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Kurzzusammenfassung

Naturliches Kollagen ist ein posttranslational hochmodifiziertes Strukturprotein. Der
Einfluss spezifischer Modifikationen auf die tripelhelikale Struktur wird mittels
Kollagen-Modellpeptiden untersucht. Mittels optimierter Festphasen-Peptidsynthese
wurden Modellpeptide dargestellt welche, &hnlich einer posttranslationalen
Modifikation, diastereoselektiv dihydroxyliert werden konnten. Hier konnte ein
Zusammenhang zwischen Hydroxylierungsgrad, Konformation des dihydroxylierten
Prolinrings und Stabilitat der gebildeten Tripelhelix, welche mittels NMR-
spektroskopischer Methoden quantifiziert wurde, beobachtet werden.

Eine Diolstruktur, welche in der Lage ist Boronsauren bzw. Benzoboroxole reversibel
zu binden, wurde zudem genutzt um ein Benzoboroxol-modifiziertes Kollagen-
Modelpeptid zu verknipfen. Dies ist zudem das erste Beispiel fir eine kovalent
reversibel verknipfte (capped) Kollagen-Tripelhelix. Verschiedene cap-Strukturen
fuhrten in allen Fallen zu einer Stabilisierung der tripelhelikalen Struktur. Eine
Modulierung der Ladungsstruktur fuhrte zudem zu verschiedenen supramolekularen
Aggregaten. Diese Aggregation reichte von loslichen Aggregaten mit schmaler bzw.

breiter GroR3enverteilung, bis hin zu unléslichen Aggregaten.

Durch Untersuchungen hinsichtlich der Fahigkeit zur Fallung von Kieselsaure, Gber
die fur Kollagen-Modelpeptide nur wenig bekannt ist, konnte in dieser Arbeit ein
Zusammenhang zwischen Ladungsstruktur bzw. Aggregation und der
Kieselsaurefallung hergestellt werden. Dies stellt einen deutlichen Fortschritt in der

Synthese organisch-anorganischer-Hybridmaterialen auf Basis von Kollagen dar.



Abstract

Natural collagen is a posttranslational highly modified Scleroprotein. The influece of
specific modification on the triplehelical structure was investigated with collagen
model peptides. This model peptides were synthesized using an optimized solid
phase peptide synthesis protocol and dihydroxylated diastereoselectivly, similar to a
posttranslational modification. A correlation between Hydroxylation pattern,
conformarmation of the pyrrolidine and stability of the triple helical structure,

determined with NMR-spectroscopical methods, was observed.

A 1,2-diol, able to bind boronic acid or benzoboroxoles reversibly, was used to link
the three single strands of a benzoboroxole modified collagen model peptide. This ist
he first example of a covalent reversible capped collagen triple helix. Different cap-
structures led to a stabilization oft he triple helical structure in all cases. A variation of
the charge pattern led to the formation of different supramolecular
aggregates.Soluble aggregates with broad or narrow size distribution as well as
unsoluble aggregates were observed.

The ability of precipitating silica of collagen model peptids is only little investigated. In
this work, a link between aggregation or charge pattern and the ability of silica
precipitation was observed. This is a significant progress in the synthesis of organic-

inorganic-hybrid material based on collagens.
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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Kollagen

Kollagen ist das haufigste extrazellulare Strukturprotein und macht dabei etwa 30%
der Proteinmasse im Menschen aus.!'®! Die Primarsequenz dieser Proteinklasse
lasst sich dabei auf (Xaa-Yaa-Gly), eingrenzen.!” Jede dritte Aminosaure ist Glycin,
wahrend in Xaa- und Yaa-Position eine grof3e Variation von Aminosauren gefunden
werden kann. Neben Glycin (33%) weisen Prolin (13%), Alanin (11%) und
Hydroxyprolin (10%) die gro3ten Haufigkeiten in natirlichem Kollagen auf, wobei
Hydroxyprolin ausschlieflich in Yaa-Position zu finden ist. d-Hydroxylysin (0,6%),
Methionin (0,6%), Histidin (0,5%), Tyrosin (0,3%) und Cystein (0,1%) weisen
hingegen die geringsten Haufigkeiten auf. Tryptophan kommt als einzige kanonische
Aminosaure in natiirlichem Kollagen nicht vor.® Neben der starken Heterogenitat der
Aminosauresequenz, weist natirliches Kollagen auch eine ganze Reihe von
posttranslationalen Modifikationen auf. Die prominenteste ist dabei die durch die
Prolyl-4-Hydroxylase katalysierte Hydroxylierung von Prolin zu Hydroxyprolin.®'”

AuRerdem stellen Phosphorylierungen®® und Glykosylierungen**: 2

haufige
Modifikationen von Kollagenen dar. Das Vorkommen von Kollagen in vielen
verschiedenen Teilen des Korpers wie Haut, Sehnen, Knorpel, Knochen und
Gefal3en liegt auch in dieser strukturellen Vielfalt begriindet. Bis heute sind 28 (Typ |
bis Typ XXVIII) verschiedenen Kollagentypen charakterisiert, von denen viele
allerdings nur sehr spezifisch exprimiert werden und daher vergleichsweise kleine

Haufigkeiten aufweisen.*® 14

1.1.1. Struktur und Biosynthese

Kollagene werden als Einzelstrang an den membrangebundenen Ribosomen des
endoplasmatischen Retikulums synthetisiert.** Dabei sind die Einzelstrange C- und
N-Terminal um Propeptide verlangert. Die posttranslationalen Modifikationen finden
intrazellular im Lumen statt. Zu diesen Modifikationen zahlen vor allem
Hydroxylierungen von Prolinen in 3- und 4-Position oder Lysinen, sowie

