2 Zusammenfassung

Die Proteinphosphorylierung ist eine posttranslationale Modifikation, die eine entscheidende Funktion
in vielen zelluldren Prozessen und regulatorischen Signalwegen erfillt. Sechs Prozent der gesamten
Proteinphosphorylierungen in eukaryotischen Zellen geschieht an den Stickstoffatomen der
Imidazolgruppe von Histidin. Wahrend Phosphatester (P-O Bindung) relativ hydrolysestabil sind,
werdenPhosphoramidite (P-N Bindung) leicht hydrolysiert. Die Hydrolyse von 3-Phosphohistidin 7 (pHis)
geschieht unter sauren Bedingungen noch schneller, da protoniertes Imidazol eine exzellente
Abgangsgruppe darstellt. Aus diesem Grund wird die Untersuchung von phosphoryliertenHistidinen
innerhalb von Proteinen durch das Fehlen von analytischen Methoden, die mit der inharenten
Instabilitat des pHis kompatibel sind, erschwert. Dem Beispiel der erfolgreichen Phosphotyrosin-
Antikorper folgend, wurden Versuche unternommen Antikérper zu generieren, die spezifisch pHis
innerhalb von Peptiden erkennen. pHis selber kann jedoch nicht fiir Immunisierungen verwendet
werden, weil das Phosphoramidit hydrolysiert wird, bevor eine starke Immunantwort realisiert werden
kann. Deshalb wurde ein neues pHis Analogon 63 entworfen und synthetisiert. Das Analogon imitiert die
elektronischen und strukturellen Eigenschaften von pHis unter physiologischen Bedingungen aufgrund
des konservierten Imidazolringes, wahrend die P-N Bindung durch eine stabile P-C Bindung ersetzt
wurde. Um Antikorper zu generieren, sollte das pHis Analogon in einen Peptid integriert werden. Daher
wurde das Analogon mit Schutzgruppen versehen, die den Einsatz in Fmoc SPPS erlauben (65).

@ @ o) g
O\ﬁ O (DO é BnO" N %
o 5" \[ B OH
L

7 63 65

©
S)

\\\ @

Zur Synthese von 65 wurden verschiedene Syntheserouten untersucht. Die erfolgreiche
retrosynthetische Strategie beinhaltet die Kupplung von Verbindung 66 mit Alloc/Allyl geschiitzter
Asparaginsdure, um das Amid 119 zu erhalten. Verbindung 66 wurde in einer Neun-Stufen-Synthese
hergestellt, die eine Aktivierung von Verbindung 113 als Triflat, gefolgt von einer Substitution mit TMGA,
beinhaltete. Ein dppe-vermittelteAza-Wittig Ringschlussreaktion des Amids wurde zur Bildung des
Imidazolins eingesetzt. Aromatisierung des Imidazolinsdurch Eliminierung des Tosylates unter basischen
Bedingungen ergab 136. Verschiedene Manipulationen der Schutzgruppen ergaben die finale
Verbindung 65 in 22.7 Prozent Ausbeute (iber 15 Stufen.
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Verbindung 65 wurde zur Synthese verschiedener Peptide eingesetzt, von denen zwei zur
Antikorpergenerierung verwendet wurden. Diese Antikorper erkennen erfolgreich natirliches pHis,
sowohl in Dot-Blot Tests mit pHisinnerhalb von Peptiden, als auch in Zelllysat. In naher Zukunft werden
diese Antikorper fiir die Untersuchung der biologischen Funktionen von pHis eingesetzt werden.
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Um das in Beziehung stehende Enzym PHPT1, das fiir die Dephosphorylierung von Phosphohistidin
verantwortlich ist, zu untersuchen, wurde eine Bibliothek von 5-Phosphonsaure Imidazolen mit
verschiedenen Substituenten an C2-Position synthetisiert, die als Ausgangspunkt fiir die Entwicklung von
PHPT1 Inhibitoren dient. Die beschriebene Synthesestrategie fiir Verbindung 65 wurde zur Generierung
dieser Bibliothek angewendet.

Die Antikorper, Inhibitoren und andere Hilfsmittel, die in dieser Dissertation beschrieben werden,
gewahrleisten einen wertvollen Ansatz, um das Verstdandnis von Proteinphosphorylierung zu erweitern.
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