml/min durchgeführt. Die 

Detektion erfolgte mit Hilfe eines UV-Diodenarray-Detektors. Die Elution erfolgte mit 

variablen Gradienten aus Wasser und Acetonitril (jeweils mit 0,05 % TFA). Präparative 

HPLC-Trennungen wurde mit Hilfe einer HPLC-Anlage der Firma Abimed unter 

Verwendung einer präparativen Säule der Firma Merck (LiChrosorb RP-select B, 250 r 25, 

Partikelgröße 7µm) durchgeführt. Die Elution erfolgte ebenfalls mit variablen Gradienten aus 

Wasser und Acetonitril (jeweils mit 0,05 % TFA). 

 
                                          Synthese der Thioxoacylierungsbausteine 
 

Die Darstellung der für die Synthese thioxylierter Oligopeptide benötigten N
α-Fmoc- 

geschützten Aminothioxocarbonsäuresäure-6-nitrobenzotriazolide erfolgte entsprechend den 

folgenden Vorschriften: 

 

            Synthese Nα-Fmoc- geschützter Aminothioxocarbonsäure-2-amino-5-nitro-  

                                          anilide (Fmoc-Xaa-Ψ[CS-NH]-ANA) 

                                                           

Die Synthese von Fmoc-Xaa-Ψ[CS-NH]-ANA (mit Xaa= Lys(Boc), Glu(OtBu), Thr(tBu), 

Ala, Phe, Nle, Asp(OtBu), Ser(tBu)) erfolgte entsprechend der von Shalaby et al. für die 

Synthese der Boc-geschützten Derivate entwickelten Vorschrift (182): 

 

25 mmol des Aminosäurederivats Fmoc-Xaa-OH werden in ca. 300 ml absolutem THF 

gelöst und nach Abkühlung auf -15 °C mit je einem Äquivalent N-Methylmorpholin und 

Chlorameisensäureisobutylester versetzt. Nach einer Aktivierungszeit von 10 min bei -15 °C 

gibt man ein Äquivalent 4-Nitro-1,2-phenylen-diamin zum Reaktionsansatz. Man lässt 1 h bei 

-15 °C und weiter bei Raumtemperatur über Nacht rühren (Kontrolle des Reaktionsverlaufs 

mittels DC und HPLC). Anschließend gibt man ein Äquivalent des Thioxylierungsreagenzes 

P4S10 zum Reaktionsansatz und lässt 1 h bei Raumtemperatur rühren. Ist nach Ablauf dieser 

Reaktionszeit noch Ausgangstoff  nachweisbar (DC, HPLC), so gibt man zusätzlich ein 

halbes Äquivalent des Thioxylierungsreagenzes zum Reaktionsansatz. 

„Übliche Aufarbeitung“: Ist der Umsatz vollständig, so wird das Lösungsmittel i. Vak. 

entfernt und der Rückstand in Essigester aufgenommen. Anschließend wird viermal mit 

gesättigter NaHCO3-Lösung und viermal mit Kochsalzlösung gewaschen. Nach dem 

Trocknen über Na2SO4 wird der Essigester i. Vak. verdampft und das Produkt mittels Säulen-
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chromatographie (Kieselgel 60, Eluent: Essigester/Dichlormethan im Verhältnis 1:9 bis 2:9) 

gereinigt.  

 

 

Fmoc-Arg(Boc)2-Ψ[CS-NH]-ANA 

 

A) Fmoc-Orn-ANA 

 

Fmoc-Orn(Boc)-ANA wurde wie oben beschrieben synthetisiert und „wie üblich“ 

aufgearbeitet.  

Nach der azidolytischen Abspaltung der Seitenkettenschutzgruppe mittels Trifluoressigsäure 

wurde das Aminosäurederivat Fmoc-Orn-ANA*2TFA durch Zugabe von Diisopropylether 

gefällt und direkt für die folgenden Syntheseschritte verwendet. 

 

B) Fmoc-Arg(Boc)2-Ψ[CS-NH]-ANA 

 

7,5 mmol Fmoc-Orn-ANA*2TFA werden in 10 ml eines Acetonitril/Wasser-Gemischs (66 

% ACN) gelöst und über einen Zeitraum von 1 h zu einer Lösung von zwei Äquivalenten N-

Ethyldiisopropylamin und einem Äquivalent N,N´-Bis-Boc-1-guanylpyrazol in 20 ml 66 %-

igem Acetonitril getropft. Nach Beendigung der Reaktion (HPLC, DC) wird das Lösungmittel 

i. Vak. verdampft, der Rückstand in Essigester aufgenommen und der Ansatz „wie üblich“ 

aufgearbeitet. Fmoc-Arg(Boc)2-ANA wird in 100 ml trockenem THF gelöst, mit 7,5 mMol 

P4S10 versetzt, 1h bei Raumtemperatur gerührt und anschließend „wie üblich“ aufgearbeitet.  

 

Fmoc-His(Boc)-Ψ[CS-NH]-ANA  

 
Die Synthese von Fmoc-His(Boc)-Ψ[CS-NH]-ANA erfolgte wie oben beschrieben, jedoch 

unter Verwendung von Diphenylphosphinsäurechlorid als Aktivierungsreagenz.  

 

                 Nα-Fmoc-geschützte Aminothioxocarbonsäure-6-nitrobenzotriazolide 

 Fmoc-Xaa-Ψ[CS-N]-NBt 

10 mmol Fmoc-Xaa-Ψ[CS-NH]-ANA werden in 50 ml 95 % Essigsäure gelöst und im 

Eisbad auf 0 °C abgekühlt. Über einen Zeitraum von 5 min werden unter Rühren 15 mmol 

NaNO2 zum Reaktionsansatz gegeben. Nach 30 min wird der Ansatz auf Eis geschüttet, das 
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ausgefallene Produkt abfiltriert und gründlich mit Wasser gewaschen. Das feuchte Produkt 

wird eingefroren und anschließend lyophilisiert. Man erhält das gewünschte Nitrobenzo-

triazolid in Form eines orangen Pulvers. 

Die so hergestellten Thioxoacylierungsbausteine sind bei -20 °C gelagert über mehrere 

Monate stabil und können direkt für die Synthese thioxylierter Oligopeptide verwendet 

werden. 

Die analytischen Daten der Zwischen- und Endprodukte und die erzielten Ausbeuten sind in 

der Tabelle 15 (Seite 131-132) zusammengefasst. 

 

                                          Durchführung der Festphasensynthese 

 

Die Synthese thioxylierter S-Peptide erfolgte mit Hilfe des Peptid Synthesizers Syro II 

(MultiSynTech, Germany). Die Peptide wurden dabei unter Verwendung der Fmoc-Strategie 

am SASRIN®- Harz synthetisiert.                 