Glykosylierungen.[15] Die Bildung von Disulfiden zwischen den C-terminalen
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Propeptiden ist Ausgangspunkt einer tripelhelikalen Assemblierung zum
Prokollagen.'® Extrazellular erfolgt nun die Abspaltung der Propeptide vom
tripelhelikalen Prokollagen und es bildet sich Tropokollagen, an dessen N- und C-
Terminus noch Telopeptide gebunden sind.”) Pro- bzw. Tropokollagen haben eine
Lange von etwa 300 nm und einen Durchmesser von 1-2 nm. Erst jetzt erfolgt eine
Assemblierung zu Mikrofibrillen mit einem Durchmesser von etwa 5 nm. Diese
erfolgt allerdings mit einem leichten Versatz zwischen den verschiedenen
Tripelhelices was Ursache fir das charakteristische Bandenmuster in TEM- oder
SEM-Aufnahmen ist™ Im abschlieRenden Schritt erfolgt eine kovalente
Verknupfung der Mikrofibrillen zu Kollagenfasern mit einer Lange von bis zu 1 cm
und einem Durchmesser von bis zu 500 nm.”?) Die Biosynthese ist in Schema 1

dargestellt.

<5 | N XX XX _ Assemblierung \ \\\ -
AL NN AN Tropokollagen-Tripelhelix mit N- und

Mikrofibrillen mit charakteristischem C-terminalen Telopeptiden
Versatz der Tropokollagen-Tripelhelices

Abspaltung
der Propeptide

PTMs,
W Assemblierung 7
> / /
Prokollagen-Einzelstrang — N

mit N- und C-terminalen
Propeptiden Prokollagen-Tripelhelix mit N- und

C-terminalen Propeptiden

Schema 1: Biosynthese von Kollagen. Erst erfolgt eine ribosomale Synthese des Prokollageneinzelstrangs mit
N- und C-terminalen Propeptiden, welcher sich nach posttranslationalen Modifikationen zur Tripelhelix
assembliert. Nach extrazellularer Abspaltung der Propeptide bildet sich das Tropokollagen, welches zu
Mikrofibrillen mit charakteristischem Versatz der Tripelhelices assembliert. Ein kovalentes Verknipfen der
Mikrofibrillen fuhrt zur Kollagenfaser (hier nicht dargestellt).[z]

Kollagene bilden eine rechtsgangige Tripelhelix bestehend aus drei linksgangigen
Polyprolin-1l Helices (PPII), der a-Strange. Die Aminosaure Glycin in jeder dritten
Position ist dabei von enormer Bedeutung, da durch das Fehlen einer Seitenkette
eine Anordnung im inneren der Tripelhelix mdglich ist. Dabei ist auch die Art der

tripelhelikalen Struktur in nattrlichem Kollagen stark von der Sequenz abhangig. So
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liegen Prolin-arme Regionen als 2/7-Helix und Prolin-reiche Regionen als 3/10-Helix
vor, wobei dieser Unterschied auch eine Rolle in der molekularen Erkennung
spielt.’® 2 Die Einzelstrange (a-Strange) innerhalb dieser tripelhelikalen Struktur
kénnen noch einmal eingeteilt werden. Bei natirlichem Kollagen geschieht diese
Einteilung durch die Mikroheterogenitat phanomenologisch. Die
Einzelstrangzusammensetzung der Tripelhelix von Typ | bis Typ VIII Kollagen ist

dabei in Tabelle 1 dargestellt.!* % 22

Tabelle 1: Zusammensetzung der Tripelhelix verschiedener Kollagentypen anhand der Einzelstrange. Der
Einzelstrang wird mit a bezeichnet und entsprechend nummeriert. Der Kollagentyp wird in eckigen Klammern
notiert und der Index beschreibt die Anzahl der Einzelstrange dieses Typs innerhalb einer Tripelhelix.”?

Kollagentyp Homotrimer Heterotrimer
I alll.a2[l]
I al[ll]s
I alflll]s
IV al[lV],a2[IV]
a3[IV]a4[IV]a5[IV]
as5[IV]. &{IV]
V al[V]s al[V].a2[V]
al[V]az[V]a3[V]
VI al[Vllaz[Vi]a3[VI]
al[Vi]a2[VI]a4[VI]
VI al[Vli,a2[VIl]
Vil al[Viil; al[Vill;a2[Vil]
a2[Viil]s

Aufgrund dieser Mikroheterogenitat und der verschiedenen Strukturtypen von
naturlichem Kollagen, finden eine Untersuchung verschiedener Modifikationen und

ihr Einfluss auf die Struktur an Kollagen-Modellpeptiden statt. Diese sind aus eine

[23i 25]

definierten Anzahl (5 bis 10) von Xaa-Yaa-Gly-Triplets aufgebaut. Das

Pro-Hyp-Gly-Triplet ist dabei die dominante Repetiereinheit, da diese auch mit 10%

die haufigste Struktureinheit in nattrlichem Kollagen ist.®!
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1.1.2. Stabilitat der Tripelhelix

