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sich gegenüber einigen Enzyme als hochempfindlich. Schon ab einer 

Sondenkonzentration von 5 µM können Enzyme im lebenden Organismus detektiert 

werden (Abbildung 65 A).  

 

 
Abbildung 65:  
A) Fluoreszenzgele der Markierungsexperimente mit UExL (34) in P. aeruginosa und MRSA 
Mu50  
B) Rekombinante Expression der wichtigsten Angriffsziele, Markierung mit der Sonde und 
Hitzekontrollen (b = vor Induktion, a = nach Induktion, p = Markierung im Proteom, Δ  T = 
Hitzekontrolle) 

 

Innerhalb von Bakterien derselben Gattung wie P. putida und P. aeruginosa und SA 

NCTC und Mu50 ergeben sich bis auf eine bereits bekannte Ausnahme (MurA2) 

keine Unterschiede in den Markierungsereignissen (Abbildungen 65 A und A8). Es 

gibt also keine gegenüber der Sondenstruktur reaktiven Enzyme, welche die 

unterschiedlichen Eigenschaften wie Pathogenität oder Resistenz begründen 

könnten. Interessanterweise ist die Sonde UExL (34) allerdings in der Lage, 

hochselektiv im pathogenen gram-negativen Organismus P. aeruginosa nur ein 

einzelnes Enzym zu inhibieren, während im gram-positiven S. aureus verschiedene 

Enzyme mit unterschiedlichen Funktionen markiert werden.  
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Enzym Organismus 

Dihydrolipoamid dehydrogenase (DLDH) P. aeruginosa 

Formatacyltransferase (FAT) S. aureus Mu50 / NCTC 8325 

Dihydrolipoamid dehydrogenase (DLDH) S. aureus Mu50 / NCTC 8325 

UDP-N-acetylglucosamin-1-carboxy-

vinyltransferase 1 (MurA1) 
S. aureus Mu50 / NCTC 8325 

UDP-N-acetylglucosamin-1-carboxy-

vinyltransferase 2 (MurA2) 
S. aureus Mu50 

6-Phosphofructo-kinase (PFK) S. aureus Mu50 / NCTC 8325 

Tabelle 8: Angriffsziele der Sonde UExL in SA Mu50 und PA 

 

Die wichtigsten Angriffsziele wurden rekombinant exprimiert und konnten durch 

Markierung mit der Sonde bestätigt werden (Abbildung 65 B). Die Hitzekontrollen 

belegen weiterhin die spezifische aktivitätsbasierte Reaktion dieser Enzyme mit der 

Sonde. Als sehr selektiver Inhibitor für DLDH erwies sich die Sonde in P. aeruginosa. 

Die durch LC-MS identifizierten Enzyme in S. aureus übernehmen dagegen 

unterschiedliche Aufgaben in der Zelle des Pathogens, wobei einige von 

medizinischem Interesse sind. Enzyme wie die Phosphofructokinase (PFK) und 

Dihydrolipoyldehydrogenase (DLDH) spielen im Primärstoffwechsel von Bakterien 

eine Schlüsselrolle. Als zentrales Element reguliert die Phosphofructokinase die 

Glykolyse. Dihydrolipoyldehydrogenasen sind dagegen in der Umwandlung von 2-

Oxo-Säuren zu Acyl-CoA involviert. Es konnte kürzlich gezeigt werden, dass DLDH-

negative Streptococcus pneumoniae Bakterien im Mausmodell keine Infektionen mit 

Lungenentzündung und Sepsis mehr hervorrufen.[104] Die Ausschaltung der 

Dihydrolipoyldehydrogenasen beeinflusst offensichtlich weitere für das Überleben im 

Wirtsorganismus wichtige Enzymfunktionen. Die Beeinträchtigung entscheidender 

Schritte im Metabolismus eines Bakteriums führt in vielen Fällen zu einem Absinken 

der Virulenz. Die Aufklärung der Mechanismen könnten hier neue Ansätze für die 

Entwicklung von Antibiotika liefern. Die Wirkung der Sonde erstreckt sich in MRSA 

auch auf die Enzyme MurA1 und MurA2. Die UDP-N-Acetylglucosamin-1- 

Carboxyvinyltransferase 1 katalysiert den ersten Schritt der Zellwandbiosynthese und 

ist daher ein essentielles Enzym.[105] In vorhergehenden Arbeiten des Arbeitskreises 

konnte eine Inhibition durch Showdomycin nachgewiesen werden.[106] Beide 
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Moleküle enthalten ein Michael-Akzeptormotiv, welches die kovalente Inhibition des 

aktiven Restes ermöglicht.   

 

 
 
Abbildung 66: Strukturvergleich zwischen der Sonde UExL (34) und einer Sonde basierend auf 
dem Antibiotikum Showdomycin 
 

Es konnte gezeigt werden, dass die Sonde UExL (34) als analytisches Werkzeug für 

das Verständnis der Wechselwirkung von Enzymen im Primärstoffwechsel gram-

positiver Mikroorganismen dienen kann. In P. aeruginosa sind neben der 

Dihydrolipoamiddehydrogenase keine weiteren enzymatischen Angriffsziele 

nachweisbar. Die Sonde UExL (34) stellt damit einen hochselektiven Inhibitor für 

DLDH im gram-negativen Bakterienstamm P. aeruginosa dar. In den getesteten SA-

Stämmen werden neben DLDHs auch weitere Enzymfunktionen inhibiert, welche vor 

allem, aber nicht ausschließlich, den bakteriellen Metabolismus betreffen. Die 

Bindung und Umsetzung eines Substrats an ein Enzym setzt oft eine exakte 

geometrische Anpassungsfähigkeit voraus. Die Sonde UExL (34) findet dabei durch 

den eher einfachen Aufbau offensichtlich Zugang zur aktiven Tasche verschiedener 

Enzyme und besitzt die passende Reaktivität zur Markierung. Diese Tatsache 

beinhaltet die Chance, die Bioaktivität von Strukturvarianten auf Basis der durch 

ABPP-Experimente gefundenen Reaktivität dieser Sonde gezielt zu steuern. Dabei 

muss die chemische Reaktivität besonders im Zusammenhang mit der Struktur 

betrachtet werden. Es konnte durch einen Vergleich der Sonden UAE (33) und UExL 

(34) gezeigt werden, dass die Lactoneinheit eine notwendige Voraussetzung für die 

beobachtete Selektivität darstellt und sich daher besonders eignet, die 

Strukturpräferenzen von Enzymen für Lactone aufzudecken. 
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2.3.4 Markierungsexperimente mit PBL (36) 

 

Zur Evaluierung der Bindungsereignisse der Sonde BPL (36) wurde die Sonde mit 

Lysaten von nichtpathogenen und pathogenen Bakterienstämmen, wie P. putida und 

P. aeruginosa, B. thailandensis und B. cenocepacia, sowie E. coli für eine Stunde 

unter Eiskühlung und UV-Bestrahlung bei 366 nm inkubiert. Ein Benzophenonrest 

kann aufgrund seiner Größe Einfluss auf die Markierungspräferenz einer Sonde 

nehmen. Um den Effekt der Lactoneinheit herauszuarbeiten, wurde deswegen die 

Sonde BPOH (35) ohne Lactonstrukur mit in die Versuchsreihen einbezogen. Beide 

Sonden wurden dabei mit einer Konzentration von 20 µM eingesetzt. Nach Click-

Chemie und Gelelektrophorese wurden die in Abbildung 67 dargestellten 

Fluoreszenzgele erhalten. Das Gel zeigt mehrere Banden, wobei eine davon 

ausschließlich durch die Sonde BPL (36) verursacht wird. Ein Lactonmotiv ist 

offensichtlich Voraussetzung zur Markierung dieses Enzyms.  

 

 
Abbildung 67: Markierungsereignisse der Sonden BPOH (35) und BPL (36) in P. putida und P. 
aeruginosa, sowie B. cenocepatia und B. thailandensis 

 

In den unterschiedlichen Bakterienarten konnte die Bande durch 

Massenspektrometrie als Trigger Factor identifiziert werden. Es gelang die 
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rekombinante Expression dieses Enzyms aus dem Proteom von P. aeruginosa. 

Markierungsexperimente mit der Sonde PBL (36) bestätigen die korrekte Zuordnung 

der Massenspektrogramme und Hitzekontrollen zeigten weiterhin, dass die 

Markierung in der katalytischen Tasche in aktivitätsbasierter Weise erfolgte.  

Für die effektive Funktion und das Überleben von Zellen ist die korrekte räumliche 

Faltung von Proteinen essentiell. Chaperone sind als proteinäre „Helfer“ maßgeblich 

beim Faltungsprozess von Proteinen beteiligt. Proteine werden an den Ribosomen 

als lineare Makromoleküle synthetisiert und falten sich nach oder schon während 

ihrer Synthese in eine durch die Aminosäuresequenz bestimmte, definierte 

dreidimensionale Struktur. Entscheidend unterstützt bzw. erst ermöglicht wird die 

korrekte Faltung durch Chaperone, die lebenswichtig und in allen Organismen zu 

finden sind. In Bakterien wie E. coli gibt es ein spezielles ribosomassoziiertes 

Chaperon, den sogenannten Trigger Factor. Der Trigger Factor wölbt sich über den 

Ausgang des ribosomalen Tunnels, aus dem das Protein als Aminosäurenkette 

austritt und stellt einen geschützten Faltungsraum sicher. Zellen besitzen immer ein 

Netzwerk aus verschiedenen Chaperonen, wobei sie ohne den Trigger Factor 

durchaus lebensfähig sind. Aber ein genetischer Knockout des Trigger Factors in E. 

coli und seines Kooperationspartners des Hsp70-Chaperons DnaK, erweist sich als 

letal für den Mikroorganismus.[107] Die selektive Inhibition eines einzelnen Enzyms 

aus dem Multikomponentensystem der Proteinfaltung kann dazu beitragen, 

grundlegende Erkenntnisse über Funktion und Auswirkung der Einzelbestandteile auf 

proteinärer Ebene zu gewinnen. Darüber hinaus besitzen eukaryontische Zellen 

keinen Trigger Factor zur Faltung von Proteinen, sondern andere 

ribosomenassoziierte Chaperon-Systeme. Enzyme, welche in den bakteriellen 

Proteinfaltungsprozess involviert sind, könnten dabei als Angriffsziele neuer 

antibiotisch aktiver Verbindungen dienen. Die Sonde BPL (36) vergrößert als 

analytisches Werkzeug dafür das Repertoire der ABPP-Sonden zur Erforschung der 

affinitiven Wirkungsweise nichtaktivierter Heterocyclen im bakteriellen Proteom.  

 

 

2.3.5 Zusammenfassung 

Die Kenntnis um die grundlegende Reaktivität eines Moleküls im proteomischen 

Gemisch ist der erste Schritt, um selektive Inhibitoren zu entwickeln und diese als 
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molekulares analytisches Werkzeug einzusetzen. Während einfache 

γ-Lactonverbindungen vorzugsweise nichtkovalent und sehr selektiv mit einzelnen 

Enzymen wechselwirken, bewirkt die aktivierte Struktur der Sonde UExL (34) eine 

kovalente Bindung an nukleophile Reste von Enzymen verschiedener Enzymklassen. 

Wie anhand des Vergleichs der Sonden UAE (33) und UExL (34) und BPOH (35) 

und BPL (36) belegt werden konnte, ist für das Reaktivitätsprofil die Lactonstruktur 

ausschlaggebend. Diese steuert als selektivitätsvermittelndes Strukturelement eine 

hohe chemische Reaktivität (UExL, 34) oder definiert die zur Bindung notwendige 

Strukturvorgabe der aktiven Tasche eines Enzyms (BPL, 36). Durch den Einsatz der 

Sondenbibliothek konnte ein Überblick über die Reaktionsmechanismen von γ-

Lactonderivaten im Proteom von Bakterien erhalten werden. Die Kenntnis über die 

strukturellen Voraussetzungen dieser Verbindungen zur Inhibition diverser Enzyme 

ermöglicht nun den gezielten Aufbau von Sondenbibliotheken zur Erforschung 

verschiedener zellulärer Prozesse. 
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3 Ausblick 

Medienberichte über Hygienemängel in deutschen Kliniken und die daraus 

resultierende Infektionsgefahr mit multiresistenten Erregern entfachten in jüngster 

Zeit intensive Diskussionen in der Gesellschaft. Die Forderungen beziehen sich vor 

allem auf die Verbesserung der Hygienestandards und die dafür benötigten 

Geldmittel. Doch selbst wenn Maßnahmen zur Verbesserung der 

Hygienebedingungen greifen und man die gefährlichen multiresistenten Erreger 

zurückdrängen kann − die absolut keimfreie Klinik wird es nicht geben. Dazu kommt, 

dass Entwicklungsländer meist nicht die notwendigen Voraussetzungen zur 

Umsetzung solcher Vorhaben mitbringen. Durch die häufige Reisetätigkeit verbreiten 

sich multiresistente Erreger längst auch außerhalb von Gesundheitseinrichtungen 

über die ganze Welt.[5] Somit besteht auch langfristig keine Alternative zum Einsatz 

von Antibiotika. Aktuell versuchen Wissenschaftler, den resistenten Mikroorganismen 

durch die Kombination von verschiedenen bekannten Wirkstoffen beizukommen.[4] 

Nach wie vor werden damit aber wieder nur die bekannten bakteriellen Targets 

adressiert. Obwohl sich die Wahrscheinlichkeit einer Resistenz dadurch drastisch 

verringert, lässt sich damit wohl nur etwas Zeit gewinnen, denn die genetischen 

Resistenzinformationen existieren bereits. Das Auffinden neuer biologischer 

Angriffsziele, für die sich noch keine Resistenzen entwickelt haben, setzt ein tiefes 

Verständnis der zellulären Regulationsmechanismen voraus. Durch die ABPP-

Methodik lassen sich wertvolle Einblicke in die einzelnen biochemischen Vorgänge in 

einer Bakterienzelle erhalten. Der Vorteil gegenüber konventionellen Verfahren zur 

Untersuchung des Proteoms besteht in der Vereinfachung der komplexen 

proteomischen Struktur eines Organismus. Indem man eine Verbindung mit 

definierter chemischer Reaktivität zur Verfügung stellt, lassen sich nur die aktiven 

Proteine herausfiltern, welche entsprechende strukturelle Voraussetzungen zur 

Bindung mitbringen. Die rasche Aufdeckung und Charakterisierung der Angriffsziele 

wird dabei durch die gleichzeitige Identifikation von Inhibitor und Zielenzym im ABPP 

ermöglicht. Daraus ergeben sich vielfältige Anwendungsmöglichkeiten.  