 
Folgende Aminosäurederivate kamen zum Einsatz: 

Fmoc-Xaa-OH mit Xaa: Ala, Arg(Boc)2, Asp(OtBu), Gln(Dod), Gln(Tmob), Glu(OtBu), 

His(Boc), Lys(Boc), Nle, Phe, Ser(tBu), Thr(tBu).    

Der schrittweise Aufbau der Peptide erfolgte unter Verwendung des folgenden 

Synthesezyklus: 

1. Abspaltung der N-terminalen Fmoc-Schutzgruppe zunächst mittels 20%-

igem Piperidin in DMF, beginnend mit der Position der thioxylierten 

Aminosäure mittels 0,7 % Piperidin/1 % HOBT/DMF (v/w/v)  

2. waschen mit DMF (6 mal) 

3. Knüpfung der Peptidbindung (Kupplungsschritt)    

4. Wiederholung von Schritt 3 

5. Waschen mit DMF (6 mal)   

 

Das Aminosäurederivat Fmoc-Xaa-OH und das Kupplungsreagenz PyBOP wurden 

während des Kupplungsschritts in vierfachem, die Base N-Methylmorpholin in achtfachem 

Überschuss eingesetzt. Die Thioxoacylierung erfolgte nicht in DMF sondern in Dichlor-

methan, da die Nα-Fmoc-geschützten Thioxoaminosäure-6-nitrobenzotriazolide in DMF keine 

ausreichende Stabilität besitzen. Zu diesem Zweck wurden 4 Äquivalente des Nitrobenzo-

triazolids in möglichst wenig DCM gelöst und anschließend zum Harz gegeben. Beginnend 

mit der Position der thioxylierten Aminosäure erfolgte die Abspaltung der Fmoc-
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Schutzgruppe durch achtmal einminütiges Einwirken von 0,7 % Piperidin/1 % HOBT/DMF 

(v/w/v). Die Vollständigkeit der Schutzgruppenabspaltung wurde mittels HPLC überprüft, 

gegebenenfalls wurde die Abspaltungsprozedur fortgesetzt.   

Nach Abschluss der Synthese wurde das Harz gründlich mit DMF und DCM gewaschen und 

getrocknet. Die synchrone Abspaltung der Seitenkettenschutzgruppen und des Peptids vom 

polymeren Träger erfolgte mittels Zinkchlorid-Diethylether-Komplex-Lösung (2,2M in 

DCM). Das Peptid wurde vom Harz abfiltriert und durch Zugabe von absolutem Diethylether 

gefällt. Die abschließende Reinigung der thioxylierten S-Peptide erfolgte mittels präparativer 

HPLC. Die analytischen Daten sind in Tabelle 16 (Seite: 133) zusammengefasst. 

 

 
5. 1. 2                                  Enzymkinetische Messungen 
 
Die enzymkinetischen Untersuchungen wurden an einem PERKIN ELMER UV/VIS-

Zweistrahlspektrometer durchgeführt. Die Auswertung der erhaltenen Messergebnisse 

erfolgte mit Hilfe des Programms Sigma Plot 5.0. 

Das S-Protein und das Substrat 2´,3´cCMP wurden von der Firma Sigma bezogen. Die 

Bestimmung der S-Protein-Konzentration erfolgte spektrophotometrisch bei 280 nm unter 

Verwendung des Extinktionskoeffizienten ε280= 9560 M-1 * cm-1 (25). Die 

Substratkonzentration wurde bei 268 nm mit Hilfe des Extinktionskoeffiziententen ε268= 8500 

M-1 * cm-1 ermittelt (233). Die S-Peptidkonzentration (Oxo-S-Peptid) wurde unter 

Verwendung des Extinktionskoeffizienten ε257,5= 195 M-1 * cm-1 bestimmt (329). 

Konzentrationen der thioxylierten S-Peptidderivate wurden mit Hilfe der Absorption des 

Thioxoamidchromophors (ε266= 12000 M-1 * cm-1) errechnet. Die Referenzküvette enthielt bei 

allen Messungen ebenfalls das Substrat, jedoch kein Enzym.  

 

                            Bestimmung der kinetischen Konstanten Km, Kp, k+2  
 
Alle enzymkinetischen Messungen wurden bei 25 °C in 0,1 M MES/NaOH-Puffer (pH 6; 0,1 

M NaCl) durchgeführt. Das S-Protein (Endkonzentration: 2 µM) wurde vor Zugabe des 

Substrats 15 min mit dem entsprechenden S-Peptidderivat inkubiert. Die Substratkonzen-

tration wurde je nach Bedarf zwischen 0,2-5 mM und die Schichtdicke der verwendeten 

Küvetten zwischen 0,1 bis 1cm variiert. Die Reaktion wurde durch Substratzugabe gestartet 

und bei einer Wellenlänge von λ= 290 nm spektroskopisch verfolgt. Die Differenz des 

molaren Extinktionskoeffizienten zwischen dem Substrat und dem Hydrolyseprodukt ∆ε290, 

die zur Auswertung benötigt wird, beträgt 990 M-1 * cm-1 (233).  
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Bestimmung von Assoziationskonstanten KAss für die Bildung der [ThioxoPhe8]-, 

[ThioxoHis12]- bzw. [ThioxoAla4]-RNase S unter Verwendung enzymkinetischer 

Messungen 

 
Die Messungen wurden, wie die ITC-Experimente, bei 25 °C in 50 mM Natriumacetatpuffer 

(pH 6; 0,1 M NaCl) durchgeführt. Das entsprechende Derivat der RNase S wurde durch 

Zugabe einer entsprechenden Menge des thioxylierten S-Peptids zum Reaktionsansatz, in dem 

bereits das S-Protein (Endkonzentration: 2µM) vorhanden war, erhalten. Nach einer Inku-

bationszeit von 15 min wurde die Messung durch Substratzugabe (Endkonzentration: 0,2 mM 

für das [ThioxoAla4]- und [ThioxoPhe8]-S-Peptid bzw. 0,5 mM für das [ThioxoHis12]-S-

Peptid) gestartet und bei einer Wellenlänge von λ= 290 nm spektroskopisch verfolgt. Die 

Gleichgewichtskonzentration der RNase S wurde mit Hilfe der Anfangsanstiege der 

erhaltenen Messkurven ermittelt. Dabei entspricht der Maximalanstieg einer Konzentration 

der RNase S von 2 µM. Die Bestimmung der Assotiationskonstante KAss erfolgte mit Hilfe des 

Programms SigmaPlot 5.0 aus der erhaltenen Titrationskurve. 