Die Stabilitat der tripelhelikalen Struktur von Kollagenen wird durch ihren
Schmelzpunkt charakterisiert. Dieser ist als Punkt, an dem 50% der tripelhelikalen
Struktur entfaltet ist, bzw. als Wendepunkt der sigmoidalen Schmelzkurve
definiert.”® 27'3% Diese Art der Charakterisierung wird allerdings nur bei
Modellsequenzen verwendet, da diese zum einen l6slich und zum anderen eine
Schmelztemperatur, welche mit der Anzahl der Repetiereinheiten skaliert, unterhalb
von 100 °C aufweisen.> *! Es fallt auf, dass Prolin und Prolin-Derivate nicht nur
eine grof3e Haufigkeit in Xaa- und Yaa-Positionen haben, sondern auch zu einer
groRen Stabilisierung der Tripelhelix fiihren.*” 3! Die Stabilitat der Struktur lasst sich
allerdings nicht auf einzelne Parameter beschranken, sondern muss als Kombination
dieser aufgefasst werden. So ist beispielsweise der Beitrag einer Wasserstoffbriicke
zwischen dem Glycin-NH und dem Carbonyl der Aminosaure in Xaa-Position auf
etwa -2 kcal/mol bestimmt worden, wobei der Wert in natirlichem Kollagen mit
-1,4 kcal/mol etwas geringer ist. 139 40] Durch zusatzliche
Wasserstoffbriickenbindungen kann eine Stabilisierung der tripelhelikalen Struktur

erreicht werden.% 42

Als einzige proteinogene Aminosaure bilden Prolin und Prolin-Derivate in
signifikanten Anteil cis-konfigurierter Amidbindungen.***® Innerhalb der Tripelhelix
weisen die Amidbindungen hingegen eine all-trans-Konfiguration auf. Zur Bildung
der Tripelhelix mussen also alle cis-Aminbindungen in die trans-Konfiguration
isomerisiert werden. In nattrlichem Kollagen wird dies durch Peptidyl-Prolyl-cis-

trans-lsomerasen ermoglicht.!*6 #7]

AulRerdem wird angenommen, dass eine
Préaorganisation zur PPII-Helix eine Assemblierung zur Tripelhelix beschleinigt, da
diese dann entropisch begiinstigt sein sollte.*® Eine Stabilisierung der trans-

konfiguration fiihrt hingegen zu einer Destabilisierung der Struktur.!*®

Im Fokus der Forschung der letzten Jahrzehnte stand allerdings der stabilisierende
Effekt der Aminosaure in Yaa-Position. Eine Hydroxylierung des Prolins in dieser
Position fiihrt zu einer drastischen Zunahme des Schmelzpunktes der Tripelhelix.!*®
*l Dass dieser stabilisierende Effekt auf Wasserstoffbriickenbindungen der
Hydroxyfunktion zurtickzufihren ist, wurde zunachst angenommen, konnte aber
spater widerlegt werden.®* *® Deutlich groRer ist der Einfluss der Konfiguration des

Pyrrolidinrings auf die Stabilitdt der tripelhelikalen Struktur. Dabei wird vor allem

4
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zwischen Cgexo- und Cgendo-Konfiguration unterschieden.®* " Zusammen mit der
Neigung zur Ausbildung einer trans-Amidbindung konnte daraus ein
Erklarungsmodell fur den stabilisierenden Effekt von Prolin-Derivaten mit
Substituenten in g-Position abgeleitet werden.!?": 33 35 %8160 Eine Ubersicht tber die

hier beschriebenen Stabilisierungsmechanismen ist in Schema 2 gezeigt.

" o or O
o : g 5 EJ%
ql_) —_— o
0] //O O> N (.')>~ N
NH ~ ¥ 7

+'OH Konformation des Pyrrolidinrings

D

L L |

o —
:2‘3142‘3 — | Stabilitat der Tripelhelix

- OH '

Wasserstoffbriicken cis-trans-lsomerie

Schema 2: Stabilisierungsmechanismen innerhalb der Tripelhelix. Wasserstoffbriicken (in rot angedeutet)
zwischen dem Gly-NH und dem Carbonyl der Aminoséure in Xaa-Position stabilisieren die Tripelhelix. Ebenso
hat die Konformation des Pyrrolidinrings sowie die Tendenz zur Bildung von cis- bzw. trans-Amidbindung starken
Einfluss auf die Stabilitat der Tripelhelix.

Hieran wird deutlich, dass immer nur ein Aspekt der Stabilisierung variiert werden
sollte, was allerdings in vielen Fallen schwierig zu realisieren ist, da beispielsweise
eine Modifikation zu Anderung der Konformation des Pyrrolidinrings oftmals auch mit
einer Anderung der Tendenz zur Ausbildung von cis- oder trans-Amidbindung

einhergeht.[®!

1.1.3. NMR-Spektroskopie mit Kollagenen

Im Vergleich zu Methoden wie der CD-Spektroskopie, kommt die NMR-

Spektroskopie zur Charakterisierung von Kollagen-Modellpeptiden nur selten zum

5
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Einsatz. Das liegt vor allem an der Tatsache, dass sich die Charakterisierung in den
meisten Fallen auf dem Schmelzpunkt, als Mald fur die Stabilitdt der Tripelhelix,
beschrankt.[?> 3% 60 62 &3] \ittels NMR-Spektroskopie lasst sich eine deutlich
detailliertere Untersuchung von Kollagen-Modellpeptiden durchfiihren. Jedoch ist
dies auch mit einer Reihe von Problemen verbunden. Die limitierte Anzahl
verschiedener Aminoséaure und die Kollagen Sequenz aus Repetiereinheiten,
zusammen mit einer symmetrischen tripelhelikalen Assemblierung fuhrt zu einer
starken Uberlappung der einzelnen Signale, was eine Interpretation der Spektren
deutlich erschwert.” Eine genaue Zuordnung aller Signale ist also kaum méglich,
sodass die Zuordnung in der Regel nach Signalgruppen erfolgt.*® Aus diesem
Grund wird die NMR-Spektroskopie hauptsachlich bei Kollagensequenzen
eingesetzt, welche sich in einzelnen Aminosauren von einer (Pro-Hyp-Gly),-Sequenz
unterscheiden oder Ausschnitte aus natiirlichem Kollagen darstellen.!?3 54 55759 Aych
fur die Untersuchung von Tripelhelices, welche aus verschiedenen Einzelstrangen
bestehen, den Heterotrimeren, bietet sich die NMR-Spektroskopie an.®® Eine
grundlegende strukturelle Untersuchung einer (Pro-Hyp-Gly)0-Sequenz konnte
allerdings erst durch eine systematische '°N-Gly-Markierung erreicht werden.®”
Damit war es méglich, gezielt einen **N-markierten Teil, wie C- oder N-Terminus, zu
untersuchen. Dabei konnte nicht nur zwischen den drei Einzelstrange NMR-
spektroskopisch differenziert werden, sondern es war auch mdglich das Entfalten
der Tripelhelix mit zehn Repetiereinheiten vom C- bzw. N-Terminus her zu
beobachten, was ein zwei-Zustandsmodell fir Kollagen-Modellpeptide dieser Lange

in Frage stellt.[®”