In der vorliegenden Arbeit konnten Sonden auf der Strukturbasis bekannter 

β-Lactamantibiotika und synthetischer Lactamverbindungen erfolgreich für den 

Einsatz im ABPP etabliert werden. Die Ergebnisse wurden durch weitere 

Experimente wie MIC-Messung, die rekombinante Expression der Zielenzyme und 
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IC50 Bestimmung, sowie Kompetitionsassays validiert. Darüber hinaus bestätigt ein 

Abgleich mit in der Literatur bekannten Forschungsergebnissen die Eignung der 

Sondenbibliothek zur Darstellung der enzymatischen Reaktionen in vivo. Die 

Aufdeckung der antibiotischen Eigenschaft einer Verbindung geschieht meist durch 

die Messung des MIC-Wertes. Die Inhibition von essentiellen Enzymen als 

Grundlage einer beobachteten antibiotischen Aktivität konnte bis heute in vivo jedoch 

nur durch die radioaktive Derivatisierung nachgewiesen werden. Die Anbindung 

eines Farbstoffs würde die Zellgängigkeit und Bindungseigenschaften von 

Substanzen beeinflussen und es können nur eingeschränkt Aussagen über die 

Inhibitionsfähigkeit einer Verbindung getroffen werden. Durch die Umwandlung von 

β-Lactamantibiotika in ABPP-Sonden lassen sich nun die zellulären Angriffsziele 

durch ABPP darstellen und solche aufwendigen Verfahren können vermieden 

werden. Antibiotische β-Lactamsonden markieren selektiv und spezifisch PBP, wobei 

für die verschiedenen Lactamringstrukturen unterschiedliche Reaktivitätsprofile 

beobachtet werden können. Dadurch lassen sich Enzympräferenzen der 

β-Lactamgrundstrukturen in verschiedenen Bakterienarten erforschen und man erhält 

einen generellen Überblick über die Wirkung einer β-Lactamverbindung im Proteom. 

Denkbar ist damit zukünftig eine gezieltere therapeutische Intervention durch 

Abstimmung der Lactamwirkstoffe auf die enzymatischen Begebenheiten eines 

bestimmten Pathogens. Dafür wäre allerdings nicht nur die Erstellung von 

Reaktivitätsprofilen für die bisher bekannten antibiotisch aktiven β-Lactamstrukturen 

in unterschiedlichen Bakteriengattungen erforderlich. Zudem ist die Kenntnis des 

krankheitsverursachenden Erregers und seiner phänotypischen Resistenz-

eigenschaften Voraussetzung für eine zielgerichtete Behandlung mit 

β-Lactamantibiotika. Nicht zuletzt weil Bakterien immer neue Mechanismen zur 

Abwehr einer Behandlung entwickeln, fehlt es jedoch an diagnostischen 

Nachweisverfahren. Auch hierfür bietet ABPP eine nützliche analytische Plattform. 

Es konnten durch einen Vergleich von Antibiotika-sensitiven und Antibiotika-

resistenten SA-Stämmen charakteristische Proteomsignaturen erarbeitet werden, 

welche eine Unterscheidung beider Stämme hinsichtlich der zu erwartenden 

Resistenzausprägung gegenüber β-Lactamantibiotika erlauben. Gleichzeitig wurden 

die strukturellen Voraussetzungen für eine Inhibition von resistenzvermittelnden 

Enzymen ausgelotet. ABPP bietet eine Basis für solche Untersuchungen, um 

zukünftige Wirkstoffe gezielt an ihr Zielenzym anpassen zu können. Nicht nur die 
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Markierung und Inhibition von bekannten β-Lactamasen und PBP 2′ belegt, dass vor 

allem synthetische β-Lactamsonden ein großes Potential für die Erforschung von 

Resistenzmechanismen besitzen. In der vorliegenden Arbeit gelang die Identifikation 

bisher uncharakterisierter Enzyme, welche Penicillaseaktivität aufweisen und damit 

zum ersten Mal mit der bakteriellen Resistenz in Verbindung gebracht werden 

konnten. 

Die Entwicklung gänzlich neuer Strategien in der Behandlung von 

Infektionskrankheiten umfasst die Identifikation von potentiellen Leitstrukturen, die 

Aufklärung der Wirkungsweise und die Optimierung der Wirkstoffkandidaten. 

Grundsätzlich speist sich die Suche nach neuen Arzneimitteln bisher vor allem aus 

dem Pool der Naturstoffe, welche aus natürlichen Quellen isoliert werden. Aufgrund 

der strukturellen Komplexität gelingt es jedoch bisweilen oft nicht, pharmakologisch 

aktive Substanzen synthetisch darzustellen.  Durch die Verwendung kleiner Moleküle 

im ABPP bietet sich nun die Möglichkeit, die für die biologische Wirkung 

verantwortlichen Strukturmerkmale ausfindig zu machen und die Komplexität eines 

Naturstoffs auf wenige bioaktive Gruppen zu reduzieren. Auf Basis dieser Ergebnisse 

können dann einfachere, naturstoffnahe Derivate synthetisiert werden, welche den 

„Flaschenhals“ der Naturstoff-Forschung, der in der Verfügbarkeit des Materials liegt, 

dauerhaft zu überwinden.[108] Durch die Synthese einer γ-Lactonsondenbibliothek 

konnte in dieser Arbeit ein genereller Überblick über das Reaktionsverhalten 

verschiedener Strukturvarianten im bakteriellen Proteom gewonnen werden. Die 

beschriebenen Sonden erweisen sich als geeignete Strukturvorlagen zur Entwicklung 

von Inhibitoren, welche als analytische Werkzeuge zur Untersuchung bakterieller 

Zellprozesse dienen können. Nichtaktivierte Lactone bieten in Verbindung mit einem 

Photocrosslinker dabei die Möglichkeit zur Identifikation von nichtkovalenten 

Wechselwirkungen zwischen γ-Lactongrundmotiv und Enzymen. Die entsprechende 

Sonde kann so bereits heute ohne weitere Strukturoptimierung als hochselektiver 

Inhibitor für die Erforschung des bakteriellen Proteinfaltungsmechanismus eingesetzt 

werden. In den Markierungsprofilen der Bibliothek wurden sowohl hohe Selektivitäten 

für die Inhibition einzelner Proteine, als auch ein erhöhtes proteomisches 

Reaktionsvermögen festgestellt und auf den Aufbau der Sonden zurückgeführt. Die 

aktivierte α-Methylen-γ-butyrolactoneinheit erweist sich dabei als besonders 

geeignetes Strukturmotiv zur enzymklassenübergreifenden Markierung in situ. Der 

Aufbau einer Sondenbibliothek auf Basis dieser Struktur erscheint daher 
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aussichtsreich und könnte zur Entwicklung maßgeschneiderter Inhibitoren mit einem 

neuen Leitmotiv dienen.  
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4 Materialien und Methoden  

4.1 Allgemeine Methoden 
HPL-Chromatographie  
Für HPLC-Analysen und HPLC-Aufreinigungen der Verbindungen stand ein Gerät 

der Firma Waters 2695 Separationsmodul mit einem Waters 2996 PDA Detektor zur 

Verfügung. Analysen wurden mit einer X-BridgeTM BEH130 C18 5µm (4.6·100 mm) 

Säule und präparative Trennungen mit einer X-BridgeTM BEH130 PREP C18 5µm 

(10·150 mm) Säule durchgeführt. Dabei wurde für die Analysen ein Gradient von 0 / 

100 % – 100 / 0 % Acetonitril / Wasser in 20 min mit einer Flussrate von 0.5 mL / min 

verwendet. Für präparative Trennungen wurde der Gradient auf Basis des 

analytischen Spektrums mit einer Flussrate von 5 mL / min hinsichtlich einer 

ressourcenschonenden Aufreinigung individuell optimiert. Für peptidartige 

Verbindungen wurde in einigen Fällen 0.1 % TFA zur Verbesserung der Auflösung 

zugesetzt. Zum Teil wurde für die Aufreinigungen auch MeOH / Wasser als mobile 

Phase verwendet.  

 

Kernresonanzspektroskopie  
1H und 13C NMR Spektren wurden bei Raumtemperatur mit den Geräten Varian 

Mercury 200 VX und Varian Oxford 200 (jeweils 200 MHz-Spektra) aufgenommen. 

Kernresonanzspektra höherer Feldstärke wurden von der Kernresonanzabteilung 

des Departments Chemie und Pharmazie der LMU München erstellt, wobei die 

Geräte der Firma Bruker: Varian NMR-System 300 (300 MHz), Varian NMR-System 

INOVA 400 (400 MHz) oder Varian NMR-System 600 (600 MHz) verwendet wurden. 

Die benutzten Messfrequenzen in MHz und das jeweilige Lösungsmittel ist vermerkt. 

Die chemische Verschiebung δ wurde auf die Signale der remanenten Protonen 

beziehungsweise Kohlenstoffatome der deuterierten Lösungsmittel kalibriert und ist 

in ppm angegeben. Die Multiplizitäten der Signale sind als s (Singulett), d (Dublett), t 

(Triplett), q (Quartett), quin (Quintett), sext (Sextett) und sept (Septett) oder deren 

Kombinationen aufgeführt. Weiterhin gilt die Bezeichnung ps (pseudo) für 

Aufspaltungen, deren Erscheinungsbild durch das Zusammenfallen von Signalen 

aufgrund der Aufspaltung mit gleichen Kopplungskonstanten gekennzeichnet ist.  
 

 



 

Seite 108 

Lösungsmittel / Chemikalien  
Lösungsmittel und Chemikalien wurden in der Regel von den Firmen Stigma Aldrich 

oder Acros in den kommerziell erhältlichen Reinheitsgraden puriss., p. a. oder purum 

eingesetzt. Trockene Lösungsmittel wurden von den Firmen in einem Behältnis mit 

Molekularsieb unter Argonatmosphäre bezogen. Lösungsmittel für Extraktionen und 

Säulenchromatographie wurden vor Verwendung destilliert. Säulenchromato-

graphische Aufreinigungen wurden mit Kieselgel der Korngrößenverteilung 0.035 – 

0.070 mm und der Porengröße 60 Å (Acros Organics) durchgeführt. 

 

Massenspektroskopie  
ESI-Massenspektren wurden an einem Thermo Finnigan LTQ FT-Massenspektro-

meter aufgenommen.  

Die Proteinanalytik wurde an einer LTQ Orbitrap XL (Thermo Scientific) durchgeführt.  

Für die Aufnahme von MALDI-Spektren wurde das Gerät der Bezeichnung Autoflex II 

(MALDI-ToF) der Firma Bruker unter Verwendung einer HCCA-Matrix (α-Cyano-4-

hydroxyzimtsäure) verwendet.  
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4.2 Synthesevorschriften für β-Lactamsonden  
 
Hex-5-inylmethansulfonat (1a) 
 

 
 

 

Hex-5-in-1-ol (451.9 µL, 4.00 mmol, 1.0 Äquiv.) und DMAP (48.9 mg, 0.40 mmol, 0.1 

Äquiv.) wurden in 50 mL trockenem DCM vorgelegt und NEt3 (672.4 µL, 4.80 mmol, 

1.2 Äquiv.) zugegeben. Anschließend wurde die Lösung auf 0 °C gekühlt und unter 

N2-Atmosphäre Methansulfonylchlorid (342.0 µL, 4.40 mmol, 1.1 Äquiv.) langsam 

zugetropft. Für zwei Std wurde die Temperatur gehalten und über Nacht bei RT 

weitergerührt. Die Reaktionslösung wurde dann mit 0.5 M HCl und gesättigter 

NaHCO3-Lösung gewaschen, über MgSO4 getrocknet, filtriert und das Lösemittel am 

Rotationsverdampfer entfernt. Das Produkt konnte als farbloses Öl (540.1 mg, 77 %) 

erhalten werden. 

 
1H NMR (200 MHz, CDCl3): δ 4.27 (t, J = 6.2 Hz, 2 H, MeSO3CH2), 3.01 (s, 3 H, 

CH3), 2.27 (dt, J = 6.8, 2.6 Hz, 2 H, CH2-C≡CH), 1.98 (t, J = 2.7 Hz, 1 H, C≡CH), 1.86 

(psquin, J = 6.8 Hz, 2 H, O-CH2-CH2), 1.62 (psquin, J = 6.8 Hz, 2 H, CH2-CH2-

C≡CH). 
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Chemische Sonde AmpC (1) 
 

 
 

Ampicillin-Na-Salz (185.7 mg, 0.50 mmol, 1.0 Äquiv.) wurde in 1.4 mL DMF vorgelegt 

und langsam Hex-5-inylmethansulfonat (1a) (126.4, 0.717mmol, 1.4 Äquiv.) in 0.5 mL 

DMF zugetropft. Die Reaktionslösung wurde über Nacht gerührt und dann 15 mL 

EtOAc zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde filtriert und das Filtrat mit 

gesättigter NaCl-Lösung gewaschen, über MgSO4 getrocknet, filtriert und das 

Lösemittel am Rotationsverdampfer entfernt. Der Rückstand wurde per präparativer 

HPLC aufgereinigt. Das Acetonitril der entsprechenden Fraktion wurde am 

Rotationsverdampfer entfernt und die wässrige Suspension durch Lyophilisieren 

getrocknet. Die chemische Sonde AmpC (1) (10.8 mg, 5 %) konnte als weißer 

Feststoff erhalten werden.    