 

Für die Dissoziationskonstante KD gilt: 

 

                                           DK
[ ] [ ]

[ ]S RNase

Protein-S * Peptid-S
=                                      Gleichung 9 

 
Ersetzt man die Gleichgewichtskonzentrationen des S-Peptids und des S-Proteins durch die 

Differenz aus der Ausgangskonzentration und der Konzentration der enzymatisch aktiven 

RNase S, so erhält man Gleichung 10.  

 

                       DK
[ ] [ ]( ) [ ] [ ]( )

[ ]S RNase

S RNaseProtein-S * S RNasePeptid-S 0 0 −−
=         Gleichung 10 

 

Durch Analyse der Titrationskurve mittels nichtlinearer Regression entsprechend Gleichung 

11 erhält man die Dissotiationskonstante KD. Diese lässt sich mit Hilfe der Gleichung 12 in 

die Assoziationskonstante KAss umrechnen.  
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D

Ass
K

K
1

=                                               Gleichung 12 

 
 
5. 1. 3                                       Isotherme Titrationskalorimetrie 
 
Die Bestimmung der thermodynamischen Konstanten der S-Peptid/S-Protein-Interaktion 

erfolgte mit Hilfe der isothermen Titrationskalorimetrie unter Verwendung eines ITC-VP 

Mikrokalorimeters von MicroCal. Alle Experimente wurden bei 25 °C in 50 mM Natrium-

acetatpuffer (pH 6; 0,1 M NaCl) durchgeführt. Lösungen des S-Proteins und des ent-

sprechenden S-Peptids wurden zuvor gegen den angegebenen Puffer dialysiert und die 

Konzentration spektrophotometrisch (Abschnitt 5. 1. 2) bestimmt. Die S-Peptid-Lösung 

wurde in die 250 µl Spritze des Kalorimeters überführt.  Die Referenzzelle des Kalorimeters 

wurde mit Wasser, die Messzelle mit der S-Protein-Lösung gefüllt. Nach einer bestimmten 

Equilibrierungszeit zur Stabilisierung der Basislinie erfolgte die Titration. Zu diesem Zweck 

wurden jeweils 10 µl der S-Peptid-Lösung (Injektionsdauer 20 s) zur S-Protein-Lösung 

titriert. Als Equilibrierungszeit zwischen zwei Injektionen wurden 6,6 min gewählt. Darüber 

hinaus wurden sowohl der Puffer in die S-Protein-Lösung als auch die S-Peptid-Lösung in 

den Puffer injiziert. Die bei diesen Kontrollexperimenten beobachteten Verdünnungswärmen 

wurden bei der Auswertung berücksichtigt. Die Bestimmung der thermodynamischen 

Konstanten ∆H, KAss und des stöchiometrischen Faktors N erfolgte aus der erhaltenen 

Titrationskurve unter Verwendung des Analyseprogramms ORIGIN von MicroCal nach 

einem Einseitenbindungsmodell. Die Konstanten ∆G und T∆S wurden mit Hilfe der 

Gleichungen ∆G=-R*T*ln KAss und ∆G= ∆H- T∆S berechnet. 

 
 
 

 

5. 1. 4            Photoinduzierte cis/trans-Isomerisierung des [ThioxoAla4]-S-Peptids 

 

UV-Licht der entsprechenden Wellenlänge wurde mit Hilfe einer Quecksilberdampflampe in 

Verbindung mit einem Monochromator erhalten. Das [ThioxoAla4]-S-Peptid wurde in 50 mM 

Natriumacetatpuffer (0,1 M NaCl; pH 6) gelöst und mit UV-Licht bei 10 °C bis zum 

Erreichen des photostationären Zustands bestrahlt. Dabei wurde immer das Gesamtvolumen 

der Thioxopeptidlösung bestrahlt. UV-Spektren wurden mit Hilfe eines PERKIN-ELMER 
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UV/Vis-Zweistrahlspektrometers und CD-Spektren mit Hilfe eines Jasco-710 Spectro-

polarimeters erhalten.  

Zur Bestimmung der Geschwindigkeitskonstanten 1. Ordnung der cis/trans-Isomerisierung 

kc/t wurde die Dunkelreaktion nach der Bestrahlung UV-spektroskopisch bei 287 nm verfolgt. 

Die Bestimmung von kc/t erfolgte mittels nichtlinearer Regressionsanalyse aus der erhaltenen 

Messkurve. Die Aktivierungsparameter ∆H
≠ und ∆S

≠ wurden mit Hilfe der Erying-

Auftragung (Gleichung 13) aus der Temparaturabhängigkeit von kc/t erhalten.  

 

                                      
R

∆S

h

k

R

∆Hk Btc
≠≠

++−= ln
T

1
*

T
ln

/

                                 Gleichung 13 

 

Dabei entspricht kB der Boltzmann Konstante (1,38066 × 10-23 * J * K
-1) und h dem Planck-

schen Wirkungsquantum (6,62618 × 10-34 * J * s). 

 

 

 

 

5. 1. 5                     Einfluss der photoinduzierten cis/trans-Isomerisierung auf  

                                        die Aktivität der [ThioxoAla4]-RNase S 

 

Die Messungen erfolgten bei 10 °C in 50 mM Natriumacetatpuffer (0,1 M NaCl; pH 6) unter 

Verwendung des Substrats 2`,3`-cCMP (0,1 mM). Dabei wurde das Substrat erst unmittelbar 

vor Zugabe des [ThioxoAla4]-S-Peptids in den Messansatz gegeben. Die [ThioxoAla4]-S-

Peptid- Lösung (37,4 µM) wurde 5 min mit UV-Licht (260 nm; Bestrahlungsstärke: 32 µJ * 

cm-2 * s-1) bei 10 °C bestrahlt und anschließend zum Messansatz, der das S-Protein in der 

entsprechenden Konzentration und das Substrat enthielt, gegeben. Die Reaktion wurde bei 

290 nm spektroskopisch verfolgt. 
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5. 2                                                Pin1-spezifische Inhibitoren 

 

5. 2. 1                                                        Synthesen 

 

Vorbemerkungen: 

Dibenzyl-diisopropyl-phosphoramidit, N-Methylanilin-trifluoracetat, tert-Butyl-hydroper-

oxid and Pd(PPh3)4 wurden von Aldrich, Sigma oder Fluka bezogen. Alle verwendeten Fmoc-

geschützten Aminosäurederivate mit Ausnahme des Fmoc-D-Thr(PO(OBzl)OH)-OH sind 

kommerziell erhältlich (Bachem, Advanced Chemtech, NovaBiochem, Fluka, Senn 

Chemicals AG). N
α-Fmoc- geschützte Derivate trifunktioneller Aminosäuren kamen unter 

Verwendung folgender Seitenkettenschutzgruppen zum Einsatz: Gln(Trt), Thr(OtBu), D-

Thr(OtBu), D-Thr(Trt), Thr(PO(OBzl)OH) and D-Thr(PO(OBzl)OH). Peptidsynthesen erfolg-

ten an Whatman 540 Cellulosemembranen bzw. am Rink Amid MBHA Harz (NovaBiochem) 

unter Verwendung von PyBOP/HOBT (NovaBiochem) oder HATU/HOAT (Perseptive 

Biosystems) als Kupplungsreagenzien. 