1.1.4. Modifikationen des Einzelstrangs

Die Modifikation eines Einzelstrangs mit 7 oder 10 Repetiereinheiten ist die
dominierende Methode zur Untersuchung des Einflusses einer speziellen
Modifikation auf die tripelhelikale Struktur. Dabei kann zwischen zwei verschiedenen
Methoden unterschieden werden: Zum einem der globalen Modifikation des
Kollagen-Einzelstrangs, bei dem jedes Triplet der Sequenz entsprechend modifiziert
wird. Zum anderen die Modifikation an einem definierten Triplet der Sequenz, was zu
so genannten host-guest-Peptiden fiihrt.!”! Die globale oder punktuelle Modifikation
kann dabei sogar entgegengesetzte Auswirkungen auf Stabilitat der Tripelhelix

haben. Das Einfuhren von 4(R)-Fluorprolin (Flp) in Yaa-Position hat in einem host-
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guest-Peptid einen destabilisierenden Effekt, wahrend die globale Modifikation mit
einem Flp in dieser Position zu einer deutlichen Stabilisierung der Tripelhelix fuhrt
(Tabelle 2).[10 73!

Tabelle 2: Schmelztemperatur von Flp-modifizierten Kollagen-Modellpeptiden® ™!

Sequenz Schmelztemperatur
H-(Pro-Hyp-Gly)10-OH 47,3 °C
H-(Pro-Hyp-Gly)4-(Pro-Flp-Gly)-(Pro-Hyp-Gly)s-OH 43,7 °C
H-(Pro-Flp-Gly);0-OH 87,0 °C

Die Synthese von Kollagen-Modelpeptiden mit der Modifikation jedes Triplets hat
also nur eine begrenzte Aussagekraft fir den Einfluss dieser Modifikation. Auf3erdem
wird diese Art der Modifikation aufgrund des erhdhten synthetischen Aufwands
lediglich  mit leicht zugéanglichen Aminosauren wie Prolin, Hydroxyprolin,
4-Fluorprolin, 4-Methylprolin oder 4-Chlorprolin. Die so erhaltenen Kollagen-
Modellpeptide unterscheiden sich dabei lediglich in der absoluten Konfiguration des
Substituenten in 4-Position der verschiedenen Aminosauren, sowie ihren Einbau in

Xaa- oder Yaa-Position, was zu einer gro3en Anzahl verschiedener Modellpeptide
fiihrt 153 55 70, 72, 741 79]

Die Synthese von host-guest Kollagen-Modellpeptiden hat sich als eine deutlich
bessere Methode herausgestellt, um die Auswirkungen punktueller Modifikationen
auf die Tripelhelix zu untersuchen. Dabei ist vor allem eine strukturelle Nahe zu
naturlichem Kollagen entscheidend, da eine kurze host-guest-Sequenz, wie
(Pro-Hyp-Gly)s-Xaa-Yaa-Gly-(Pro-Hyp-Gly); aus ein Ausschnitte daraus angesehen

n.B7 88 Dies lasst deutlich detailliertere Studien tber die stabilisierende

werden kan
bzw. destabilisierende Wirkung verschiedener Aminosduren in Xaa- bzw. Yaa-
Position zu. Fir die proteinogenen Aminosauren gibt es 400 verschiedene
Maoglichkeiten eines solchen Xaa-Yaa-Gly-Triplett.?” *® Trotz dieser Vielzahl an
moglichen Kombinationen, sind bereits 82, bzw. etwa 20%, der moglichen
Verbindungen synthetisiert worden und in Tabelle 3 zusammen mit der Haufigkeit

des Vorkommens in Kollagen Typ I, II, 11, V und XI dargestelit.’®”

Tabelle 3: Aminosauren in Xaa und Yaa-Position innerhalb der Sequenz Ac-(PUG)s-Xaa-Yaa-G-(PUG)s-G-G-
NHa. Die griinen Felder symbolisieren die Kombinationen, welche bisher aus den 400 verschiedenen méglichen
Verbindungen synthetisiert wurden. Fiir die Kombinationen welche rot markiert sind, existieren lediglich
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Berechnungen.[8°] Als Zahlenwerte (in %) sind die jeweiligen statistischen H&aufigkeiten der Aminoséuren in

diesen Positionen, basierend auf Kollagen Typ |, II, Ill, V und XI, angegeben.
\YUPEAKRQDLVMINSHTCYFGW
X 34,000 201069,011,46,9 48 1,7 43 9,0 21 48 40 0,5 42 0,0 0,0 0,2 0,7 0,0

Deutlich zu erkennen ist, dass hauptsachlich Kollagen-Modellpeptide mit natirlichen
Aminosauren synthetisiert wurden, deren Aminoséuresequenz auch in naturlichem
Kollagen eine (Uberdurchschnittiche Haufigkeit aufweist. Eine zusatzliche
Erweiterung dieser Tabelle um die jeweiligen D-Aminosauren liefert 1600
verschiedenen  Mdglichkeiten.  Allerdings fuhren D-Aminosauren in  der
Kollagensequenz nicht zur Bildung einer Tripelhelix, sondern zu random-coil
Strukturen, weshalb Studien zu Kollagen-Modellpeptiden nahezu ausnahmslos mit