 
1H NMR (400 MHz, CD3CN): δ 7.61 (d, J = 7.8 Hz, 1 H, NH), 7.42 - 7.51 (m, 5 H, 

CHArom.), 5.57 (dd, J = 7.9, 4.1 Hz, 1 H, O=C-CH), 5.46 (d, J = 4.1 Hz, 1 H, N-CH), 

5.23 (s, 1 H, NH2-CH), 4.36 (s, 1 H, COO-CH), 4.16 und 4.15 (ABCD, J = 14.2, 10.9, 

6.4 Hz, 2 x 1 H, COO-CH2), 2.21 (dt, J = 7.0, 2.7 Hz, 2 H, CH2-C≡CH), 2.17 (t, J = 

2.6 Hz, 1 H, C≡CH), 1.74 (psquin, J = 7.2 Hz, 2 H, COO-CH2-CH2), 1.57 (psquin, J = 

7.2 Hz, 2 H, CH2-CH2-C≡CH), 1.45 (s, 3 H, CH3), 1.38 (s, 3 H, CH3). 

 
13C NMR (101 MHz, CD3CN): δ 172.9, 168.5, 168.4, 133.4, 130.8, 130.0, 129.4, 84.8, 

71.1, 70.0, 68.4, 65.9, 65.3, 60.2, 57.3, 32.2, 28.2, 26.9, 25.7, 18.3. 

 

ESI-MS, positiver Modus (m/z): ber. für C22H28N3O4S+ [M + H]+ 430.1795, gef. 

430.1823. 
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ESI-MS, negativer Modus (m/z): ber. für C22H26N3O4S- [M - H]- 428.1650, gef. 

428.1651. 

 

 

Chemische Sonde AmpN (2) 
 

 
 

 

Eine Lösung aus Hex-5-insäure (35.8 µL, 0.32 mmol, 1.3 Äquiv.) und 

N-Methylmorpholin (35.7 µL, 0.32 mmol, 1.3 Äquiv.) in 5 mL trockenem THF wurde 

auf – 13 °C gekühlt und dann Isobutylchloroformat (42.5 µL, 0.32 mmol, 1.3 Äquiv.) 

zugegeben. Nach 45 min Rühren bei – 10 °C wurde eine Suspension aus Ampicillin-

Na-Salz (92.8 mg, 0.25 mmol, 1.0 Äquiv.) in 3.7 mL THF / Wasser (20:1) zugetropft 

und die Temperatur für weitere 45 min gehalten. Nachdem die Reaktionsmischung 

Raumtemperatur erreicht hatte, wurde die Lösung eingeengt und per präparativer 

HPLC aufgereinigt. Das Acetonitril der entsprechenden Fraktion wurde am 

Rotationsverdampfer entfernt und die wässrige Suspension durch Lyophilisieren 

getrocknet. Die chemische Sonde AmpN (2) (4.7 mg, 4 %) konnte als weißer 

Feststoff erhalten werden. 

 
1H NMR (400 MHz, CD3CN): δ 7.32 - 7.41 (m, 5 H, CHArom.), 7.25 (d, J = 8.7 Hz, 1 H, 

O=C-CH-NH), 7.13 (d, J = 7.0 Hz, 1 H, O=C-NH), 5.58 (dd, J = 8.7, 4.2 Hz, 1 H, 

O=C-CH), 5.47 (d, J = 7.0 Hz, 1 H, Phe-CH), 5.43 (d, J = 4.2 Hz, 1 H, N-CH), 4.35 (s, 

1 H, N-CH-COOH), 2.35 und 2.31 (ABCD, 2 x 1 H, J = 19.5, 15.0, 7.4 Hz, NHCO-

CHH), 2.20 (dt, J = 7.1, 2.6 Hz, 2 H, CH2-C≡CH), 2.16 - 2.19 (m, 1 H, C≡CH), 1.76 

(psquin, J = 7.1 Hz, 2 H, COO-CH2-CH2), 1.57 (s, 3 H, CH3), 1.47 (s, 3 H, CH3). 
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13C NMR (101 MHz, CD3CN): δ 174.2, 172.8, 170.8, 169.0, 138.5, 129.6, 129.1, 

128.5, 84.7, 71.0, 70.1, 68.4, 65.0, 59.6, 58.0, 35.0, 31.7, 27.0, 25.2, 18.3. 

 

MS (MALDI-ToF, HCCA): 444.0 [M + H]+, 466.0 [M + Na]+, 482.0 [M + K]+. 

 

 

Chemische Sonde Azt (3) 
 

 
 

 

Aztreonam (60.0 mg, 0.14 mmol, 1.0 Äquiv.), HOBt (27.9 mg, 0.21 mmol, 1.5 Äquiv.) 

und DIPEA (60.0 µL, 0.34 mmol, 2.5 Äquiv.) wurden in 3 mL trockenem DMF 

vorgelegt und bei 0 °C unter N2-Atmosphäre DIC (32.0 µL, 0.21 mmol, 1.5 Äquiv.) 

zugegeben. Nach 30 min Rühren wurde ebenfalls bei 0 °C Propargylamin (13.2 µL, 

0.21 mmol, 1.5 Äquiv.) zugegeben. Nach weiteren 30 min Rühren bei RT wurde die 

Lösung eingeent und der Rückstand per präparativer HPLC aufgereinigt. Das 

Acetonitril der entsprechenden Fraktion wurde am Rotationsverdampfer entfernt und 

die wässrige Suspension durch Lyophilisieren getrocknet. Die chemische Sonde Azt 
(3) (12.5 mg, 19 %) konnte als weißer Feststoff erhalten werden. 

 
1H NMR (400 MHz, d6-DMSO): δ 9.40 (d, J = 8.2 Hz, 1 H, NH), 7.76 (t, J = 5.8, 1 H, 

NH), 6.91 (s, 1 H, SCH), 4.54 (dd, J = 8.2, 2.6 Hz, 1 H, NH-CH-CO), 3.90 (dd, J = 

5.9, 2.4 Hz, 2 H, NH-CH2), 3.72 (dq, J = 6.2, 2.5 Hz, 1 H, NSO3H-CH), 3.01 (t, J = 2.5 

Hz, 1 H, C≡CH), 1.43 (d, J = 6.4 Hz, 3 H, CH3-CH-NSO3H), 1.42 (s, 3 H, C-(CH3)2), 

1.40 (s, 3 H, C-(CH3)2).  
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13C NMR (101 MHz, d6-DMSO): δ 173.3, 169.7, 162.3, 161.7, 148.2, 138.7, 111.3, 

83.8, 81.6, 73.2, 60.6, 57.5, 28.6, 24.6, 24.1, 18.4.  

 

ESI-MS, positiver Modus, (m/z): ber. für C16H21N6O7S2
+ [M + H]+ 473.0908, gef. 

473.0902. 

 

ESI-MS, negativer Modus (m/z): ber. für C16H19N6O7S2
- [M - H]- 471.0762, gef. 

471.0759. 

 

 

Chemische Sonde CephN (4) 
 

 
 

 

Eine Lösung aus Hex-5-insäure (83.1 µL, 0.73 mmol, 1.4 Äquiv.) und N-

Methylmorpholin (80.3 µL, 0.73 mmol, 1.4 Äquiv.) in 10 mL trockenem THF wurde 

auf – 13 °C gekühlt und dann Isobutylchloroformat (95.6 µL, 0.73 mmol, 1.4 Äquiv.) 

zugegeben. Nach 1 Std Rühren bei – 10 °C wurde eine Suspension aus 

Cephalosporin C-Zn-Salz (250.0 mg, 0.52 mmol, 1.0 Äquiv.) und 70 µL NEt3 in 

3.6 mL THF/Wasser (6:1) zugetropft und die Temperatur für weitere 30 min gehalten. 

Nachdem die Reaktionsmischung RT erreicht hatte, wurde die Lösung eingeengt und 

per präparativer HPLC aufgereinigt. Das Acetonitril der entsprechenden Fraktion 

wurde am Rotationsverdampfer entfernt und die wässrige Suspension durch 

Lyophilisieren getrocknet. CephN (4) (24.1 mg, 9 %) konnte als weißer Feststoff 

erhalten werden. 
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1H NMR (400 MHz, MeCN/D2O, 10:1): δ 5.74 (d, J = 4.8 Hz, 1 H, NHCO-CH-CON), 

5.04 (d, J = 4.9 Hz, 1 H, N-CH-S), 5.02 (d, J = 13.8 Hz, 1 H, CHaHb-COOMe), 4.76 

(d, J = 13.1 Hz, 1 H, CHaHb-COOMe), 4.30 - 4.34 (m, 1 H, COOH-CH-NHCO), 3.63 

(d, J = 18.3 Hz, 1 H, S-CHaHb), 3.45 (d, J = 18.4 Hz, 1 H, S-CHaHb), 2.25 - 2.35 (m, 4 

H, CH2-CONH), 2.19 - 2.24 (m, 3 H, CH2-C≡CH), 2.04 (s, 3 H, COO-CH3), 1.60 - 1.86 

(m, 6 H, CH2-CH2-C≡CH, COOH-CH-CH2-CH2).  

 
13C NMR (101 MHz, CD3CN/ D2O 10:1): δ 173.8, 173.4, 173.3, 171.1, 165.4, 162.9, 

126.1, 125.6, 84.1, 69.5, 63.1, 59.5, 57.6, 52.0, 34.6, 34.4, 30.7, 26.1, 24.6, 21.8, 

20.2, 17.5.  

 

ESI-MS, positiver Modus, (m/z): ber. für C22H28N3O9S+ [M + H]+ 510.1541, gef. 

510.1536. 

ESI-MS, negativer Modus (m/z):  ber. für C22H26N3O9S- [M - H]- 508.1395, gef. 

508.1391. 

 

 

(3S,4R)-3-((R)-1-(Tert-butyldimethylsilyloxy)ethyl)-4-(propylthio)-azetidin-2-on 
(5) 
 

 
 

 

Zu einer Lösung aus 1-Propanthiol (230 µL, 189.3 mg, 2.49 mmol, 1.3 Äquiv.) in 

2.3 mL Aceton, wurde 2.6 mL 1 M NaOH-Lösung gegeben. Nach 15 min wurde 

[3R(1′R, 4R)]-(+)-4-Acetoxy-3-[1-(tert-butyldimethylsilyloxy)ethyl]-2-azetidinon (550.0 

mg, 1.91 mmol, 1.0 Äquiv.) in 4.5 mL Aceton zutropft. Nach Rühren über Nacht bei 

RT wurde das Lösemittel am Rotationsverdampfer entfernt und der Rückstand in 

Et2O aufgenommen. Die organische Phase wurde mit Wasser und gesättigter Nach-

Lösung gewaschen, über MgSO4 getrocknet, filtriert und das Lösemittel am 

Rotationsverdampfer entfernt. Die säulenchromatographische Aufreinigung mit Silica 
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Gel (iso-Hexan/EtOAc, 5:1 Rf = 0.34) ergab das Produkt (520.3 mg, 90 %) als 

fahlgelben Feststoff.  

 
1H NMR (200 MHz, CDCl3): δ 5.97 (br, 1 H, N-H), 4.83 (d, J = 2.3 Hz, 1 H, NH-CHS), 

4.25 (dq, J = 6.3 Hz, 3.6 Hz, 1 H, CHO), 3.09 - 3.14 (m, 1 H, O=C-CH), 2.60 (t, J = 

7.3 Hz, 2 H, S-CH2), 1.64 (pssext, J = 7.3 Hz, 2 H, S-CH2-CH2), 1.24 (d, J = 6.3 Hz, 3 

H, CH3-CHO), 1.01 (t, J = 7.3 Hz, 3 H, S-CH2-CH2-CH3), 0.86 (s, 9 H, Si-t-Butyl), 0.06 

- 0.08 (2 x s, 6 H, Si-CH3). 

 

 

(3S,4R)-4-(Benzylthio)-3-((R)-1-(tert-butyldimethylsilyloxy)ethyl)azetidin-2-on (6) 
 

 
 

 

Zu einer Lösung aus Benzylmercaptan (379 µL, 399.3 mg, 3.22 mmol, 1.4 Äquiv.) in 

2.8 mL Aceton, wurde 3.4 mL 1 M NaOH-Lösung zugegeben. Nach 15 min wurde 

[3R(1′R, 4R)]-(+)-4-Acetoxy-3-[1-(tert-butyldimethylsilyloxy)ethyl]-2-azetidinon (660.0 

mg, 2.30 mmol, 1.0 Äquiv.) in 4.5 mL Aceton zutropft. Nach Rühren über Nacht bei 

RT wurde das Lösemittel am Rotationsverdampfer entfernt und der Rückstand in 

Et2O aufgenommen. Die organische Phase wurde mit Wasser und gesättigter Nach-

Lösung gewaschen, über MgSO4 getrocknet, filtriert und das Lösemittel am 

Rotationsverdampfer entfernt. Die säulenchromatographische Aufreinigung mit Silica 

Gel (iso-Hexan/EtOAc, 5:1 Rf = 0.31) ergab das Produkt (685.7 mg, 85 %) als gelben 

Feststoff.  

 
1H NMR (200 MHz, CDCl3): δ 7.28 - 7.35 (m, 5 H, CHArom.), 5.30 (br, 1 H, N-H), 4.78 

(d, J = 2.2 Hz, 1 H, NH-CHS), 4.18 (dq, J = 6.4 Hz, 3.2 Hz, 1 H, CHO), 3.86 (s, 2 H, 

S-CH2-Ph), 3.02 - 3.06 (m, 1 H, O=C-CH), 1.16 (d, J = 6.4 Hz, 3 H, CH3-CHO), 0.85 

(s, 9 H, Si-t-Butyl), 0.01 - 0.06 (2 x s, 6 H, Si-CH3). 
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(3S,4R)-3-((R)-1-(Tert-butyldimethylsilyloxy)ethyl)-4-(octylthio)azetidin-2-on (7) 
 

 
 

 

Zu einer Lösung aus 1-Octanthiol (290 µL, 244.3 mg, 1.67 mmol, 1.2 Äquiv.) in 

1.6 mL Aceton, wurde 1.8 mL 1 M NaOH-Lösung zugegeben. Nach 15 min wurde 

[3R(1′R, 4R)]-(+)-4-Acetoxy-3-[1-(tert-butyldimethylsilyloxy)ethyl]-2-azetidinon (400.0 

mg, 1.39 mmol, 1.0 Äquiv.) in 1.4 mL Aceton zugetropft. Nach Rühren über Nacht bei 

RT wurde das Lösemittel am Rotationsverdampfer entfernt und der Rückstand in 

Et2O aufgenommen. Die organische Phase wurde mit Wasser und gesättigter Nach-

Lösung gewaschen, über MgSO4 getrocknet, filtriert und das Lösemittel am 

Rotationsverdampfer entfernt. Die säulenchromatographische Aufreinigung mit Silica 

Gel (iso-Hexan/EtOAc, 5:1, Rf = 0.60) ergab das Produkt (468.1 mg, 90 %) als 

weißen Feststoff.  