 

                       Synthese der Bibliothek Cellulose-gebundener Phosphopeptide 

 

Die Bibliothek wurde durch automatisierte Spotsynthese unter Verwendung eines Auto-Spot 

Robot ASP 222 Synthesizers (Gilson) mit Hilfe eines Standardsynthesprotokolls erhalten 

(330-332). Die Verankerung der Phosphopeptide an der Cellulosemembran erfolgte, indem im 

ersten Syntheseschritt das in der Seitenkette ungeschützte Aminosäurederivat Fmoc-Glu-

OtBu verwendet wurde. Dabei führt die Reaktion der Carboxylgruppe der Seitenkette des 

Glutaminsäurederivats mit der freien Aminogruppe des  ß-Alanyl-ß-Alanin-Linkers der 

Cellulosemembran zur Ausbildung einer sekundären Amidbindung. Die finale Deblockierung 

der Cellulose-gebundenen Phosphopeptide erfolgte mittels 90 % TFA/1 % H2O/ 9 % DCM (2 

h).  

 

 

                                                     Synthese löslicher Peptide 

 

Die löslichen Peptide wurden mittels Fmoc-Strategie unter Verwendung eines Standard-

protokolls der Festphasenpeptidsynthese erhalten. Die Aktivierung der geschützten Thr und 

D-Thr-Derivate (einschließlich der phosphorylierten Derivate) erfolgte mittels HATU/HOAT. 
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Fmoc-D-Thr(PO(OBzl)OH)-OH wurde entsprechend der Methode von Vorher & Bannwarth 

synthetisiert (333). Die finale Deblockierung und Abspaltung der Peptide vom Harz erfolgte 

mittels 94,5 % TFA/2,5 % H2O/2,5 % EDT/1 % TIS. Die Reinigung der Peptide wurde 

mittels präparativer HPLC (5. 1. 1)und die Charakterisierung mittels Massenspektrometrie 

durchgeführt. Die analytischen Daten der wichtigsten Peptide sind in Tabelle 16 (Seite 133) 

aufgeführt. 

 

5. 2. 2                 Suche nach hochaffinen Pin1-Liganden durch Screening  

                            einer Bibliothek Cellulose-gebundener Phosphopeptide 

 

Vor dem Screening wurde die Bibliothek Cellulose- gebundener Phosphopeptide zunächst 

zweimal (je 10 min) mit Methanol und danach viermal mit Bindungspuffer A (25 mM Hepes, 

pH 7,5, 150 mM NaCl, 7,2 mM KCl, 2 % Glycerol, 1 mM DTT) gewaschen. Anschließend 

wurde die Bibliothek 1h bei 4 °C mit der rekombinaten PPIase-Domäne des hPin1 (40 nM in 

Bindungspuffer A) inkubiert. Nach vier Waschschritten bei 4 °C in Bindungspuffer A wurde 

die spezifisch an Phosphopeptide der Bibliothek gebundene PPIase-Domäne durch Elektro-

blotting (“semi dry“- Verfahren) unter Verwendung eines Tris/HCl-Transferpuffers (75 mM, 

pH 8,0, 150 mM NaCl, 0,05 % Tween 20, 3 % BSA) bei 96 mA auf eine 

Nitrocellulosemembran transferiert. Detektiert wurde das Protein mit Hilfe eines Antiserums 

(Kaninchen), das spezifisch die PPIase-Domäne des hPin1 erkennt (primärer Antikörper). Als 

sekundärer Antikörper kam ein Kaninchen-spezifisches Antiserum (Ziege), welches POD-

konjugierte Antikörper enthält, zum Einsatz. Die Visualisierung erfolgte mittels Chemilum-

ineszenzreaktion unter Verwendung des SuperSignal®-Substrats von Pierce. 

 

 

5. 2. 3                                                   PPIase-Tests 

 

Proteinkonzentrationen wurden bei 280 nm unter Verwendung der Extinktionskoeffizenten 

21030 M-1 * cm-1 für hPin1, 6979 M-1 * cm-1 für die PPIase-Domäne des hPin1, 21030 M-1 * 

cm-1 für XlPin1 und 8250 M-1 * cm-1 für hPar14 bzw. hCyp18 bestimmt. Die Berechnung der 

Extinktionskoeffizenten erfolgte mit Hilfe des Programms ProtParam Tool von ExPASy 

(erhältlich unter: http://www.expasy.org/). Alle Messungen erfolgten bei 10 °C in Hepes-

Puffer (35 mM, pH 7,8).   
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                                                       Protease-freier Test 

 

Die Messung der kinetischen Konstanten erfolgte mit Hilfe eines Hitachi F-3010 Fluoreszenz-

spektrometers unter Verwendung des Substrats H-Abz-Ala-Glu-Pro-Phe-NH-Np (313). Das 

Substrat (12 mM) wurde in wasserfreiem Trifluorethanol/0,55 M LiCl gelöst und die 

Messung nach Zugabe der Substratstammlösung (Endkonzentration: 10 µM) zu einer 

vorinkubierten (15 min) Mischung, bestehend aus der PPIase (8,8 nM hPin1 bzw. 7,1 nM 

XlPin1) und dem entsprechenden inhibitorischen Phosphopeptid, gestartet. Die Anregung 

erfolgte bei 320 nm (Bandweite: 3 nm). Die Fluoreszenzemission wurde bei 420 nm 

(Bandweite: 10 nm) detektiert.  