L-konfigurierten Aminos&uren durchgefiihrt werden. 8" 82

Im Gegensatz zu natlrlichen Aminoséauren, lasst der Einbau von unnatirlichen
Aminosauren eine deutlich breitere Variation der Struktur zu. Dabei sind vor allem in
3- oder 4-Position modifizierte Prolin-Derivate, sowie von Aminosauren abgeleitete
Strukturmotive, in Yaa-Position Gegenstand von Studien. Eine Ubersicht
verschiedener Modifikationen in Xaa- und Yaa-Position ist dabei in Tabelle 4
dargestellt.
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Tabelle 4: Ubersicht tiber verschiedene Modifikationen in Xaa- oder Yaa-Position fiir Kollagen-Modellpeptide der
allgemeinen Sequenz (Pro-Hyp-Gly)n-Xaa-Yaa-Gly-(Pro-Hyp-Gly)m.

Proline mit Modifikation in  Proline mit Modifikation in Andere
3-Position 4-Position Aminoséauren
Xaa-Position 3(R)-Hyp™ 4(S)-Acp®”, 4(S)-Fmp™” azaProlin™”
4(S)-Amp™®, N-Methyl-Alanin®?!
4(S)-Pvp und 4(R)-Pvp®® Gly-Pro-Isoster*”!

4(S)-Aop und 4(R)-Aop[84]
4(S)-Oxp und 4(R)-Oxp®*
4(S)-Azp und 4(R)-Azp mit

anschlieRender click-Chemie®

Yaa-Position 3(R)-Hyp™* 4(S)-Acp®, 4(S)-Fmp®® N-Methyl-Alanin®®*!
4(S)-Amp®?, 4(S)-Mep™®
4(R)-Hyp", 4(s)-FIp'™
4(S)-Pvp und 4(R)-Pvp[28]
4(S)-Aop und 4(R)-Aop®”
4(S)-Oxp und 4(R)-Oxp™®*!
4(S)-Azp und 4(R)-Azp mit

anschlieRender click-Chemie®®

Es fallt auf, dass Prolin-Modifikationen, aufgrund struktureller Ahnlichkeiten mit
Hydroxyprolin, in den meisten Fallen in 4-Position untersucht werden und
Modifikationen in 3-Position oder gar der Einbau von Isosteren im Vergleich dazu

eher selten beschrieben ist.

1.1.5. Verknupfung von Einzelstrangen

Neben der Modifikation der Kollagen-Einzelstrange, stellt die Verknupfung von
Einzelstrdngen eine weitere Methode zur Stabilisierung der tripelhelikalen Struktur
dar. Dabei kann zwischen zwei verschiedenen Verknipfungsmodi unterschiedenen
werden. Zum einen einer Verknupfung der Einzelstrange am Terminus der
Tripelhelix?® ¢ 881 7um anderen einer Verkniipfung innerhalb der Helix®®* °,
sogenannten cross-links, welche in natirlichem Kollagen aufgrund der Lange der

Aminséuresequenz haufig auftreten (Abbildung 1).% 1
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W

-~

Terminale VerknUpfung Verknlpfung durch cross-links

Abbildung 1: Verschiedene Verknupfungsmodi der Kollagen-Einzelstrange. Links: Terminale Verknipfung.
Rechts: Verknipfung der Einzelstrange (schwarz) durch cross-links (rot).

Fur das Verkntpfen der Einzelstrange am N-123 65 868892 o\ - C_Terminus!®’' 8 %
werden in der Literatur verschiedene Begriffe verwendet. Neben linker!®, scaffold!®®!
und template®® wird auch der Begriff cap®’ verwendet. Die Verwendung der
Begriffe scaffold oder template ist allerdings oftmals problematisch, da prinzipiell
auch die Tripelhelix als template oder scaffold fir die Verknipfungseinheit sein kann
und die Begriffe eher aus einer makroskopischen Betrachtungsweise von
Uberstrukturen stammen®*°®. Ein rein phanomenologischer Begriff wie linker oder
cap bietet sich hier eher an. Daher wird im Folgenden der Begriff des caps bzw. des
cappings fur das terminale Abschliel3en der Kollagen-Tripelhelix durch Verknupfung
der Einzelstrange verwendet. Einige Beispiele fur cap-Strukturen sind in Abbildung 2

aufgefuhrt.

10
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NAKAMURA et al. TANAKA et al.

Abbildung 2: Verschiedene N- und C-terminale caps. Eine C-terminale Verknupfung mittels eines Lg/sin-Lysin-
Strukturmotivs wurde dabei bereits von HEIDEMANN realisiert und von Tanaka weiterentwickelt.®® °! Eine N-
terminale Verknipfung mit Cp- bzw. Cz-symmetrischen caps wurde von HEIDEMANN und GOoDMAN beschrieben,
Wé':ihrergéj3 gigg Verknipfung mittels Glutaminsaure-Glutaminsaure-Strukturmotiv. von NAKAMURA durchgefiihrt
wurde.”™ ™