 
1H NMR (200 MHz, CDCl3): δ 5.92 (br, 1 H, N-H), 4.83 (d, J = 2.3 Hz, 1 H, NH-CHS), 

4.25 (dq, J = 6.4 Hz, 3.4 Hz, 1 H, CHO), 3.09 - 3.14 (m, 1 H, O=C-CH), 2.61 (t, J = 

7.3 Hz, 2 H, S-CH2), 1.60 (psquin, J = 7.3 Hz, 2 H, S-CH2-CH2),  1.26 - 1.45 (m, 10 

H, S-CH2-CH2-C5H10-CH3), 1.23 (d, J = 6.4 Hz, 3 H, CH3-CHO), 0.88 (s, 9 H, Si-t-

Butyl), 0.85 - 0.94 (m, 3 H, S-C7H14-CH3), 0.07 - 0.09 (2 x s, 6 H, Si-CH3). 

 

 

(3S,4R)-3-((R)-1-(Tert-butyldimethylsilyloxy)ethyl)-4-(2-(diethylamino)ethylthio)-
azetidin-2-on (8) 
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Zu einer Lösung aus 2-Diethylaminoethanthiolhydrochlorid (391.2 mg, 2.07 mmol, 

1.2 Äquiv.) in 2.0 mL Aceton, wurde 4.3 mL 1 M NaOH-Lösung zugegeben. Nach 15 

min wurde [3R(1′R, 4R)]-(+)-4-Acetoxy-3-[1-(tert-butyldimethylsilyloxy)ethyl]-2-azetid-

inon (496.1 mg, 1.70 mmol, 1.0 Äquiv.) in 1.7 mL Aceton zugetropft. Nach Rühren 

über Nacht bei RT wurde das Lösemittel entfernt die wässrige Phase mit EtOAc 

extrahiert. Die organische Phase wurde mit Wasser und gesättigter Nach-Lösung 

gewaschen, über MgSO4 getrocknet, filtriert und das Lösemittel am 

Rotationsverdampfer entfernt. Die säulenchromatographische Aufreinigung mit Silica 

Gel (DCM/MeOH, 8:1, Rf = 0.37) ergab das Produkt (329.2 mg, 53 %) als farbloses 

Öl.  

 
1H NMR (200 MHz, CDCl3): δ 6.90 (br, 1 H, N-H), 4.77 (d, J = 2.4 Hz, 1H, NH-CHS), 

4.25 (dq, J = 6.3 Hz, 3.8 Hz, 1 H, CHO), 2.98 - 3.03 (m, 1 H, O=C-CH), 2.70 - 2.78 

(m, 4 H, S-CH2-CH2), 2.40 - 2.70 (m, 4 H, N-(CH2-CH3)2), 1.23 (d, J = 6.3 Hz, 3 H, 

CH3-CHO), 1.06 (t, J = 7.2 Hz, 6 H, N-(CH2-CH3)2), 0.87 (s, 9 H, Si-t-Butyl), 0.07 (2 x 

s, 6 H, Si-CH3). 

 

 

(3S,4R)-3-((R)-1-Hydroxyethyl)-4-(propylthio)azetidin-2-on (9) 
 

 
 

 

5.1 mL TBAF (1 M Lösung in THF, 5.14 mmol, 3.0 Äquiv.) wurde unter Eiskühlung in 

N2-Atmospäre innerhalb von 10 min direkt zu Verbindung (5) (520.3 mg, 1.71 mmol, 

1.0 Äquiv.) getropft. Die Reaktionsmischung wurde über Nacht bei RT gerührt und 

nach Entfernen des Lösemittels am Rotationsverdampfer wurde der Rückstand in 

EtOAc aufgenommen. Die organische Phase wurde mit 1 M HCl und gesättigter 

NaCl-Lösung gewaschen, über MgSO4 getrocknet, filtriert und am 

Rotationsverdampfer eingeengt. Die säulenchromatographische Aufreinigung mit 

Silica Gel (i-Hexan/EtOAc 1:4, Rf = 0.40) ergab das Produkt (151.1 mg, 47 %) als 

farbloses Öl.  
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1H NMR (200 MHz, CDCl3): δ 6.73 (br, 1 H, N-H), 4.83 (d, J = 2.3 Hz, 1 H, NH-CHS), 

4.24 (dq, J = 6.4, 4.3 Hz, 1 H, CHO), 3.14 (ddd,  J = 4.3, 2.3, 0.7 Hz, 1 H, O=C-CH), 

2.60 (t, J = 7.3 Hz, 2 H, S-CH2), 1.64 (pssext, J = 7.3 Hz, 2 H, S-CH2-CH2), 1.29 (d, J 

= 6.4 Hz, 3 H, CH3-CHO), 0.99 (t, J = 7.3 Hz, 3 H, S-CH2-CH2-CH3). 

 

 

(3S,4R)-4-(Benzylthio)-3-((R)-1-Hydroxyethyl)azetidin-2-on (10) 
 

 

 
 

 

6.3 mL TBAF (1 M Lösung in THF, 6.30 mmol, 3.2 Äquiv.) wurde unter Eiskühlung in 

N2-Atmospäre innerhalb von 10 min direkt zu Verbindung (6) (685.7 mg, 1.95 mmol, 

1.0 Äquiv.) getropft. Die Reaktionsmischung wurde über Nacht bei RT gerührt und 

nach Entfernen des Lösemittels am Rotationsverdampfer wurde der Rückstand in 

EtOAc aufgenommen. Die organische Phase wurde mit 1 M HCl und gesättigter 

NaCl-Lösung gewaschen, über MgSO4 getrocknet, filtriert und am 

Rotationsverdampfer eingeengt. Die säulenchromatographische Aufreinigung mit 

Silica Gel (i-Hexan/EtOAc 1:4, Rf = 0.37) ergab das Produkt (262.1 mg, 57 %) als 

gelbes Öl.  

 
1H NMR (200 MHz, CDCl3): δ 7.28 - 7.37 (m, 5 H, CHArom.), 5.41 (br, 1 H, N-H), 4.77 

(d, J = 2.5 Hz, 1 H, NH-CHS), 4.20 (dq, J = 6.4, 4.7 Hz, 1 H, CHO), 3.88 (s, 2 H, S-

CH2-Ph), 3.10 (ddd, J = 4.7, 2.5, 0.9 Hz, 1 H, O=C-CH ), 1.27 (d, J = 6.4 Hz, 3 H, 

CH3-CHO). 
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(3S,4R)-3-((R)-1-Hydroxyethyl)-4-(octylthio)azetidin-2-on (11) 
 

 
 

 

4.0 mL TBAF (1 M Lösung in THF, 4.00 mmol, 3.2 Äquiv.) wurde unter Eiskühlung in 

N2-Atmospäre innerhalb von 10 min direkt zu Verbindung (7) (468.1 mg, 1.25 mmol, 

1.0 Äquiv.) getropft. Die Reaktionsmischung wurde über Nacht bei RT gerührt und 

nach Entfernen des Lösemittels am Rotationsverdampfer wurde der Rückstand in 

EtOAc aufgenommen. Die organische Phase wurde mit 1 M HCl und gesättigter 

NaCl-Lösung gewaschen, über MgSO4 getrocknet, filtriert und am 

Rotationsverdampfer eingeengt. Die säulenchromatographische Aufreinigung mit 

Silica Gel (i-Hexan/EtOAc 1:4, Rf = 0.48) ergab das Produkt (153.7 mg, 47 %) als 

fahlgelben Feststoff.  

 
1H NMR (200 MHz, CDCl3): δ 6.23 (br, 1 H, N-H), 4.84 (d, J = 2.4 Hz, 1 H, NH-CHS), 

4.26 (dq, J = 6.4 Hz, 4.6 Hz, 1 H, CHO), 3.18 (ddd, J = 4.6, 2.4, 0.7 Hz, 1 H, O=C-

CH), 2.63 (t, J = 7.3 Hz, 2 H, S-CH2), 1.59 (psquin, J = 7.3 Hz, 2 H, S-CH2-CH2), 1.32 

(d, J = 6.4 Hz, 3 H, CH3-CHO), 1.22 - 1.70 (m, 10 H, S-CH2-CH2-C5H10-CH3), 0.88 (t, 

J = 6.4 Hz, 3 H, S-C7H14-CH3). 

 

 

(3S,4R)-4-(2-(Diethylamino)ethylthio)-3-((R)-1-hydroxyethyl)azetidin-2-on (12) 
 

 
 

 

2.4 mL TBAF (1 M Lösung in THF, 2.40 mmol, 3.0 Äquiv.) wurde unter Eiskühlung in 

N2-Atmospäre innerhalb von 10 min direkt zu Verbindung (8) (286.2 mg, 0.79 mmol, 

1.0 Äquiv.) getropft. Die Reaktionsmischung wurde über Nacht bei RT gerührt. Nach 
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Einengen der Lösung wurde der Rückstand per präparativer HPLC aufgereinigt. Das 

Acetonitril der entsprechenden Fraktion wurde am Rotationsverdampfer entfernt und 

die wässrige Suspension durch Lyophilisieren getrocknet. Das Produkt (127.8 mg, 

65 %) konnte als farbloses Öl erhalten werden. 

 
1H NMR (200 MHz, CDCl3): δ 4.77 (d, J = 2.3 Hz, 1 H, NH-CHS), 4.23 (m, 1 H, 

CHO), 3.07 (dd, J = 4.9, 2.3 Hz, 1 H, O=C-CH), 2.60 - 2.80 (m, 4 H, S-CH2-CH2), 

2.40 - 2.60 (m, 4 H, N-(CH2-CH3)2), 1.30 (d, J = 6.4 Hz, 3 H, CH3-CHO), 1.03 (t, J = 

7.2 Hz, 6 H, N-(CH2-CH3)2.  

 

ESI-MS, positiver Modus, (m/z): ber. für C11H23N2O2S+ [M + H]+ 247.1475, gef. 

247.1476. 
 

 

Chemische Sonde SPHx (13) 
(R)-1-((3S,4R)-2-Oxo-4-(propylthio)azetidin-3-yl)ethylhex-5-inoat 

 

 
 

 

Verbindung (9) (68.2 mg, 0.36 mmol, 1.0 Äquiv.) wurde in 8 mL trockenem DCM 

vorgelegt und unter N2-Atmosphäre Hex-5-inoylchlorid (70.6 mg, 0.54 mmol, 1.5 

Äquiv.) zugegeben. Nach 10 min Rühren wurde NEt3 (75.3 µL, 54.7 mg, 0.54 mmol, 

1.5 Äquiv.) zugetropft und weiterhin für 1 Std gerührt. Nach Einengen der 

Reaktionsmischung am Rotationsverdampfer wurde der Rückstand 

säulenchromatographisch mit Silica Gel (i-Hexan/EtOAc 2:1, Rf = 0.36) aufgereinigt. 

Nach einem weiteren Aufreinigungsschritt der Hauptfraktionen per präparativer 

HPLC konnte das Produkt SPHx (13) (9.8 mg, 10 %) als fahlgelbes Öl erhalten 

werden.  
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1H NMR (600 MHz, CDCl3): δ 6.09 (br, 1 H, N-H), ), 5.29 (psquin, J = 6.6 Hz, 1 H, 

CHO), 4.75 (d, J = 2.4 Hz, 1 H, NH-CHS), 3.24 (ddd, J = 7.1, 2.4, 0.9, 1 H, O=C-CH), 

2.57 - 2.61 (2 x t, J = 7.3 Hz, 2 H, S-CH2), 2.45 (t, J = 7.4 Hz, 2 H, COOCH2), 2.27 

(dt, J = 6.9, 2.5 Hz, 2 H, CH2-C≡CH), 1.97 (t, J = 2.6 Hz, 1 H, C≡CH), 1.85 (psquin, J 

= 7.2 Hz, 2 H, CH2-CH2-COO), 1.64 (psquin, J = 7.2 Hz, 2 H, S-CH2-CH2), 1.39 (d, J 

= 6.4 Hz, 3 H, CH3-CHO), 1.01 (t, J = 7.3 Hz, 3 H, S-CH2-CH2-CH3).  

 
13C NMR (151 MHz, CDCl3): δ 172.1, 165.3, 83.2, 69.2, 67.6, 63.9, 56.3, 33.0, 32.2, 

23.6, 23.3, 18.3, 17.8, 13.4.  

 

ESI-MS, positiver Modus, (m/z): ber. für C14H22NO3S+ [M + H]+ 284.1315, gef. 

284.1320, ber. für C14H21NNaO3S+ [M + Na]+ 306.1134, gef. 306.1140. 

 
 
 
Chemische Sonde SBzHx (14) 
(R)-1-((2R,3S)-2-(Benzylthio)-4-oxoazetidin-3-yl)ethylhex-5-inoat  

 

 

 
Verbindung (10) (58.3 mg, 0.25 mmol, 1.0 Äquiv.) wurde in 6 mL trockenem DCM 

vorgelegt und unter N2-Atmosphäre Hex-5-inoylchlorid (114.9 mg, 0.88 mmol, 3.6 

Äquiv.) zugegeben. Nach 10 min Rühren wurde NEt3 (114 µL, 82.8 mg, 0.54 mmol, 

3.3 Äquiv.) zugetropft und über Nacht gerührt. Nach Einengen der 

Reaktionsmischung am Rotationsverdampfer wurde der Rückstand direkt 

säulenchromatographisch mit Silica Gel (i-Hexan/EtOAc 3:1, Rf = 0.22) aufgereinigt. 

Das Produkt SBzHx (14) (24.8 mg, 30 %) konnte als gelbes Öl erhalten werden. 