 

                                                   Protease-gekoppelter Test     

 

Die Messungen erfolgten entsprechend Fischer et al. (9) und Zhang et al. (313) mit Hilfe eines 

Hewlett-Packard 8452A Dioden-Array Spektrophotometers. Die PPIase-Aktivität des hPar14 

wurde unter Verwendung des Substrats Suc-Ala-Arg-Pro-Phe-NH-Np (Konz. i. A. 75 µM) 

und α-Chymotrypsin (Konz. i. A. 60 µM) als isomerspezifische Protease gemessen. PPIase-

Aktivitäten des hCyp18 und FKBP12 wurden mit Hilfe des Substrats Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-

NH-Np (Konz. i. A. 16 µM) und α-Chymotrypsin (Konz. i. A. 60 µM) als isomerspezifische 

Protease bestimmt. Messungen der PPIase-Aktivität des hPin1 erfolgten unter Verwendung 

des Substrats Ac-Ala-Ala-Ser(PO3H2)-Pro-Arg-NH-Np (Konz. i. A. 10 µM) und Trypsin 

(Konz. i. A. 60 µM) als isomerspezifische Protease. Die Konzentrationen der PPIasen im 

Messansatz betrugen 1,7 µM für hPar14, 4 nM für hPin1, 7 nM für FKBP12 und 9,7 nM für 

hCyp18. Entsprechende Konzentrationen des Peptids 16 oder 17 bzw. des unphosphorylierten 

Derivats von Peptid 17 wurden 15 min mit der entsprechenden PPIase inkubiert und die 

Messung anschließend durch Zugabe des Substrats und der Protease gestartet. Der 

Reaktionsverlauf wurde bei 390 nm verfolgt.      

 
Die Auswertung (Berechnung von kobs) erfolgte mittes nichlinearer Regression unter 

Verwendung des Programms SigmaPlot 5.0 (Jandel) aus der entsprechenden Progresskurve 

einer Messung. Dabei entspricht k0 einer Geschwindigkeitskonstanten, die für eine Messung 

in Abwesenheit der entsprechenden PPIase ermittel wurde. Die Berechnung der 

Geschwindigkeitskonstanten kenz erfolgte mit Hilfe der Gleichung kenz= kobs-k0. IC50- und Ki-

Werte wurden durch Auftragung von kenz gegen die Konzentration des entsprechenden 
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inhibitorischen Peptids mittels nichtlinearer Regression nach Schutkowski et al. (334) bzw. 

unter Verwendung eines Modells für “tigth binding“- Inhibitoren (335) ermittelt.   

 

5. 2. 4          "Far-Western-Blot"-Analysen zum Nachweis der selektiven Bindung 

                                    von Peptid 15 durch die PPIase-Domäne des hPin1 

 

Die verschiedenen Varianten des GST-hPin1 sowie die GST-fusionierte WW- bzw. PPIase-

Domäne des hPin1, wurden entsprechend Ranganathan et al. bzw. Zhou et al. erhalten (10, 

311). Die angegebene Menge des entsprechenden Proteins wurde auf eine Nitrocellulosemem-

branen gespottet und die Membranen anschließend für 1h bei 4 °C in Bindungspuffer A, der 

zusätzlich 5 % Milchpulver enthielt, inkubiert (Blockierung auf der Membran verbliebener 

Bindungsstellen). Nach mehrmaligem Waschen der Membranen (Bindungspuffer A) wurden 

diese in einer 1 µM Lösung des Peptids 15 bzw. einer 50 µM Lösung des unphosphorylierten 

Derivats in Bindungspuffer A inkubiert. Nach mehrmaligem Waschen in Bindungspuffer A, 

erfolgte der Nachweis des spezifisch an das entsprechende Protein gebundenen Peptids 15 

mit Hilfe des POD-konjugierten Streptavidins (Chemilumineszenzreaktion, SuperSignal- 

Substrat von Pierce). 

Zur Analyse der Bindung von Peptid 15 durch verschiedene Varianten des GST-hPin1, 

wurden verschiedene Mengen des Peptids auf Nitrocellulosemembranen gespottet. Nach dem 

blockieren der noch freien Bindungsstellen auf der Membran und anschließendem Waschen 

(siehe oben), wurden die Membranen mit der entsprechenden Variante des GST-hPin1 (40 

nM, Bindungspuffer A, 1 h, 4 °C) inkubiert. Der Nachweis des spezifisch an Peptid 15 

gebundenen Proteins erfolgte wie unter 5. 2. 2 beschrieben. 

 

5. 2. 5             Charakterisierung der Peptid 17/hPin1-Interaktion mittels ITC 

 

Die ITC-Messungen wurden in Hepes-Puffer (10 mM, pH 7,8) bei 10 °C durchgeführt. Die 

Proteinkonzentration in der Messzelle betrug 6,5 µM (1,4 ml). Die Injektionsspritze des 

Kalorimeters wurde mit 300 µl einer 250 µM Lösung des Peptid 15 gefüllt. Die Messungen 

und die Auswertung erfolgte wie unter 5. 1. 3 beschrieben. 
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5. 2. 6            Analyse der Stabilität von Peptid 17 mittels Kapillarelektrophorese 

 

Peptid 17 wurde zunächst 3 h in HeLa-Zellysat inkubiert. Analysen erfolgten anschließend 

mit Hilfe eines P/ACE MDQ Kapillarelektrophoresesystems (Beckman Coulter, Palo Alto, 

CA) unter Verwendung einer 40 cm Kapillare (50 µM, „fused silica“) bei 20 kV. Als 

Referenzen wurden das unbehandelte Peptid 17 und das unphosphorylierte Derivat 

verwendet. Die Injektion erfolgte hydrodynamisch bei 3,45 kPa (10 s). Alle Analysen wurden 

mit Natriumphosphatpuffer (50 mM, pH 7,0) als Trennpuffer bei 16 °C durchgeführt. Die 

Detektion erfolgte bei 220 nm.  

 

5. 2. 7       Zellkultur und Gewinnung von HeLa-Zell- und X. laevis Embryo-Lysat 

 

Die Kultivierung der HeLa-Zellen erfolgte in DMEM-Medium (Dulbecco’s Modified Eagle 

Medium, GicoBRL), das mit 10 % fötalem Kälberserum versetzt war (37 °C, Atmosphäre mit 

5 % CO2). Mitotische Zellen konnten, 12 h nachdem einer HeLa-Zellkultur 0,1 µg/ml 

Nocodazol zugesetzt wurde, geerntet werden. Die Gewinnung von Zellysaten erfolgte bei 4 

°C durch Zugabe von Lysispuffer (25 mM Hepes, pH 7,4, 150 mM NaCl, 7,2 mM KCl, 0,5 % 

NP-40, 2 % Glyzerol, 1 mM DTT) zu den geernteten Zellen bzw. Embryonen und 

anschließender Ultraschallbehandlung und Zentrifugation bei 13000 U/min. Je nach 

Experiment erfolgte die Herstellung der Lysate in Abwesenheit oder in Gegenwart von 

Phosphatase- (10 mM NaF, 1mM Na3VO4, 0,5 µM Okadasäure) und Proteaseinhibitoren (1 

mM EDTA, 1mM EGTA und Proteaseinhibitor-Mixtur von Roche). 