Im Vergleich zum capping der tripelhelikalen Struktur sind cross-links in Kollagen-
Modellpeptiden deutlich seltener beschrieben, was vor allem auf den deutlich
erhohten synthetischen Aufwand zurtickzufuihren ist. Wahrend die ersten cross-links
mittels Disulfidbriicken durch ENGEL et al. noch unselektiv aufgebaut wurden, gelang
es RaINEs und KoTcH durch gro3en synthetischen Aufwand der selektive Aufbau

g [90. 98]

eines Heterotrimer Die Bildung von Heterotrimeren mit anschlie3ender

Verknlpfung der Einzelstrange einer Einzigen von vielen mdglichen Heterotrimeren

11
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Strukturen stellen hierbei den aktuellen Forschungsstand dar. Dies erfolgte entweder

mittels Oxim-Ligation oder durch die Verkniipfung mittels Amiden.®* *I

Neben dem kovalenten Verknupfen von Einzelstrangen sind nicht-kovalente
Verknipfungen von Kollagen-Einzelstrangen Literaturbekannt. Hier kann
grundsatzlich zwischen zwei verschiedenen Konzepten unterschieden werden. Zum
einen die Stabilisierung der Tripelhelix durch Wechselwirkung zwischen positiven
und negativen Permanentladungen von Lysin- und Asparagin- bzw. Glutaminsaure-
Seitenketten.?® 1% 11 7ym anderen durch die koordinative Bindung von Metallionen
durch Histidin-Seitenketten oder Bipyridin-modifizierte Kollagen-Modellpeptide.™**

193] per schematische Aufbau solcher Heterotrimere ist in Abbildung 3 gezeigt.

A P'KT_G{__ P—K.—__G__— P—K.—__G_.— P—K_—_g_— P—K_-‘g‘— P_KT_G___ P_KT_G__' P—KTQ_— P-K-G
B D-K-G-D-K-G-D-K=G-D-K=G-D-K-G-D-K-G-D-K-G-D-K-G-D-K-G
C E-P-G-E-P-G-E-P-G-E-P-G-E-P-G-E-P-G-E-P-G-E-P-G-E-P-G

HARTGERINK et al.

A P-U-G-P-U-G-P-U-G-P-U-G-P-U-G-P-U-G-P-U-G-P-A-H..
B P-U-G-P-U-G-P-U-G-P-U-G-P-U-G-P-U-G-P-U-G-A-H-- Zn
C P-U-G-P-U-G-P-U-G-P-U-G-P-U-G-P-U-G-P-U-G-H""

2+

NANDA et al.

Abbildung 3: Verschiedene Heterotrimere (Einzelstrdnge A, B und C). Oben: Stabilisierung durch
Ladungswechselwirkung von Lysin- mit Asparagin- und Glutaminsaure-Seitenketten.”” Unten: Stabilisierung
durch Koordination eines Zinkions durch Histidin-Seitenketten.™®? Koordination und ionische Wechselwirkungen
sind durch gestrichelte Linien angedeutet.

Hierbei muss allerdings erwahnt werden, dass gerade bei Kollagen-Modellpeptiden
mit vielen Permanentladungen, selektiv ein Heterotrimer gebildet wird, die
verschiedenen Einzelstrange jedoch nicht in der Lage sind Homotrimere zu bilden.
Eine Metallkoordination fuhrt hingegen zu einer Stabilisierung der tripelhelikalen
Struktur, welche allerdings deutlich geringer ausfallt als bei kovalent verknipften

Einzelstrangen.*%% 103

12
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1.2. Boronsauren

Boronsauren finden in der organischen Chemie eine breite Anwendung. Das
prominenteste Beispiel fir eine solche Reaktion stellt die Suzuki-Miyaura-
Kreuzkupplung zwischen einem Arylhalogenid und einer Boronsaure dar.'%* 1% Es
sind aber auch weitere Kreuzkupplungen, sowie asymmetrische 1,4-Additionen oder

Reduktionen mit Organoboronséuren beschrieben. %6 1%°]

In der medizinischen Chemie sind weiterhin eine Reihe von Enzyminhibitoren
beschrieben, welche eine Boronséaure als funktionelle Gruppe aufweisen. Auffallig ist
hierbei, dass es sich um Boronsaureanaloga von Aminosauren handelt (Abbildung
4).

HoN
&B(OH) [/N| Ho séN i
o LR L, SN o,
\'/go o = N\O
NH,
i Hecos
DPPIV-Inhibitor Proteasominhibitor p-Lactamaseinhibitor

HN<__NH,
SIS D& I
\ NH
o) O\(O 1L ° O
P I AR
” B(OH), - ” B(OH), G H B(OH),

Chymotrypsininhibitor Thrombininhibitor Thrombininhibitor

Abbildung 4: DPPIV-Inhibitor™”, Proteasominhibitor™", b-Lactamaseinhibitor'*?, Chymotrypsininhibitor™*?!

die Thrombininhibitoren™* ***! sind von Aminoséuren abgeleitete Boronsauren.

und

Eine weitere wichtige Eigenschaft von Boronsduren ist die reversible Bindung von
Diolen.®" 18 Diese Eigenschaft hat in den letzten Jahrzehnten vor allem in der

Zuckersensorik an Bedeutung gewonnen.*1%'121!

13
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1.2.1. Benzoboroxol als Diolbinder

Neben Boronsauren ist Benzoboroxol, welches 1957 erstmals beschrieben wurde, in

den vergangenen Jahren vermehrt Gegenstand von Studien geworden.[!?? 124

Benzoboroxol ist ein Oxaborolring, also ein zyklischer Boronsauremonoester, mit
anniliertem Phenylring. Benzoboroxol hat mit 7,3 einem geringeren pKs-Wert als

125, 1281 Der niedrigere pKs-Wert lasst sich mit einer

Phenylboronséaure mit 8,8.!
schlechteren Orbital-Wechselwirkung zwischen Bor- und Sauerstoffatom durch die
erhohte Rigiditat des Oxaborolrings, was zu einem erhéhtem Elektronendefizit und

damit zu einer erhdhten Aciditat fahrt.[t?* 127

Eine Veresterung von
Phenylboronsédure und Benzoboroxol in wassriger Losung ist in Schema 3

dargestellt.