 
1H NMR (600 MHz, CDCl3): δ 7.26 - 7.36 (m, 5 H, CHArom.), 5.57 (br, 1 H, N-H), 5.23 

(psquin, J = 6.5 Hz, 1 H, CHO), 4.69 (d, J = 2.5 Hz, 1 H, NH-CHS), 3.85 (s, 2 H, S-
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CH2-Ph), 3.71 (ddd, J = 7.0, 2.5, 0.9, 1 H, O=C-CH), 2.42 (t, J = 7.4 Hz, 2 H, 

COOCH2), 2.25 (dt, J = 7.0, 2.6 Hz, 2 H, CH2-C≡CH), 1.97 (t, J = 2.6 Hz, 1 H, 

C≡CH), 1.82 (psquin, J = 7.2 Hz, 2 H, CH2-CH2-COO), 1.31 (d, J = 6.4 Hz, 3 H, CH3-

CHO).  

 
13C NMR (151 MHz, CDCl3): δ 172.1, 165.2, 137.7, 129.0, 128.7, 127.6, 83.2, 69.2, 

67.3, 63.5, 56.2, 35.9, 33.0, 23.6, 18.2, 17.8.  

 

ESI-MS, positiver Modus, (m/z): ber. für C18H22NO3S+ [M + H]+ 332.1315, gef. 

332.1322. 

 
 
 
Chemische Sonde SOctHx (15) 
(R)-1-((2R,3S)-2-(octylthio)-4-oxoazetidin-3-yl)ethylhex-5-inoat 

 

 

 
 

 

Verbindung (11) (76.9 mg, 0.30 mmol, 1.0 Äquiv.) wurde in 7 mL trockenem DCM 

vorgelegt und unter N2-Atmosphäre Hex-5-inoylchlorid (58.0 mg, 0.44 mmol, 1.5 

Äquiv.) zugegeben. Nach 10 min Rühren wurde NEt3 (61.9 µL, 45.0 mg, 0.44 mmol, 

1.5 Äquiv.) zugetropft und für 1 Std gerührt. Nach Entfernen des Lösemittels am 

Rotationsverdampfer wurde der Rückstand in Et2O aufgenommen und die 

organische Phase mit 1 M HCl und 10 %iger NaHCO3-Lösung gewaschen. Die 

vereinigten organischen Phasen wurden über MgSO4 getrocknet, filtriert und am 

Rotationsverdampfer eingeengt. Die Aufreinigung des Rückstandes per präparativer 

HPLC ergab das Produkt SOctHx (15) (19.5 mg, 19 %) als farbloses Öl. 
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1H NMR (600 MHz, CDCl3): δ 6.04 (br, 1 H, N-H), 5.30 (psquin, J = 6.5 Hz, 1 H, 

CHO),  4.75 (d, J = 2.5 Hz, 1 H, NH-CHS), 3.25 (ddd, J = 7.0, 1.7 Hz, 0.5 Hz, 1 H, 

O=C-CH), 2.60 (2 x t, J = 7.5 Hz, 2 H, S-CHaHb), 2.45 (t, J = 7.4 Hz, 2 H, COOCH2), 

2.27 (dt, J = 7.0, 2.6 Hz, 2 H, CH2-C≡CH), 1.97 (t, J = 2.6 Hz, 1 H, C≡CH), 1.85 

(psquin, J = 7.2 Hz, 2 H, CH2-CH2-COO), 1.57 - 1.66 (m, 2 H, S-CH2-CH2), 1.39 (d, J 

= 6.4 Hz, 3 H, CH3-CHO), 1.22 - 1.40 (m, 10 H, S-CH2-CH2-C5H10-CH3), 0.88 (t, J = 

7.0 Hz, 3 H, S-C7H14-CH3).  

 
13C NMR (151 MHz, CDCl3): δ 172.1, 165.3, 83.6, 69.2, 67.5, 63.8, 56.2, 33.0, 31.8, 

30.1, 29.9, 29.1, 29.1, 28.9, 23.6, 22.6, 18.3, 17.8, 14.1.  

 

ESI-MS, positiver Modus, (m/z): ber. für C19H32NO3S+ [M + H]+ 354.2097, gef. 

354.2105. 

 

 

Chemische Sonde NCO (16) 
(3S,4R)-4-(2-(Diethylamino)ethylthio)-1-hex-5-inoyl-3-((R)-1-hydroxyethyl)azetidin-2-on 

 
 

 
Verbindung (12) (42.6 mg, 0.17 mmol, 1.0 Äquiv.) wurde in 4 mL trockenem DCM 

vorgelegt und unter N2-Atmosphäre Hex-5-inoylchlorid (45.0 mg, 0.34 mmol, 2.0 

Äquiv.) zugegeben. Nach 10 min Rühren, wurde NEt3 (38.5 µL, 28.0 mg, 0.28 mmol, 

1.6 Äquiv.) zugetropft und für 1 Std gerührt. Nach Entfernen des Lösemittels am 

Rotationsverdampfer wurde der Rückstand per präparativer HPLC aufgereinigt. Das 

Produkt NCO (16) (5.0 mg, 9 %) konnte als farbloses Öl erhalten werden. 

 
1H NMR (600 MHz, CDCl3): δ 5.50 (d, J = 3.2 Hz, 1 H, NH-CHS), 4.21 (psquin, J = 

7.2 Hz, 1 H, CHO), 3.48 - 3.54 (m, 1 H, S-CH2-CHaHb), 3.36 - 3.42 (m, 1 H, S-CHaHb-

CH2), 3.24 - 3.32 (m, 2 H, S-CHaHb-CHaHb), 3.13 (q, J = 7.2 Hz, 4 H, N-(CH2-CH3)2, 
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3.13 (dd, J = 7.3, 3.3 Hz, 1 H, O=C-CH), 2.85 (dt, J = 17.0, 7.4 Hz, 1 H, N-CO-

CHaHb), 2.81 (dt, J = 17.1, 7.3 Hz, 1 H, N-CO-CHaHb), 2.28 (dt, J = 7.1, 2.6 Hz, 1 H, 

CHaHb-C≡CH), 2.28 (dt, J = 6.8, 2.7 Hz, 1 H, CHaHb-C≡CH), 2.00 (t, J = 2.6 Hz, 1 H, 

C≡CH), 1.88 (psquin, J = 7.2 Hz, 2 H, CH2-CH2-CON), 1.38 (t, J = 7.3 Hz, 6 H, N-

(CH2-CH3)2, 1.38 (d, J = 6.4 Hz, 3 H, CH3-CHO).  

 
13C NMR (151 MHz, CDCl3): δ 170.6, 164.5, 83.1, 69.4, 65.8, 65.1, 58.1, 51.8, 46.7 

(2x), 35.4, 27.6, 22.6, 21.3, 17.8, 8.8 (2x).  

 

ESI-MS, positiver Modus, (m/z): ber. für C17H29N2O3S+ [M + H]+ 341.1893, gef. 

341.1894. 

 

 

Chemische Sonde SPSO3 (17) 
(3S,4R)-3-((R)-1-(Hex-5-inoyloxy)ethyl)-2-oxo-4-(propylthio)azetidin-1-sulfonsäure 

 

 

 
 

 

Verbindung (13) (20.0 mg, 0.07 mmol, 1.0 Äquiv.) wurde in 150 µL trockenem Pyridin 

vorgelegt und Schwefeltrioxid-Pyridin-Komplex (44.9 mg, 0.28 mmol, 4.0 Äquiv.) 

zugegeben. Anschließend wurde die Reaktionsmischung für 1 Std auf 90 °C erhitzt 

und über Nacht bei Raumtemperatur geschüttelt. Die Lösung wurde dann zu 1.9 mL 

1 M KH2PO4-Lösung gegeben und weiterhin n-Bu4NHSO4 (25.2 mg, 0.07 mmol, 1.1 

Äquiv.) zugegeben. Nach 10 min Rühren wurde die Reaktionsmischung mit DCM 

extrahiert und die vereinigten organischen Phasen am Rotationsverdampfer 

eingeengt. Die säulenchromatographische Aufreinigung mit Silica Gel (EtOAc → 
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EtOAc / MeOH  98:2, Rf = 0.3) ergab das Produkt SPSO3 (17) (8.7 mg, 34 %) als 

gelbes Öl. 

 
1H NMR (600 MHz, CDCl3): δ 5.39 (psquin, J = 6.4 Hz, 1 H, CHO), 5.13 (d, J = 2.9 

Hz, 1 H, NSO3-CHS), 3.26 (dd, J = 7.4, 2.9, 1 H, O=C-CH), 2.74 - 2.82 (m, 1 H, S-

CHaHb), 2.82 - 2.91 (m, 1 H, S-CHaHb), 2.46 (t, J = 7.3 Hz, 2 H, COOCH2), 2.26 (dt, J 

= 7.0, 2.6 Hz, 2 H, CH2-C≡CH), 2.00 (t, J = 2.6 Hz, 1 H, C≡CH), 1.83 (psquin, J = 7.2 

Hz, 2 H, CH2-CH2-COO), 1.58 - 1.70 (m, 2 H, S-CH2-CH2), 1.36 (d, J = 6.4 Hz, 3 H, 

CH3-CHO), 0.99 (t, J = 7.3 Hz, 3 H, S-CH2-CH2-CH3).  

 
13C NMR (151 MHz, CDCl3): δ 172.8, 165.0, 83.4, 69.3, 67.5, 62.0, 61.9, 33.5, 33.0, 

23.5, 22.7, 18.5, 17.8, 13.6.  

 

ESI-MS, negativer Modus, (m/z): ber. für C14H20NO6S2
- [M - H]- 362.0738, gef. 

362.0746. 

 

 

Chemische Sonde SBzSO3 (18) 
(2R,3S)-2-(Benzylthio)-3-((R)-1-(hex-5-inoyloxy)ethyl)-4-oxoazetidin-1-sulfonsäure 

 

 

 
 

 

Verbindung (14) (20.0 mg, 0.06 mmol, 1.0 Äquiv.) wurde in 150 µL trockenem Pyridin 

vorgelegt und Schwefeltrioxid-Pyridin-Komplex (38.4 mg, 0.24 mmol, 4.0 Äquiv.) 

zugegeben. Anschließend wurde die Reaktionsmischung für 1 Std auf 90 °C erhitzt 

und über Nacht bei Raumtemperatur geschüttelt. Die Lösung wurde dann zu 1.7 mL 

1 M KH2PO4-Lösung gegeben und weiterhin n-Bu4NHSO4 (22.5 mg, 0.06 mmol, 1.1 
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Äquiv.) zugegeben. Nach 10 min Rühren wurde die Reaktions-Mischung mit DCM 

extrahiert und die vereinigten organischen Phasen am Rotationsverdampfer 

eingeengt. Die säulenchromatographische Aufreinigung mit Silica Gel (EtOAc → 

EtOAc / MeOH  98:2, Rf = 0.2) ergab das Produkt SBzSO3 (18) (16.8 mg, 68 %) als 

gelben Feststoff. 

 

 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7.16 - 7.38 (m, 5 H, CHArom.), 5.22 (psquin, J = 6.5 Hz, 

1 H, CHO), 5.08 (d, J = 1.7 Hz, 1 H, NSO3-CHS), 4.11 (d, J = 13.1 Hz, 1 H, S-CHaHb-

Ph), 3.97 (d, J = 13.1 Hz, 1 H, S-CHaHb-Ph), 3.10 (d, J = 5.0, 1 H, O=C-CH), 2.20 - 

2.35 (m, 2 H, COOCHaHb), 2.13 (dt, J = 7.0, 2.6 Hz, 2 H, CH2-C≡CH), 1.95 (t, J = 2.6 

Hz, 1 H, C≡CH), 1.70 (psquin, J = 7.2 Hz, 2 H, CH2-CH2-COO), 1.09 (d, J = 6.3 Hz, 3 

H, CH3-CHO).  

 
13C NMR (101 MHz, CDCl3): δ 172.6, 165.3, 137.5, 129.5, 128.6, 127.1, 83.4, 69.3, 

67.1, 61.1, 60.5, 35.7, 32.9, 23.4, 18.2, 17.8.  

 

ESI-MS, negativer Modus, (m/z): ber. für C18H20NO6S2
- [M - H]- 410.0738, gef. 

410.0752. 

 
 
Chemische Sonde PNCO (19) 
(3S,4R)-3-((R)-1-(Tert-butyldimethylsilyloxy)ethyl)-4-(2-(diethylamino)ethylthio)-1-hex-5-inoylazetidin-

2-on 

 

 
 

 

Verbindung (8) (23.5 mg, 0.07 mmol, 1.0 Äquiv.) wurde in 0.8 mL trockenem DCM 

vorgelegt und auf 12 °C gekühlt. Dann wurden unter N2-Atmosphäre NEt3 (27.2 µL, 
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19.7 mg, 0.20 mmol, 3.0 Äquiv.), DMAP (1.8 mg, 0.015 mmol, 0.2 Äquiv.) und Hex-5-

inoylchlorid (28) (28.0 mg, 0.21 mmol, 3.3 Äquiv.) zugegeben. Nach 50 min Rühren 

bei RT wurde das Lösemittel am Rotationsverdampfer entfernt und der Rückstand in 

EtOAc aufgenommen. Die organische Phase wurde mit H2O gewaschen, über 

MgSO4 getrocknet, filtriert und am Rotationsverdampfer eingeengt. Die Aufreinigung 

per präparativer HPLC ergab das Produkt PNCO (19) (6.3 mg, 21 %) als fahlgelbes 

Öl.  
 

1H NMR (600 MHz, CDCl3): δ 5.21 (d, J = 3.3 Hz, 1 H, NH-CHS), 4.23 (dq, J = 7.2, 

2.6 Hz, 1 H, CH-O-Si), 3.13 (psquin, J = 13.0, 6.6, 6.6 Hz, 1 H, S-CHaHb-CH2), 2.94 

(pst, J = 2.7 Hz, 1 H, O=C-CH), 2.86 (psquin, J = 13.1, 6.7, 6.7 Hz, 1 H, S-CHaHb-

CH2), 2.70 (m, 2 H, N-CO-CH2), 2.64 – 2.68 (m, 2 H, S-CH2-CH2), 2.45 - 2.55 (m, 4 

H, N-(CH2-CH3)2), 2.12 - 2.22 (m, 2 H, CH2-C≡CH), 1.89 (t, J = 2.6 Hz, 1 H, C≡CH), 

1.76 - 1.84 (m, 2 H, CH2-CH2-C≡CH), 1.17 (d, J = 6.6 Hz, 3 H, CH3-CH-O-Si), 0.95 (t, 

6 H, J = 6.9 Hz, N-(CH2-CH3)2), 0.73 (s, 9 H, Si-tert-Butyl), − 0.06 (s, 3 H, Si-CH3), 

− 0.02 (s, 3 H, Si-CH3).  
 