 

5. 2. 8             Nachweis der Bindung von Peptid 16 durch authentisches Pin1  

                          aus X. laevis Embryonen (XlPin1) und HeLa-Zellen (hPin1) 

 

Peptid 16 wurde 1 h bei 4 °C in HeLa-Zell- bzw. X. laevis Embryolysat inkubiert. Die 

Extraktion der Peptid 16/Pin1- Komplexe aus der erhaltenen Mischung erfolgte anschließend 

mit Hilfe von Streptavidin-Sepharose. Nach dreimaligem Waschen mit Lysispuffer wurde die 

Streptavidin-Sepharose in SDS-Lauf-Puffer überführt und auf 95 °C erhitzt. Der Nachweis 

des mit Peptid 16 coextrahierten hPin1 bzw. XlPin1 erfolgte durch SDS-Gelelektrophorese 

und nachfolgender Western-Blot-Analyse. Die Proteine wurden wie unter 5. 2. 2 beschrieben 

detektiert.    
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5. 2. 9                      Einfluss von Peptid 17 auf die Interaktion zwischen  
                                                MPM-2- Antigenen und hPin1 
 

Peptid 17 bzw. dessen unphosphoryliertes Derivat (jeweils 1,3 mM) wurden 2 h bei 4 °C in 

einer 8 µM Lösung des GST-hPin1 in Lysispuffer inkubiert. Nach Zugabe von Zellysat, das 

aus mitotischen HeLa-Zellen gewonnen wurde, wurde die Mischung eine weitere Stunde bei 4 

°C inkubiert und anschließend mit Glutathion-Sepharose versetzt. Nach einstündiger 

Inkubation der Mischung bei 4 °C wurde die Glutathion-Sepharose dreimal mit Lysispuffer 

gewaschen und nach Zugabe von SDS-Probenpuffer auf 95 °C erwärmt. Der Nachweis des 

mittels Glutathion-Sepharose extrahierten GST-hPin1 und der coprezipitierten MPM-2- 

Antigene erfolgte durch SDS-Gelelektrophorese und anschließender Western-Blot-Analyse. 

Die Detektion der Proteine wurde unter Verwendung des monoklonalen MPM-2- Antikörpers 

(primärer Antikörper, Maus) bzw. mittels eines für die PPIase-Domäne des hPin1 

spezifischen Antiserums (Kaninchen) durchgeführt. Als sekundäre Antikörper kamen Maus- 

bzw. Kaninchen-spezifische POD-konjugierte Antikörper zum Einsatz. Die Visualisierung 

erfolgte unter Verwendung des SuperSignal®-Substrats von Pierce.  

 

5. 2. 10     Mutagenese, Klonierung und Überexpression rekombinanter Proteine  

 

Punktmutanten des V5-hPin1 wurden unter Verwendung des QuikChange® Site-Directed 

Mutagenese Kits (Stratagene) und V5-hPin1 in pcDNA 3.1/GS (Invitrogen) als Template 

generiert. GST-hPin1 und die entsprechenden Varianten wurden nach Zhou et al. (10) 

konstruiert. Das XlPin1-Gen wurde mittels RT-PCR unter Verwendung von X. laevis mRNA 

und spezifischen Oligonukleotiden als Primer (5´-CGCGGATCCATGGCGGACGA 

GGAGAAGC-3´ and 5´-CGCCTCGAGTCACTCAGTG CGGAGG-3´) amplifiziert. Die 

Amplifikation des Genabschnitts, der die PPIase-Domäne des hPin1 codiert (Gly45-Glu163), 

erfolgte durch PCR mit Hilfe der Oligonukleotidprimer 5´-CTCTCCATGGGCAAAA 

ACGGGCAGG-3´ und 5´-CCGAAGCTTGACTCAGTGCGGAGGATG-3´) und DNA des 

(His)6 hPin1 als Template (259). Die Genfragmente des XlPin1 und der PPIase-Domäne des 

hPin1 wurden anschließend in die Vektoren pGEX-4T-1 (Amersham-Pharmacia) bzw. 

pET28a (Novagen) kloniert. Zur Überexpression des rekombinanten GST-XlPin1 und der 

PPIase-Domäne des hPin1 wurden die Vektoren anschließend in die E.coli-Stämme JM109 

und BL21(DE3) transformiert. Die Induktion der Proteinexpression erfolgte während der 

exponentiellen Wachstumsphase der Zellkultur durch Zugabe von 1 mM IPTG. Die 

Reinigung des rekombinanten GST-XlPin1 und die anschließende Abspaltung des GST 
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erfolgten unter Verwendung von Glutathion-Sepharose4B bzw. Thrombin als Protease. Die 

rekombinante PPIase-Domäne des hPin1 wurde mit Hilfe einer Ni-NTA-Säule (Novagen) 

entsprechend den Angaben des Herstellers gereingt.  

 

 

5. 2. 11                            Mikroinjektion und Fluoreszensfärbung 

 

Die Gewinnung der mRNA der verschiedenen Varianten des V5-hPin1 erfolgte mit Hilfe der 

entsprechenden cDNA (pcDNA 3.1/GS, Invitrogen) als Template unter Verwendung des 

mMESSAGE mMACHINE™ T7 Kit von Ambion.  

Für die Microinjektion wurde die entsprechende mRNA in DEPC- behandeltem Wasser 

gelöst. Peptide wurden in PBS-Puffer gelöst. Die Injektion erfolgte in den animalen Pol von 

X. laevis Embryonen, die sich im Stadium 2 der Embryonalentwicklung befanden. Das 

injizierte Volumen betrug jeweils 10 nl. 