OH
/ 0\ O
M uwd on 9_/> HO OH Zox
B oK B~o BT
\
oL SCANbS:
Veresterung von Phenylboronséaure Veresterung von Benzoboroxol

Schema 3: Veresterung von verschiedenen Boronséure-Derivaten in wassriger Lésung. Links: Veresterung von
Phenylboronséaure. Die Reaktion mit dem Diol erfolgt, je nach pH-Wert der Losung, mit Phenylboronséaure oder
seiner Boronatform. Es besteht ebenfalls ein Gleichgewicht zwischen dem Boronsaureester und dem
entsprechenden Boronat. Rechts: Veresterung von Benzoboroxol. Die Veresterung findet auch hier, abhangig
vom pH-Wert, ausgehend vom Benzoboroxol oder seiner Boronatform statt. Das Reaktionsprodukt ist allerdings
in beiden Fallen das gezeigte Boronat.

Benzoboroxol ist dariber hinaus ein potenter Binder von Diolen in wassriger
Umgebung und physiologischem pH. Trotzdem ist die Affinitat zu einem Diol stark
pH-abhéngig. Auferdem lasst sich sagen, dass je naher pKs-Werte von
Benzoboroxol und Diol beieinander liegen, desto weiter liegt das Gleichgewicht auf

Seite des Esters.*?® Wie auch Boronsauren finden Benzoboroxol und Benzoboroxol-

14
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modifizierte Peptidstrukturen Anwendung in der Zuckersensorik.'?*133 Auch zum
Wirkstofftransport mittels molekularer Erkennung konnten Benzoboroxol-haltige
Verbindungen erfolgreich eingesetzt werden.*** 371 Benzoboroxol-Derivate konnen
auch direkt als Wirkstoff eingesetzt werden. So konnte bereits eine Wirkung von
Benzoboroxol-Derivaten gegen  Tuberkulose beobachtet werden.*® Die
bekannteste Verbindung stellt Tavaborol dar, welche als Antimykotikum in den USA
zugelassen ist.*¥ Einige Wirkstoffe sind in Abbildung 5 dargestellt.

OH OH OH
B\ NC / B\ B\
o) | o) 0
NS
F N~ O H,N

Tavaborol AN2728 antimikrobielle Eigenschaften
Antimykotikum PDE4-Inhibitor gegen Tuberkulose

Abbildung 5: Verschiedene Benzoboroxol-Derivate mit biologischer Wirkung. Tavaborol ist in den USA als
Antimykotikum zugelassen. 139 AN2728 zeigt eine Inhibierung von PDE4 und verschiedene Aminoboroxole
zeigten eine antimikrobielle Wirkung gegen Tuberkulose-Bakterien.**” 138 1401

Ein relativ neues Forschungsgebiet stellt die Bildung von Polymeren mithilfe von
Benzoboroxolen. Mittels Elektrospinnen eines Ethylen-Vinylalkohol-Copolymers als
Polymer mit vielen Hydroxyfunktionen und eines Benzoboroxol-haltigen Copolymers
gelang es Nanofasern herzustellen.**) Zudem konnte aus einem Benzoboroxol-
haltigen Copolymer und einem Zucker-modifiziertem Copolymer ein biokompatibles

Hydrogel dargestellt werden. 42 144

Die diolbindenden Eigenschaften von Benzoboroxolen konnte auf3erdem in der
Affinitditschromatographie eingesetzt werden. Benzoboroxol-modifizierte
Saulenmaterialien waren in der Lage cis-Diol-haltige Biomolekile, wie

Glykoproteine, mittels Affinitatschromatographie zu reinigen.*4> 149!
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1.2.2. Selbstassemblierung mit Boronsauren

Da die Bildung der Boronsaureester reversibel verlauft, bietet sich Boronséauren und
Diole fur die Aufbau selbstassemblierender Strukturen an. Im Jahr 2008 wurde
erstmals eine drei-Komponentenreaktion zwischen 2-Formylphenylboronsaure,

einem Diamin und einem Polyol fir den Aufbau von Makrozyklen beschrieben

(Schema 4).1147]

B(OH
(OH), HoN Q—\\N N//—Q
© g B
NH ’

VB'// \ 7,
H 2 o ©O o ©O
2-Formylphenyl- p-Phenyldiamin DMF ,~‘\- o 3
boronséure N )
OH OH (')/ 0 o, ,0
B. .B
% / N < > N \
OH OH
Pentaerythrit

Makrozyklus

Scheme[llﬁj Selbstassemblierung eines Makrozyklus aus 2-Formylboronséure, p-Phenyldiamin und Pentaerythrit
in DMF.

Die Bildung des Makrozyklus beruht auf einer von JAMES erstmals beschriebenen
Drei-Komponenten-Reaktion zur Bestimmung der Enantiomerenreinheit von chiralen
Aminen."®  Dabei wird mit 2-Formylphenylboronsdure ein Imin und ein
Boronsaureester gebildet. Das freie Elektronenpaar des Imin-Stickstoffs koordiniert
dabei an das Bor-Atom. Dass sowohl elektronenreichere Imine, als auch Diol mit
hoherer Affinitat zur Boronsdure, zu hoheren Ausbeuten des Makrozyklus fihren ist
dadurch zu erklaren. Dies fuhrt zu einer deutlichen Einschrankung dieser Methode

im Hinblick auf die Verwendung verschiedener Diole und Amine.*’]

TAKAHAKI gelang zu ersten Mal die Bildung von Kéfigstrukturen. Dazu wurde die
Bindung zwischen einer divalenten Boronsdure und einem rigiden, divalenten Diol

ausgenutzt (Schema 5).[49!
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HO OH Bl/ BI
B(OH), MeOH/CgHg /@ @
i 2:1
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//B 2 CgHS B\\
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HO  oH
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MeOH
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(0]

- -n
Polymer 2+2

Schema 5: Veresterung einer divalenten Boronséaure mit einem divalenten Diol. Mit MeOH als Lésungsmittel
bildet sich ein Polymer. Mit MeOH und Benzol bzw. Toluol im Verhéltnis 2:1 bildet sich ein Ké&fig der Diol-
Boronsaure-Zusammensetzung von 3+3 bzw. 2+2. In den Ké&fig der Zusammensetzung 3+3 sind zwei Benzol-
Molekile und in den Kéafig der Zusammensetzung 2+2 ein Toluol-Molekil eingeschlossen. Die Methylgruppen
des Diols sind in Di- und Trimer aus Griinden der Ubersichtlichkeit nicht gezeichnet.