13C NMR (151 MHz, CDCl3) δ 169.8, 165.4, 83.0, 69.0, 64.2, 63.9, 56.1, 52.6, 46.4, 

35.1, 30.4, 25.3, 22.4, 21.6, 17.6, 17.5, 11.4, − 4.5, − 5.5. 

 

ESI-MS, positiver Modus, (m/z): ber. für C23H43N2O3SSi+ [M + H]+ 455.2758, gef. 

455.2762. 

 

 

 

4.3 Synthesevorschriften für γ-Lactonsonden 
 

(S)-2-Oxotetrahydrofuran-3-aminiumchlorid (20) 
 

 

 
 



 

Seite 128 

L-Homoserin (200.0 mg, 1.679 mmol, 1.0 Äquiv.) wurde in 3.3 mL 2.4 M HCl 

suspendiert und die Reaktionsmischung für 7 Std unter Rückfluss (140 °C) erhitzt. 

Nach Abkühlen der Lösung über Nacht wurden 20 mL eiskaltes EtOH zugegeben 

und die Lösung am Rotationsverdampfer bis auf ca. 3 mL eingeengt. Der weiße 

Niederschlag wurde abfiltriert und mit eiskaltem EtOH gewaschen. Es konnte das 

Produkt (157.6 mg, 68 %) als weißer Feststoff erhalten werden.  

 
1H NMR (600 MHz, D2O): δ 4.49 (pst, J = 9.3 Hz, 1 H, NH3

+-CH), 4.29 - 4.35 (m, 2 H, 

COO-CH2), 2.65 - 2.70 (m, 1 H, CH-CHaHb), 2.31 (psquin, 1 H, J = 10.9 Hz, CH-

CHaHb). 

 
13C NMR (101 MHz, D2O): δ 174.4, 67.3, 48.4, 26.7. 

 

 

2,5-Dioxopyrrolidin-1-ylhex-5-inoat (21) 
 

 

 
 

 

Hex-5-insäure (984 µL, 8.92 mmol, 1.0 Äquiv.) wurde in 40 mL DCM vorgelegt und 

N-Hydroxysuccinimid (1.076 g, 9.35 mmol, 1.1 Äquiv.) sowie EDAC (1-Ethyl-3-(3-

dimethylaminopropyl)carbodiimidhydrochlorid) (1.794 g, 9.36 mmol, 1.1 Äquiv.) 

zugegeben. Nach 7 Std Rühren bei RT wurde die Reaktionsmischung dreimal mit 

30 mL H2O und einmal mit 30 mL gesättiger HCl-Lösung gewaschen. Die wässrige 

Phase wurde noch einmal mit 30 mL DCM rückextrahiert und die vereinigten 

organischen Phasen über MgSO4 getrocknet, filtriert und das Lösemittel am 

Rotationsverdampfer entfert. Es konnte das Produkt (1.825 g, 93 %) als fahlgelbes 

Öl erhalten werden. 
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1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 2.83 (s, 4 H, C(O)-CH2-CH2-C(O)), 2.77 (t, J = 7.4 

Hz, 2 H, C(O)-CH2), 2.34 (dt, J = 6.9, 2.7 Hz, 2 H, HC≡C–CH2), 2.01 (t, J = 2.7 Hz, 1 

H, HC≡C), 1.92 (psquin, J = 7.1 Hz, 2 H, C(O)-CH2-CH2). 

 
13C NMR (101 MHz, CDCl3): δ 168.9, 168.0, 82.2, 69.6, 29.5, 25.4, 23.2, 17.4. 

 

 

N-Hex-5-inoyl-L-leucin (22) 
 

 

 
 
L-Leucin (262.0 mg, 2.0 mmol, 1.0 Äquiv.) und NEt3 (1.7 mL, 12 mmol, 6 Äquiv.) 

wurden in 3 mL MeCN und 3.5 mL Wasser vorgelegt und 2,5-Dioxopyrrolidin-1-ylhex-

5-inoat  (418.0 mg, 2.0 mmol, 1.0 Äquiv.) zugegeben. Die Lösung wurde über Nacht 

bei RT gerührt. Nach Einengen der Reaktionsmischung wurde der Rückstand direkt 

säulenchromatographisch mit Silica Gel (DCM/EtOH 10:1, Rf = 0.35) aufgereinigt. 

Das Produkt (340.8 mg, 75 %) konnte als fahlgelbes Öl erhalten werden. 
 

1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 6.20 (d, J = 8.3 Hz, 1 H, NH), 4.57 (ddd, J = 9.2, 8.5, 

4.7 Hz, 1 H, NH-CH-C(O)OH), 2.39 (t, J = 7.4 Hz, 2 H, C(O)-CH2), 2.26 (dt, J = 6.7, 

2.6 Hz, 2 H, HC≡C–CH2), 1.98 (t, J = 2.5 Hz, 1 H, HC≡C), 1.86 (psquin, J = 7.1 Hz, 

2 H, C(O)-CH2-CH2), 1.53 - 1.62 (m, 1 H, (CH3)2-CH), 1.65 - 1.74 (m, 2 H, (CH3)-CH-

CH2), 0.95 (d, J = 6.0 Hz, 3 H, CH3), 0.94 (d, J = 5.9 Hz, 3 H, CH3). 

 
13C NMR (101 MHz, CDCl3): δ = 176.3, 173.3, 83.4, 69.3, 50.9, 41.0, 34.8, 24.9, 

24.0, 22.8, 21.8, 17.7. 

 

ESI-MS, positiver Modus (m/z): ber. für C12H20NO3
+ [M + H]+ 226.1438, gef. 

226.1434, ber. für C24H39N2O6
+ [2M + H]+ 451.2803, gef. 451.2792, ber. für 

C24H42N3O6
+ [2M + NH4]+ 468.3068, gef. 468.3057, ber. für C36H58N3O9

+ [3M + H]+ 
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676.4168, gef. 676.4155, ber. für C36H61N4O9
+ [3M + NH4]+ 693.4433, gef. 693.4422, 

ber. für C36H57N3NaO9
+ [3M + Na]+ 698.3987, gef. 698.3974.  

 

ESI-MS, negativer Modus (m/z): ber. für C12H18NO3
- [M - H]- 224.1292, gef. 

224.1297, ber. für C24H37N2O6
- [M - H]+ 449.2657, gef. 449.2660. 

 

N-Hex-5-inoyl-L-phenylalanin (23) 
 

 
 

 

L-Phenylalanin (330.0 mg, 2.0 mmol, 1.0 Äquiv.) und NEt3 (1.7 mL, 12 mmol, 6 

Äquiv.) wurden in 2 mL MeCN und 3.0 mL Wasser vorgelegt und 2,5-Dioxopyrrolidin-

1-ylhex-5-inoat  (418.0 mg, 2.0 mmol, 1.0 Äquiv.) zugegeben. Die Lösung wurde 

über Nacht bei RT gerührt. Nach Einengen der Reaktionsmischung wurde der 

Rückstand direkt säulenchromatographisch mit Silica Gel (DCM/EtOH 10:1, Rf = 

0.69) aufgereinigt. Das Produkt (439.9 mg, 58 %) konnte als fahlgelber Feststoff 

erhalten werden. 
 

1H NMR (600 MHz, CDCl3): δ 7.31 - 7.24 (m, 3 H, CHArom.), 7.17 - 7.16 (m, 2 H, 

CHArom.), 6.13 (br, d, J = 5.5 Hz, 1 H, NH), 4.85 (psdt, J = 6.8, 5.6 Hz, 1 H, NH-CH-

C(O)OH), 3.23 (dd, J = 14.1, 5.4 Hz, 1 H, CH-CHaHb), 3.10 (dd, J = 14.1, 6.6 Hz, 1 H, 

CH-CHaHb), 2.32 (t, J = 7.3 Hz, 2 H, C(O)-CH2), 2.22 - 2.12 (m, 2 H, HC≡C–CH2), 

1.95 (t, J = 2.6 Hz, 1 H, HC≡C), 1.79 (psquin, J = 7.1 Hz, 2 H, C(O)-CH2-CH2). 

 
13C NMR (151 MHz, CDCl3): δ = 174.5, 173.0, 135.7, 129.3, 128.7, 127.2, 83.3, 69.3, 

50.8, 37.3, 34.7, 25.3, 17.7. 

 

ESI-MS, positiver Modus (m/z): ber. für C15H18NO3
+ [M + H]+ 260.1287, gef. 

260.1277, ber. für C15H17NNaO3
+ [M + Na]+ 282.1106, gef. 282.1096, ber. für 

C30H35N2O6
+ [2M + H]+ 519.2495, gef. 519.2477, ber. für C30H38N3O6

+ [2M + NH4]+ 



 

Seite 131 

536.2755, gef. 536.2746, ber. für C30H34N2NaO6
+ [2M + Na]+ 541.2309, gef. 

541.2299, ber. für C30H34KN2O9
+ [2M + K]+ 557.2048, gef. 557.1950, ber. für 

C45H51N3NaO9
+ [3M + Na]+ 800.3517, gef. 800.3380. 

 

ESI-MS, negativer Modus (m/z): ber. für C15H16NO3
- [M - H]- 258.1136, gef. 

258.1136, ber. für C30H33N2O6
- [2M - H]- 517.2344, gef. 517.2333. 

 
 
Chemische Sonde LeuSL (24) 
N-((S)-4-Methyl-1-oxo-1-((S)-2-oxotetrahydrofuran-3-ylamino)pentan-2-yl)hex-5-inamid 

 

 

 
 

 

In 1 mL trocknem DMF wurde N-Hex-5-inoyl-L-leucin (23) (38.3 mg 0.170 mmol, 1.7 

Äquiv.) und DIPEA (68.0 µL, 0.400 mmol, 4.0 Äquiv.) vorgelegt. Nach 10 min Rühren 

wurde DIC (50.0 µL, 0.320 mmol, 3.2 Äquiv.) zugetropft und nach weiteren 10 min L-

Homoserinlactonhydrochlorid (13.8 mg, 0.10 mmol, 1.0 Äquiv.) zugegeben. Nach 

Rühren über Nacht wurde das Lösemittel entfernt und der Rückstand per 

präparativer HPLC aufgereinigt. Das Acetonitril der entsprechenden Fraktion wurde 

am Rotationsverdampfer entfernt und die wässrige Suspension durch Lyophilisieren 

getrocknet. Das Produkt LeuSL (24) (25.9 mg, 84 %) konnte als farbloses Öl 

erhalten werden. 

 
1H NMR (400 MHz, CD3CN): δ 7.13 (d, J = 7.5 Hz, 1 H, NH-C(O)-CH-NH), 6.66 (d, J 

= 7.6 Hz, 1 H, NH-C(O)-CH-NH), 4.48 (ddd, J = 11.0, 9.2, 8.0, 1 H, OC(O)-CH-NH), 

4.39 - 4.30 (m, 2 H, NH-C(O)-CH-NH, C(O)O-CHaHb), 4.21 (ddd, J = 10.5, 9.0, 

6.6 Hz, 1 H, C(O)O-CHaHb ), 2.46 (dddd, J = 12.3, 9.1, 6.5, 1.9 Hz, 1 H, C(O)O-CH2-

CHaHb), 2.29 (t, J = 7.1 Hz, 2 H, C(O)-CH2), 2.24 - 2.18 (m, 4 H, C(O)O-CH2-CHaHb, 
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HC≡C, HC≡C-CH2), 1.76 (psquin, J = 7.1 Hz, 2 H, HC≡C-CH2-CH2), 1.69 - 1.47 (m, 3 

H, CHaHb-CH(CH3)2, CHaHb-CH(CH3)2, CH(CH3)2), 0.93 (d, J = 6.6 Hz, 3 H, CH3), 

0.89 (d, J = 6.5 Hz, 3 H, CH3). 

 
13C NMR (101 MHz, CD3CN): δ 175.9, 173.5, 173.3, 84.7, 70.1, 66.5, 52.4, 49.2, 

41.5, 35.2, 29.1, 25.4, 25.2, 23.2, 21.8, 18.3. 

 

ESI-MS positiver Modus (m/z): ber. für C16H25N2O4
+ [M + H]+ 309.1809, gef. 

309.1800, ber. für C16H28N3O4
+ [M + NH4]+ 326.2074, gef. 326.2065, ber. für 

C16H24N2NaO4
+ [M + Na]+ 331.1628, gef. 331.1619, ber. für C32H49N4O8

+ [2M + H]+ 

617.3545, gef. 617.3525, ber. für C32H48N4NaO8
+ [2M + Na]+ 639.3364, gef. 

639.3342.  

 

ESI-MS, negativer Modus (m/z): ber. für C16H23N2O4
- [M - H]- 307.1663, gef. 

307.1677. 

 

 

Chemische Sonde LeuCL (25) 
N-((S)-4-Methyl-1-oxo-1-((S)-2-oxotetrahydrothiophen-3-ylamino)pentan-2-yl)hex-5-inamid 

 

 

 
 

 

In 2 mL trocknem DMF wurde N-Hex-5-inoyl-L-leucin (76.6 mg 0.340 mmol, 1.7 

Äquiv.) und DIPEA (136.0 µL, 0.800 mmol, 4.0 Äquiv.) vorgelegt. Nach 10 min 

Rühren wurde DIC (52.7 µL, 0.340 mmol, 1.7 Äquiv.) zugetropft und nach weiteren 5 

min L-Homocysteinthiolactonhydrochlorid (30.6 mg, 0.20 mmol, 1.0 Äquiv.) 

zugegeben. Nach Rühren über Nacht wurde das Lösemittel entfernt und der 

Rückstand direkt säulenchromatographisch mit Silica Gel (iso-Hexan/EtOAc 1:1, Rf = 
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0.36) aufgereinigt. Nach einem weiteren Aufreinigungsschritt per präparativer HPLC 

konnte das Produkt LeuCL (25) (3.9 mg, 6 %) als farbloser Feststoff erhalten 

werden. 