Fluoreszenzfärbungen von Kryoschnitten der X. laevis Embryonen erfolgten im Stadium 8 der 

Embryonalentwicklung. Dem entsprechend wurden 10 µm Kryoschnitte angefertigt und zur 

Detektion des XlPin1unter Verwendung eines monoklonalen hPin1-spezifischen Antikörpers 

(Maus) und Alexa Flour546™-konjugierten sekundären Antikörpers (Ziege) gefärbt. Die 

Detektion des Peptids 16 erfolgte mit Hilfe des Oregon Green™ 488-konjugierten 

NeutrAvidin-Biotin- bindenden Proteins. Zellkerne wurden unter Verwendung von DAPI 

gefärbt. Die Auswertung der Floureszenzfärbungen erfolgte mit Hilfe eines Axioplan 

Epifluoreszenzmikroskops unter Verwendung von Fluoreszin- und Cy3- selektiven Filtern 

und einer 768 x 576 CCD Kamera (Sony Corp., Tokyo, Japan). Die Bildbearbeitung wurde 

mit dem Programm Adobe Photoshop durchgeführt.  
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6.                                                                Analytische Daten 
 

Tabelle 15: Analytische Daten zur Synthese der Thioxoacylierungsbausteine Fmoc-Xaa-Ψ[CS-N]-NBt 
XAA Fmoc-Xaa- ANA Fmoc-Xaa-Ψ[CS-NH]-ANA Fmoc-Xaa-Ψ[CS-N]-NBt Fmoc-Xaa-Ψ[CS-NH]-Phe-NH-Np 

 
Ala 

Mm: 446,2 g/mol 
tR: 14,33 min 

Mm: 462,2 g/mol 
tR: 15,67 min 

Mm:473,2 g/mol 
tR: 18,36 min 

Ausbeute: 49,6% 

[M+H+]berechnet:  595,23 g/mol 
[M+H+]gefunden:   595,1 g/mol 

tR: 20,15 min 

 
Arg(Boc)2 

Mm: 731,5 g/mol 
tR: 20,48 min 

Mm: 747,5 g/mol 
tR: 21,77 min 

Mm: 758,5 g/mol 
tR: 23,79 min 

Ausbeute: 17,3% 

[M+H+]berechnet:  880,39 g/mol 
[M+H+]gefunden:   880,5 g/mol 

tR: 23,95 min 

 
Asp(OtBu) 

Mm: 446,3 g/mol 
tR: 17,80 min 

Mm: 562,3 g/mol 
tR: 18,86 min 

Mm: 573,3 g/mol 
tR: 20,71 min 

Ausbeute: 22% 

[M+H+ ]berechnet:  695,25 g/mol 
[M+H+]gefunden:   695,1 g/mol 

tR: 22,16 min 

 
Glu(OtBu) 

Mm: 560,3 g/mol 
tR: 17,85 min 

Mm: 576,3 g/mol 
tR: 19,42 min 

Mm: 587,3 g/mol 
tR: 20,87 min 

Ausbeute: 29,3% 

[M+H+]berechnet:  709,23 g/mol 
[M+H+]gefunden:   709,60 g/mol 

tR: 21,94 min 

 
Gly 

Mm: 432,2 g/mol 
tR: 14,495min 

Mm: 448,2 g/mol 
tR: 15,894min 

Mm: 459,2 g/mol 
tR: 17,58 min 

Ausbeute: 26% 

[M+H+]berechnet:  581,22 g/mol 
[M+H+]gefunden:   581,39 g/mol 

tR: 19,03 min 

 
His(Boc) 

Mm: 612,4 g/mol 
tR: 15,22 min 

Mm: 628,4 g/mol 
tR: 18,80 min 

Mm: 639,4 g/mol 
tR: 20,09 min 

Ausbeute: 28% 

[M+H+]berechnet:  761,30 g/mol 
[M+H+]gefunden:   761,3 g/mol 

tR: 21,71 min 

 
Ile 

 

Mm: 488,3 g/mol 
tR: 17,07 min 

Mm: 504,3 g/mol 
tR: 19,76 min 

Mm: 515,3 g/mol 
tR: 21,66 min 

Ausbeute: 55% 

[M+H+]berechnet:  637,27 g/mol 
[M+H+]gefunden:   637,2 g/mol 

tR: 23,11 min 

 
Lys (Boc) 

Mm: 603,4 g/mol 
tR: 17,41 min 

Mm: 619,4 g/mol 
tR: 18,80 min 

Mm: 630,4 g/mol 
tR: 20,15 min 

Ausbeute: 26% 

[M+H+]berechnet:  752,33 g/mol 
[M+H+]gefunden:   752,40 g/mol 

tR: 21,87 min 

 
Nle 

Mm: 488,3 g/mol 
tR: 16,2 min  

Mm: 504,3 g/mol 
tR: 18,75 min 

Mm: 515,3 g/mol 
tR: 20,71 min 

Ausbeute: 83% 

[M+H+]berechnet:  637,25 g/mol 
[M+H+]gefunden:   637,60 g/mol 

tR: 21,88 min 
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XAA Fmoc-Xaa- ANA Fmoc-Xaa-Ψ[CS-NH]-ANA Fmoc-Xaa-Ψ[CS-N]-NBt Fmoc-Xaa-Ψ[CS-NH]-Phe-NH-Np 

 
Orn(Boc) 

Mm: 589,4 g/mol 
tR: 17,57 min 

 
/ 

 
/ 

 
/ 

 
Phe 

Mm: 522,3 g/mol 
tR: 17,57 min 

 

Mm: 538,3 g/mol 
tR: 18,75 min 

Mm: 549,3 g/mol 
tR: 20,71 min 

Ausbeute: 58,2% 

[M+H+]berechnet:  671,26 g/mol 
[M+H+]gefunden:   671,26 g/mol 

tR: 21,88 min 

 
Pro 

Mm: 472,2 g/mol 
tR: 15,56 min 

 

Mm: 488,2 g/mol 
tR: 17,96 min 

Mm: 499,2 g/mol 
tR: 19,08 min 

Ausbeute: 41,1% 

[M+H+]berechnet:  621,26 g/mol 
[M+H+]gefunden:   621,40 g/mol 

tR: 21,21 min 

 
Ser (OtBu) 

Mm: 518,3 g/mol 
tR:  17,24 min 

Mm: 534, 3 g/mol 
tR: 18,97 min 

Mm: 545,3 g/mol 
tR: 20,65 min 

Ausbeute: 46,3% 

[M+H+]berechnet:  667,29 g/mol 
[M+H+]gefunden:   667,2 g/mol 

tR: 22,82 min 

 
Thr (OtBu) 

 
 

Mm: 532,3 g/mol 
tR: 18,75 min 

Mm: 548,3 g/mol 
tR: 20,04 min 

Mm: 559,3 g/mol 
tR: 22,22 min 

Ausbeute: 51,4% 

[M+H+]berechnet:  681,31 g/mol 
[M+H+]gefunden:   681,2 g/mol 

tR: 23,51min 

 
Trp (Boc) 

 

Mm: 661,4 g/mol 
tR: 20,371min 

Mm: 677,4 g/mol 
tR: 21,99 min 

 

Mm: 688,4 g/mol 
tR: 22,89 min 

Ausbeute: 44,6% 

[M+H+]berechnet:  810,33 g/mol 
[M+H+]gefunden:   810,1 g/mol 

tR: 24,01 min 

 
Tyr (tBu) 