Durch die Wahl des Ldsungsmittels ist es mdglich die Geometrie des gebildeten
Kafigs zu beeinflussen. AulRerdem ist es mdglich, das im Kéafig eingeschlossene
Molekil gegen andere Aromaten wie Azulen auszutauschen ohne die
Kafiggeometrie zu andern.** 51 KosavasHi entwickelte dieses Konzept weiter und
nutze tetravalente Boronsauren um deutlich gréf3ere, symmetrische Kéafigstrukturen

aufzubauen und sterisch anspruchsvollere Aromaten darin einzuschlieRen.*5% 14

Der Aufbau von Kafigstrukturen in wassriger Losung gelang 2015 das erste Mal.
Dazu wurde ein Kation als Templat fir eine Assemblierung genutzt. Ammonium-

Kationen erwiesen sich dabei als besonders geeignet.***

Eine Selbstassemblierung von Peptidstrukturen in wassriger Losung mit
multivalenten Diolen und Benzoboroxol-modifizierten Peptiden, ohne zusatzliche

Komponenten, gelang Wuttke 2017.%°% 51 Dazu wurde eine oligomerisierbare,
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peptidische Diolstruktur und die Epitopsequenz des Prionpeptids (PrP(106-118)),

welche N-terminal mit einem Benzoboroxol modifiziert wurde, verwendet um in

einem Selbstassemblierungsprozess Epitopoligomere aufzubauen (Schema 6).1%"

160]

PrP(106-118)

o. PrP(106-118)
0 o. PrP(106-118)

Trivalentes Diol H,O NS O/, L s O\/B:Q
N N g o O,,’ 3 S
0] N3* o
o N N
3 K-T-N-M-K-H-M-A-G-A-A-A-A-OH o O o H J toMe
B

! Peptidtrimer
HO

Benzoboroxol-modifizierte PrP(106-118)-Sequenz

Schema 6: Trimerisierung der Benzoboroxol-modifizierten Epitopsequenz des Prionpeptids mittels eines

trivalenten Diol-templates in wassriger Losung.**”!

Diese Bespiele zeigen eine groRe Relevanz von Boronsaure-Derivaten und
Diolstrukturen bei der Selbstassemblierung von Makromolekilen. Dabei stellt eine
Selbstassemblierung in wassriger Umgebung durch die schlechtere Affinitat
zwischen Diol und Boronsdure bis heute eine grol3e Herausforderung dar, was

besonders durch die wenigen Literaturbekannten Beispiele besonders deutlich wird.

1.3. Kieselsaure

Kieselsaure stellt mit einer Summenformel von Si(OH), die Strukturell einfachste
Silica-Verbindung dar.!®" Silica kann im Allgemeinen als Kondensationsprodukt von
Kieselsaure, mit der Summenformel SiO,A m,O aufgefasst werden. Nicht
verwechselt werden darf Silica mit Silicaten, also Salze oder Ester der Kieselsaure
oder deren Oligo- bzw. Polymere. Mit einem Anteil von 17% (Silizium) und 32%
(Sauerstoff) stellen diese beiden Elemente die Hélfte der Masse der auf der Erde
vorkommenden Elemente.*®? Da Silizium in der Natur nicht gediegen vorliegt, ist

nahezu das gesamte Silizium auf der Erde in Form von Silica bzw. Silicaten
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gebunden. Kieselsaure hingegen liegt in der Natur nur in Gewassern in kleinsten
Konzentrationen vor (<100 ppm), bei welchen keine Autopolykondensation einsetzen

kann.161!

1.3.1. Biomineralisierung

Der Prozess komplexe, anorganische Strukturen an organischen Templaten zu
bilden, wird als Biomineralisation bezeichnet.’®® Die in Gewassern geloste
Kieselsaure ist dabei Ausgangspunkt flr Biomineralisierungsprozesse, wie sie bei
verschiedenen Einzellern wie Diatomeen und Radiolarien, sowie Mehrzellern wie
Glasschwammen zu beobachten ist.l®> % 18! Dapei sind Diatomeen, hinsichtlich
ihrer Fahigkeit mittels Biomineralisation ein Exoskelett aufzubauen, die am besten
untersuchten Organismen (Abbildung 6).

Abbildung 6: SEM-Aufnahmen verschiedener Diatmeen. A) Thalassiosira pseudonana. B) Actinoptychus spec.
C) Eucampia zodiacus. D) Coscinodiscus granii. E) Zellwand von Eucampia zodiacus. Entnommen aus:
ChemBioChem 2008, 9, 1187-1194.1%°

In Diatomeen spielen dabei LCPAs und Silaffine, posttranslational stark modifizierte
Peptide, innerhalb des silica deposition vehicle eine entscheidende Rolle beim

Aufbau dieser Silica-Strukturen. 67171

In Glasschwammen ist die Biomineralisation von Kieselsaure nicht nur am Aufbau
von Exoskeletten beteiligt, sondern auch am Aufbau von glasartigen Nadeln, welche
die Befestigung am Untergrund ermoglichen.”™ Diese Nadeln weisen dabei
besondere optische Eigenschaften auf und sind mechanisch extrem belastbar.®> "2
Die Nadeln von Hyalonema sieboldi bestehen zu 30% aus organischem Material.

Studien konnten zeigen, dass es sich dabei um Kollagen Typ | handelt.*
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