 
1H NMR (400 MHz, CD3CN): δ 6.87 (d, J = 7.4 Hz, 1 H, NH), 6.57 (d, J = 7.7 Hz, 1 H, 

NH), 4.55 (dddd, J = 12.7, 8.1, 7.0, 0.4 Hz, 1 H, SC(O)-CH-NH), 4.31 (ddd, J = 9.7, 

7.9, 5.2 Hz, 1 H, NH-C(O)-CH-NH), 3.36 (ddd, J = 11.9, 11.3, 5.4 Hz, 1 H, C(O)S-

CHaHb), 3.25 (dddd, J = 11.2, 7.0, 1.5, 0.4 Hz, 1 H, C(O)S-CHaHb), 2.51 (dddd, J = 

12.4, 7.0, 5.4, 1.6 Hz, 1 H, C(O)S-CH2-CHaHb), 2.28 (t, J = 7.4 Hz, 2 H, C(O)-CH2), 

2.23 - 2.17 (m, 3 H, HC≡C, HC≡C-CH2), 2.12 - 2.06 (m, 1 H, C(O)S-CH2-CHaHb), 

1.76 (psquin, J = 7.1 Hz, 2 H, HC≡C-CH2-CH2), 1.68 - 1.46 (m, 3 H, CHaHb-

CH(CH3)2, CHaHb-CH(CH3)2, CH(CH3)2), 0.93 (d, J = 6.5 Hz, 3 H, CH3), 0.88 (d, J = 

6.5 Hz, 3 H, CH3). 

 
13C NMR (101 MHz, CD3CN): δ 206.0, 173.5, 173.2, 84.6, 70.1, 59.3, 52.5, 41.5, 

35.1, 31.3, 27.8, 25.4, 25.1, 23.2, 21.7, 18.2. 

 

ESI-MS, positiver Modus (m/z): ber. für C16H25N2O3S+ [M + H]+ 325.1580, gef. 

325.1572, ber. für C16H24N2NaO3S+ [M + Na]+ 347.1400, gef. 347.1391, ber. für 

C16H24KN2O3S+ [M + K]+ 363.1139, gef. 363.1130, ber. für C32H49N4O6S2
+ [2M + H]+ 

649.3088, gef. 649.3066, ber. für C32H48N4NaO6S2
+ [2M + Na]+ 671.2907, gef. 

671.2884, ber. für C32H48KN4O6S2
+ [2M + K]+ 687.2647, gef. 687.2625. 

 

ESI-MS, negativer Modus (m/z): ber. für C16H23N2O3S- [M - H]- 323.1435, gef. 

323.1477, ber. für C16ClH24N2O3S- [M + Cl]- 359.1202, gef. 359.1255. 
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Chemische Sonde PheSL (26) 
N-((S)-1-Oxo-1-((S)-2-oxotetrahydrofuran-3-ylamino)-3-phenylpropan-2-yl)hex-5-inamid 

 

 
 

 

In 2 mL trockenem DMF wurde N-Hex-5-inoyl-L-phenylalanin (88.2 mg 0.340 mmol, 

1.7 Äquiv.) und DIPEA (136.0 µL, 0.800 mmol, 4.0 Äquiv.) vorgelegt. Nach 10 min 

Rühren wurde DIC (52.7 µL, 0.340 mmol, 1.7 Äquiv.) zugetropft und nach weiteren 5 

min L-Homoserinlactonhydrochlorid (27.5 mg, 0.20 mmol, 1.0 Äquiv.) zugegeben. 

Nach Rühren über Nacht wurde das Lösemittel entfernt und der Rückstand direkt 

säulenchromatographisch mit Silica Gel (iso-Hexan/EtOAc 1:6, Rf = 0.51) 

aufgereinigt. Nach einem weiteren Aufreinigungsschritt per präparativer HPLC 

konnte das Produkt PheSL (26) (22.1 mg, 32 %) als farbloser Feststoff erhalten 

werden. 

 
1H NMR (400 MHz, CD3CN): δ 7.31 - 7.20 (m, 5 H, CHArom.), 7.12 (d, J = 7.1 Hz, 1 H 

NH-C(O)-CH-NH), 6.63 (d, J = 7.7 Hz, 1 H, NH-C(O)-CH-NH), 4.60 (ddd, J = 9.0, 8.4, 

5.1 Hz, 1 H, NH-C(O)-CH-NH), 4.46 (ddd, J = 10.9, 9.1, 7.9 Hz, 1 H, OC(O)-CH-NH), 

4.38 (psdt, J = 9.0, 2.0 Hz, 1 H, C(O)O-CHaHb), 4.22 (ddd, J = 10.5, 9.0, 6.6 Hz, 1 H, 

C(O)O-CHaHb), 3.16 (dd, J = 13.9, 5.1 Hz 1 H, Ph-CHaHb ), 2.83 (dd, J = 14.0, 9.1 

Hz, 1 H, Ph-CHaHb), 2.46 (dddd, J = 12.3, 9.2, 6.6, 2.0 Hz, 1 H, C(O)O-CH2-CHaHb), 

2.15 - 2.27 (m, 4 H, C(O)O-CH2-CHaHb, C(O)-CH2, HC≡C), 2.06 (dt, J = 7.1, 2.7 Hz, 

2 H, HC≡C-CH2), 1.63 (psquin, J = 7.2 Hz, 2 H, HC≡C-CH2-CH2). 

 
13C NMR (101 MHz, CD3CN): δ 175.5, 172.7, 171.9, 138.1, 129.9, 129.9, 128.9, 

127.2, 117.9, 84.3, 69.8, 66.2, 54.5, 49.0, 37.9, 34.8, 28.7, 24.8, 17.8. 

 

ESI-MS, positiver Modus (m/z): ber. für C19H23N2O4
+ [M + H]+ 343.1652, gef. 

343.1643, ber. für C19H26N3O4
+ [M + NH4]+ 360.1918, gef. 360.1908, ber. für 
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C19H22N2NaO4
+ [M + Na]+ 365.1472, gef. 365.1462, ber. für C38H45N4O8

+ [2M + H]+ 

685.3232, gef. 685.3210, ber. für C38H48N5O8
+ [2M + NH4]+ 702.3497, gef. 702.3470, 

ber. für C38H44N4NaO8
+ [2M + Na]+ 707.3051, gef. 707.3029. 

 

ESI-MS, negativer Modus (m/z): ber. für C19H21N2O4
- [M - H]- 341.1507, gef. 

341.1539, ber. für C20H23N2O6
- [M + FA - H]- 387.1562, gef. 387.1630. 

 

 

Chemische Sonde PheCL (27) 
N-((S)-1-Oxo-1-((S)-2-oxotetrahydrothiophen-3-ylamino)-3-phenylpropan-2-yl)hex-5-inamid 

 

 

 
 

In 1.5 mL trockenem DMF wurde N-Hex-5-inoyl-L-phenylalanin (79.0 mg 0.30 mmol, 

1.5 Äquiv.) und DIPEA (106.0 µL, 0.62 mmol, 3.1 Äquiv.) vorgelegt. Nach 10 min 

Rühren wurde DIC (46.5 µL, 0.30 mmol, 1.5 Äquiv.) zugetropft und nach weiteren 5 

min L-Homocysteinthiolactonhydrochlorid (30.6 mg, 0.20 mmol, 1.0 Äquiv.) 

zugegeben. Nach Rühren über Nacht wurde das Lösemittel entfernt und der 

Rückstand direkt säulenchromatographisch mit Silica Gel (iso-Hexan/EtOAc 1:3, Rf = 

0.52) aufgereinigt. Nach einem weiteren Aufreinigungsschritt per präparativer HPLC 

konnte das Produkt PheCL (27) (7.8 mg, 11 %) als farbloser Feststoff erhalten 

werden. 

 
1H NMR (600 MHz, CDCl3): δ 7.32 - 7.21 (m, 5 H, CHArom.), 6.42 (d, J = 5.9 Hz, 1 H, 

NH-C(O)-CH-NH), 6.14 (d, J = 7.6 Hz, 1 H, NH-C(O)-CH-NH), 4.72 (psq, J = 7.0 Hz, 

1 H, NH-C(O)-CH), 4.41 (pstd, J = 13.0, 6.6 Hz, 1 H, NH-CH-C(O)S), 3.33 (psdt, J = 

11.8, 5.2 Hz, 1 H, C(O)S-CHaHb), 3.24 (ddd, J = 11.3, 6.9, 1.0 Hz, 1 H, C(O)S-

CHaHb), 3.10 (dd, J = 14.5, 6.8, Hz, 1 H, Ph-CHaHb), 3.08 (dd, J = 14.5, 6.8, Hz, 1 H, 

Ph-CHaHb), 2.80 (dddd, J = 12.5, 6.6, 5.2, 1.2 Hz, 1 H, C(O)S-CH2-CHaHb), 2.31 (t, J 
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= 7.4 Hz, 2 H, C(O)-CH2), 2.12 - 2.23 (m, 2 H, HC≡C-CH2), 1.96 (t, J = 2.6 Hz, 1 H, 

HC≡C), 1.93 (dq, J = 12.4, 7.0 Hz, 1 H, C(O)S-CH2-CHaHb), 1.79 (psquin, J = 7.0 Hz, 

2 H, HC≡C-CH2-CH2). 

 
13C NMR (151 MHz, CDCl3): δ  = 204.2, 172.3, 171.4, 136.0, 129.3, 129.3, 128.8, 

128.8, 127.2, 83.3, 69.4, 59.3, 54.2, 38.3, 34.8, 31.3, 27.5, 23.9, 17.7. 

 

ESI-MS, positiver Modus (m/z): ber. für C19H23N2O3S+ [M + H]+ 359.1424, gef. 

359.1416, ber. für C19H26N3O3S+ [M + NH4]+ 376.1689, gef. 376.1681, ber. für 

C19H22N2NaO3S+ [M + Na]+ 381.1243, gef. 381.1237, ber. für C38H45N4O6S2
+ [2M + 

H]+ 717.2775, ber. für C38H48N5O6S2
+ [2M + NH4]+ 734.3040, gef. 734.3025, ber. für 

C38H44N4NaO6S2
+ [2M + Na]+ 739.2594, gef. 739.2581. 

 

ESI-MS, negativer Modus (m/z): ber. für C19H21N2O3S- [M - H]- 357.1278, gef. 

357.1309, ber. für C20H23N2O5S- [M + Fa - H]- 403.1333, gef. 403.1401. 

 

 

Hex-5-inoylchlorid (28) 
 

 

 
 
Es wurde in einem 10 mL Rundkolben unter Argon-Atmosphäre Hex-5-insäure 

(1.1 mL, 10 mmol, 1.0 Äquiv.) und Thionylchlorid (1.1 mL, 12 mmol, 1.2 Äquiv.) 

vorgelegt und die Reaktionsmischung für 1 Std unter Rückfluss (90 °C) erhitzt. Nach 

Abkühlen auf RT wurde das Produkt destilliert (Tb = 32 °C, 100 mbar). Auf diese 

Weise konnte Hex-5-inoylchlorid (1.25 g, 96 %) als farblose Flüssigkeit erhalten 

werden.  

 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 3.07 (t, J = 7.2 Hz, 2 H, C(O)-CH2), 2.30 (dt, J = 6.8, 

2.7 Hz, 2 H, HC≡C–CH2), 2.02 (t, J = 2.7 Hz, 1 H, HC≡C), 1.92 (psquin, J = 7.0 Hz, 2 

H, C(O)-CH2-CH2). 
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13C NMR (90 MHz, CDCl3): δ = 173.5, 82.1, 70.0, 45.6, 23.6, 17.2. 

 

 

Chemische Sonde HxSL (29) 
(S)-N-(2-Oxotetrahydrofuran-3-yl)hex-5-inamid 

 

 
 

 

In 2 mL trockenem DMF wurden L-Homoserinlactonhydrochlorid (34.8 mg, 

0.25 mmol, 1.0 Äquiv.) und DIPEA (418 µL, 2.40 mmol, 9.6 Äquiv.) vorgelegt und 

Hex-5-insäurechlorid (28) (32.6 mg, 0.25 mmol, 1.0 Äquiv.) zugefügt. Nach 6 Std 

Rühren wurde erneut DIPEA (418 µL, 2.40 mmol, 9.6 Äquiv.) und Hex-5-

insäurechlorid (3.3 mg, 0.03 mmol, 0.1 Äquiv.) zugegeben, bevor das Lösemittel am 

Rotationsverdampfer entfernt wurde. Der Rückstand wurde in 10 mL Et2O 

aufgenommen und mit 5 mL 1 M HCl-Lösung gewaschen. Die wässrige Phase wurde 

noch zweimal mit jeweils 15 mL DCM rückextrahiert. Die vereinigten organischen 

Phasen wurden über MgSO4 getrocknet, filtriert und das Lösemittel am 

Rotationsverdampfer entfernt. Nach säulenchromatographischer Aufreinigung mit 

Silica Gel (iso-Hexan/EtOAc 1:4, Rf = 0.28) konnte das Produkt HxSL (29) als 

farbloser Feststoff (23.2 mg, 48 %) erhalten werden. 

 
1H NMR (600 MHz, CDCl3): δ = 6.35 (br, d, J = 5.0 Hz, 1 H, NH), 4.58 (ddd, J = 11.6, 

8.7, 6.3 Hz, 1 H, OC(O)-CH-NH), 4.45 (psdt, J = 9.1, 1.2 Hz, 1 H, C(O)O-CHaHb), 

4.27 (ddd, J = 11.2, 9.3, 6.0 Hz, 1 H, C(O)O-CHaHb), 2.79 (dddd, J = 12.5, 8.7, 6.0, 

1.2, 1 H, C(O)O-CH2-CHaHb), 2.39 (psdt, J = 7.6, 1.7 Hz, 2 H, C(O)-CH2), 2.26 (dt, J 

= 6.8, 2.7, 2 H, HC≡C-CH2), 2.16 (psddt, J = 12.5, 11.4, 8.9 Hz, 1 H, C(O)O-CH2-

CHaHb), 1.98 (t, J = 2.6 Hz, 1 H, HC≡C), 1.86 (psquin, J = 7.3 Hz, 2 H, HC≡C-CH2-

CH2). 
 