Mm: 594,4 g/mol 
tR: 18,92 min 

 

Mm: 610,4 g/mol 
tR: 20,26 min 

Mm: 621,4 g/mol 
tR: 22,16 min 

Ausbeute: 64,5% 

[M+H+]berechnet:  743,48 g/mol 
[M+H+]gefunden:   743,1 g/mol 

tR: 23,11 min 

 
Val 

Mm: 474,3 g/mol 
tR: 16,79 min 

Mm:  490,3 g/mol 
tR: 18,92 min 

Mm:  501,3 g/mol 
tR: 20,763 min 

Ausbeute: 41,5% 

[M+H+]berechnet:  623,27 g/mol  
[M+H+]gefunden:   623,3 g/mol 

tR: 21,49 min 

Die HPLC-Retentionszeiten tR wurden mit Hilfe einer HPLC-Anlage der Firma SYKAM unter Verwendung einer RP 8 Säule von Merck (120r4 
mm, LiChrosPher 100, 5 µm) mittels Gradientenelution (Wasser/ACN jeweils mit 0,05% TFA, 20-100% ACN in 30 min) erhalten. Angegeben sind 
nur die Ausbeuten der Verbindungen Fmoc-Xaa-Ψ[CS-N]-NBt (bezogen auf den Ausgangsstoff Fmoc-Xaa-OH), da die Zwischenprodukte nicht 
isoliert wurden. Die erhaltenen Nitrobenzotriazolide wurden anschließend durch Reaktion mit H-Phe-NH-Np bezüglich ihrer Reaktionsfähigkeit 
untersucht und das Reaktionsprodukt Fmoc-Xaa-Ψ[CS-NH]-Phe-NH-Np an Hand des Massenspektrums identifiziert.  
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Tabelle 16: HPLC-analytische und massenspektrometrische Charakterisierung der thioxylierten S-Peptide  
S-Peptid HPLC- Retentionszeit Masse M 

berechnet 

Masse M+H
+
 

gemessen
 

Ausbeute 

     
[ThioxoLys1]-S-Peptid 18,81 min 2163,038 2164,3 10% 

[ThioxoGlu2]-S-Peptid 18,84 min 2163,038 2164,1 8% 

[ThioxoThr3]-S-Peptid 18,78 min 2163,038 2164,7 5% 

[ThioxoAla4]-S-Peptid 18,86 min 2163,038 2164,6 11% 

[ThioxoAla5]-S-Peptid 18,87 min 2163,038 2163,8 9% 

[ThioxoAla6]-S-Peptid 18,84 min 2163,038 2164,1 6% 

[ThioxoLys7]-S-Peptid 18,80 min 2163,038 2163,8 7% 

[ThioxoPhe8]-S-Peptid 18,82 min 2163,038 2164,1 7% 

[ThioxoGlu9]-S-Peptid 18,84 min 2163,038 2164,3 11% 

[ThioxoArg10]-S-Peptid 18,85 min 2163,038 2163,8 10% 

[ThioxoHis12]-S-Peptid 18,85 min 2163,038 2164,3 5% 

[ThioxoNle13]-S-Peptid 18,86 min 2163,038 2163,7 10% 

[ThioxoAsp14]-S-Peptid 18,79 min 2163,038 2164,1 9% 

[ThioxoSer15]-S-Peptid 18,83 min 2163,038 2164,4 8% 

Oxo-S-Peptid 18,85 min 2147,061 2148,4 45% 

Die HPLC-Retentionszeiten tR wurden mit Hilfe einer HPLC-Anlage der Firma SYKAM unter Verwendung einer RP 8 Säule 
(Merck 120r4 mm, LiChrosPher 100, 5µm) mittels Gradientenelution (Wasser/ACN jeweils mit 0,05% TFA, 5-35% ACN in 
30min) erhalten. Die angegeben  Ausbeuten   beziehen sich auf die maximal mögliche Peptidmenge, die durch die Beladung 
des polymeren Trägers bestimmt wird. Die berechnete Masse M entspricht der Monoisotopenmasse. Die weitere 
Charakterisierung und Reinheitskontrolle der Peptide erfolgte mit Hilfe der Sequenzanalyse (Seite 46). 
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Tabelle 17: HPLC-analytische und massenspektrometrische Charakterisierung  
Peptid HPLC-  

Retentionszeit 

(min) 

Massenspektrometrie Molekulargewicht 

(g/mol) 

 
 

Ac-Lys(Nε-Biotinoyl)-Ala-Ala-Bth-Thr-Pip-Nal-Gln-NH2 

 
 

13,6  
 

 
[M+H]+

gefunden: 1296,5 
 

[M+H]+
berechnet: 1296,6 

 

 
 

1296,6 

 
 

Ac-Lys(Nε-Biotinoyl)-Ala-Ala-Bth-Thr(PO3H2)-Pip-Nal-Gln-NH2 

 
 

11,5  
  

 
[M+H]+

gefunden: 1376,5 
 

[M+H]+
berechnet: 1376,6 

 

 
 

1376,6 

 
 

Ac-Lys(Nε-Biotinoyl)-Ala-Ala-Bth-D-Thr-Pip-Nal-Gln-NH2 

 
 

13,3  

 
[M+H]+

gefunden: 1296,5 
 

[M+H]+
berechnet: 1296,6 

 

 
 

1296,6 

 
 

Ac-Lys(Nε-Biotinoyl)-Ala-Ala-Bth-D-Thr(PO3H2)-Pip-Nal-Gln-NH2 

 
 

11,1 

 
[M+H]+

gefunden: 1376,9 
 

[M+H]+
berechnet: 1376,6 

 

 
 

1376,6 
 

 
 

Ac-Phe-D-Thr-Pip-Nal-Gln-NH2 

 
 

12,8  
 

 

 
[M+H]+

gefunden: 744,4 
 

[M+H]+
berechnet: 744,4 

 

 
 

743,9 
 

 
 

Ac-Phe-D-Thr(PO3H2)-Pip-Nal-Gln-NH2 

 
 

11,6  

 
[M+H]+

gefunden: 824,5 
 

[M+H]+
berechnet: 824,3 

 

 
 

823,8 

Die HPLC-Retentionszeiten wurden mit Hilfe einer HPLC-Anlage der Firma SYKAM unter Verwendung einer RP 8 Säule (Merck 120 r 4 mm, 
LiChrosPher 100, 5µm) mittels Gradientenelution (Wasser/ACN jeweils mit 0,05% TFA, 5-100 % ACN in 30min) erhalten. [M+H]+

berechnet 
entspricht der berechneten Monoisotopenmasse des einfach protonierten Moleküls.  
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