13C NMR (151 MHz, CDCl3): δ = 175.5, 172.9, 83.3, 69.3, 66.0, 49.1, 34.4, 30.2, 

23.8, 17.7. 
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GC Retentionszeit:  8.8 min 

 

EI-MS  (m/z): ber. für [M]+ 195.0895, gef. 195.0877, ber. für [M-C3H5]+ 143.0582, gef. 

143.0568. 

 

 

Chemische Sonde HxCL (30) 
(S)-N-(2-Oxotetrahydrothiophen-3-yl)hex-5-inamid 

 

 
 

 

In 2 mL trockenem DMF wurden L-Homoserinlactonhydrochlorid (15.4 mg, 

0.10 mmol, 1.0 Äquiv.) und DIPEA (209 µL, 1.2 mmol, 12.0 Äquiv.) vorgelegt und 

Hex-5-insäurechlorid (28) (22.0 mg, 0.17 mmol, 1.7 Äquiv.) zugefügt. Nach 12 Std 

Rühren wurde das Lösemittel am Rotationsverdampfer entfernt und der Rückstand in 

8 mL DCM aufgenommen. Die organische Phase wurde mit 5 mL 1 M HCl-Lösung 

gewaschen und die wässrige Phase noch zweimal mit jeweils 8 mL DCM 

rückextrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden über MgSO4 getrocknet, 

filtriert und das Lösemittel am Rotationsverdampfer entfernt. Nach 

säulenchromatographischer Aufreinigung mit Silica Gel (iso-Hexan/EtOAc 2:3, Rf = 

0.20) konnte das Produkt HxCL (30) als farbloser Feststoff (12.6 mg, 60 %) erhalten 

werden. 

 
1H NMR (300 MHz, CDCl3): δ = 5.99 (br, 1 H, NH), 4.52 (ddd, J = 12.8, 6.9, 6.0 Hz, 

1 H, SC(O)-CH-NH), 3.36 (ddd, J = 12.1, 11.5, 5.1 Hz, 1 H, C(O)S-CHaHb), 3.25 

(ddd, J = 11.4, 7.0, 1.2 Hz, 1 H, C(O)S-CHaHb), 2.94 (dddd, J = 12.3, 6.6, 5.1, 1.3, 

1 H, C(O)S-CH2-CHaHb), 2.39 (t, J = 7.6 Hz, 2 H, C(O)-CH2), 2.27 (dt, J = 7.1, 2.6, 

2 H, HC≡C-CH2), 1.98 (t, J = 2.7 Hz, 1 H, HC≡C), 1.99-1.93 (m, 1 H, C(O)S-CH2-

CHaHb), 1.87 (psquin, J = 7.2 Hz, 2 H, HC≡C-CH2-CH2). 
 

13C NMR (75 MHz, CDCl3): δ = 205.5, 172.8, 83.3, 69.4, 59.5, 34.7, 32.0, 27.6, 23.9, 

17.8. 
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DEI MS (m/z): ber. für [M]+ 2011.0667, gef. 211.0658. 

 
 

Chemische Sonde HxML (31) 
(S)-(5-Oxo-2,5-dihydrofuran-2-yl)methylhex-5-inoat 

 

 
 

 

Es wurden in 5 mL trockenem DCM Hex-5-insäure (66.5 µL, 0.6 mmol, 1.2 Äquiv.) 

vorgelegt und mit DIC (92.9 µL, 0.6 mmol, 1.2 Äquiv.) versetzt. Nach 10 min wurde 

(S)-(−)-5-(Hydroxymethyl)-2(5H)furanon (57.1 mg, 0.5 mmol, 1.0 Äquiv.) zugegeben. 

Nach Rühren über Nacht wurde das Lösemittel am Rotationsverdampfer entfernt und 

der Rückstand per präparativer HPLC gereinigt. Es konnte das Produkt HxML (31) 

(39.9 mg, 38 %) als farbloser Feststoff erhalten werden.  

 
1H NMR (300 MHz, CDCl3): δ = 7.42 (dd, J = 5.8, 1.6 Hz, 1 H, CH=CH–C(O)O), 6.19 

(dd, J = 5.8, 2.1 Hz, 1 H, CH=CH–C(O)O), 5.22 (dddd, J = 4.9, 4.0, 2.1, 1.7 Hz, 1 H, 

C(O)O–CH), 4.37 (dd, J = 12.1, 3.7 Hz, 1 H, C(O)O–CH–CHaHb), 4.31 (dd, J = 12.0, 

4.8 Hz, 1 H, C(O)O–CH–CHaHb), 2.45 (t, J = 7.4 Hz, 2 H, C(O)–CH2), 2.23 (dt, J = 

6.9, 2.6 Hz, 2 H, HC≡C–CH2), 1.96 (t, J = 2.7 Hz, 1 H, HC≡C), 1.80 (psquin, J = 

7.3 Hz, 2 H, HC≡C–CH2–CH2). 

 
13C NMR (101 MHz, CDCl3): δ 172.6, 172.1, 152.3, 123.3, 82.9, 80.8, 69.6, 62.5, 

32.4, 23.3, 17.7. 

 

ESI-MS, positiver Modus (m/z): ber. für C11H16NO4 226.1074 [M+NH4]+, gef. 

226.1067. 
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Undec-10-inal (32) 
 

 

 
 

 

In 30.0 mL trockenem DCM wurde (2.320 g, 5.470 mmol, 1.0 Äquiv.) Dess-Martin-

Periodan suspendiert und bei 0 °C Undec-10-in-1-ol (1.050 mL, 5.470 mmol, 1.0 

Äquiv.) zugetropft. Bei RT wurde 3 Std gerührt und dann die Reaktionsmischung in 

einen Falcontube überführt und zentrifugiert (4000 rpm, 10 min). Der Überstand 

wurde abdekantiert und am Rotationsverdampfer (> 500 mbar) eingeengt. Danach 

wurde eine eiskalte Lösung aus Pentan/Diethylether (4 : 1) zugegeben und der 

entstehende Niederschlag gefiltert. Das Filtrat wurde am Rotationsverdampfer 

eingeengt (> 200 mbar) und nach säulenchromatographischer Aufreinigung mit Silica 

Gel (Pentan/DE 9:1, Rf = 0.32) konnte das Produkt als farbloses Öl (657.8 mg, 72 %) 

erhalten werden. 

 
1H NMR (200 MHz, CDCl3): δ = 9.76 (t, J = 1.9 Hz, 1 H, CHO), 2.42 (dt, J = 7.3, 

1.9 Hz, 2 H, CH2-CHO), 2.17 (dt, J = 6.8, 2.5 Hz, 2 H, HC≡C-CH2), 1.93 (t, J = 2.6 

Hz, 1 H, HC≡C), 1.20 (m, 12 H, C6H12). 

 

 

Chemische Sonde UAE (33) 
Ethyl-4-hydroxy-2-methylentetradec-13-inoat 

 

 
 

 

Es wurden in 5 mL NH4Clges/THF (4:1) (193.8 mg, 1.166 mmol, 1.5 Äquiv.) Undec-

10-inal (32) und Zn-Staub (76.2 mg, 1.166 mmol, 1.5 Äquiv.) vorgelegt. Zu dieser 

Suspension wurde Ethyl-2-(bromomethyl)-acrylat (107.4 µL, 0.777 mmol, 1.0 Äquiv) 

zugetropft. Nach Rühren über Nacht wurden 12 mL EtOAc zugesetzt und die 
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organische Phase abgetrennt. Die wässrige Phase wurde noch zweimal mit 12 mL 

EtOAc rückextrahiert und die vereinigten organischen Phasen mit 10 mL gesättigter 

NaCl-Lösung gewaschen, über MgSO4 getrocknet, filtriert und am 

Rotationsverdampfer eingeengt. Nach säulenchromatographischer Aufreinigung mit 

Silica Gel (iso-Hexan/EtOAc 6:1, Rf = 0.26) konnte das Produkt UAE (33) als 

farbloses Öl (84.9 mg, 42 %) erhalten werden. 

 
1H NMR (600 MHz, CDCl3): δ = 6.24 (d, J = 1.1 Hz, 1 H, C=HaHb), 5.64 (br, 1 H, 

C=HaHb), 4.21 (q, J = 7.1, 2 H, C(O)O-CH2), 3.72 (br, m, 1 H, CH-OH), 2.58 (dd, J = 

14.0, 2.5 Hz, 1 H, C=C-CHaHb), 2.32 (dd, J = 14.0, 8.5 Hz, 1 H, C=C-CHaHb), 2.17 

(dt, J = 7.1, 2.4 Hz, 2 H, HC≡C-CH2), 1.93 (t, J = 2.3 Hz, 1 H, HC≡C), 1.51 (psquin, 

J = 7.4 Hz, 2 H, HC≡C-CH2-CH2), 1.28 - 1.48 (m, 15 H, C6H12, CH3). 

 
13C NMR (101 MHz, CDCl3): δ = 167.7, 137.8, 127.4, 84.8, 70.6, 68.0, 61.0, 40.4, 

37.2, 29.5, 29.4, 29.0, 28.7, 28.4, 25.6, 18.4, 14.2. 

 

ESI-MS, positiver Modus (m/z): ber. für C17H29O3 [M+H]+ 281.2111, gef. 281.2104, 

ber. für C34H57O3 [2M+H]+ 561.4150, gef. 561.4130. 

 
 

Chemische Sonde UExL (34) 
5-(Dec-9-in-1-yl)-3-methylendihydrofuran-2(3H)-on 

 

 
 

 

In 2.6 mL Toluol wurde Verbindung (33) (66.9 mg, 0.239 mmol, 1 Äquiv.) vorgelegt 

und 4-Toluolsulfonsäuremonohydrat (18.6 mg, 0.098 mmol, 0.4 Äquiv.) zugegeben. 

Nach Rühren über Nacht wurde die Reaktionsmischung eingeengt und der 

Rückstand direkt säulenchromatographisch mit Silica Gel (iso-Hexan/EtOAc 8:1, Rf = 

0.22) aufgereinigt. Es konnte das Produkt UExL (34) als farbloses Öl (20.0 mg, 

36 %) erhalten werden. 
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1H NMR (600 MHz, CDCl3): δ = 6.22 (pst, J = 2.8 Hz, 1 H, C=HaHb), 5.62 (pst, J = 

2.5 Hz, 1 H, C=HaHb), 4.51 (pstt, J = 7.6, 2.5 Hz, 1 H, CH-O), 3.05 (pstdd, J = 17.0, 

7.7, 2.5 Hz, 1 H, C=C-CHaHb), 2.57 (pstdd, J = 17.0, 6.0, 2.9 Hz, 1 H, C=C-CHaHb), 

2.18 (dt, J = 7.1, 2.6 Hz, 2 H, HC≡C-CH2), 1.93 (t, J = 2.6, 1 H, HC≡C), 1.69 - 1.76 

(m, 1 H, CHaHb-CH-O), 1.58-1.64 (m, 1 H, CHaHb-CH-O), 1.51 (psquin, J = 7.2 Hz, 

2 H, HC≡C-CH2-CH2), 1.28 - 1.58 (m, 10 H, C5H10). 

 
13C NMR (101 MHz, CDCl3): δ = 170.3, 134.7, 121.9, 84.7, 77.5, 68.1, 36.2, 33.6, 

29.3, 29.1, 28.9, 28.6, 28.4, 24.8, 18.4. 

 

ESI-MS, positiver Modus (m/z): ber. für C15H23O2 [M+H]+ 235.1693, gef. 235.1687, 

ber. für C15H26NO2 [M+NH4]+ 252.1958, gef. 252.1952, ber. für C15H22NaO2 [M+Na]+ 

257.1512, gef. 257.1505, ber. für C30H48NO2 [2M+NH4]+ 486.3578, gef. 486.3563, 

ber. für C30H44NaO2 [2M+Na]+ 491.3132, gef. 491.3117. 

  

 

Chemische Sonde BPOH (35) 
(S)-3-(4-Benzoylphenyl)-2-hex-5-inamidopropansäure 

 

 

 
 

 

Es wurde in 1.5 mL trockenem DCM H-p-Bz-Phe-OH (Bachem) (103.0 mg, 0.383 

mmol, 1.0 Äquiv.) vorgelegt und DBU (142.9 µL, 0.956 mmol, 2.5 Äquiv.) zugefügt. 

Nachdem sich die Edukte gelöst hatten wurde Hex-5-inoylchlorid (28) (66.6 mg, 

0.510 mmol, 1.3 Äquiv) zugetropft. Nach Rühren über Nacht wurden 0.3 mL 2 M HCl 

zugegeben und das organische Lösemittel am Rotationsverdampfer entfernt. Der 

Rückstand wurde per präparativer HPLC aufgereinigt und es konnte das Produkt 

BPOH (35) (68.5 mg, 49 %) als fahlgelber Feststoff erhalten werden. 
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1H NMR (200 MHz, CDCl3): δ = 7.82 - 7.28 (m, 9 H, HArom), 6.30 (d, J = 7.6 Hz, 1 H, 

NH), 4.94 (psq, J = 6.1 Hz, 1 H, CH-C(O)OH), 3.35 (dd, J = 14.1, 5.7, 1 H, CArom.-

CHaHb), 3.19 (dd, 1 H, J = 14.0, 6.4 Hz, CArom.-CHaHb), 2.36 (t, J = 7.3, 2 H, NH-C(O)-

CH2), 2.25 - 2.15 (m, 2 H, HC≡C-CH2), 1.95 (t, J = 2.6 Hz, 1 H, HC≡C), 1.81 (psquin, 

J = 6.8 Hz, 2 H, HC≡C-CH2-CH2). 

 
13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ 196.6, 173.8, 172.9, 141.0, 137.4, 136.4, 132.6, 130.4, 

130.1, 130.0, 129.8, 129.4, 128.5, 128.3, 128.3, 83.2, 69.5, 53.1, 37.4, 34.7, 24.0, 

17.7. 

 

ESI-MS, positiver Modus (m/z): ber. für C22H22NO4 [M+H]+ 364.1543, gef. 364.1554, 

ber. für C22H25N2O4 [M+NH4]+ 381.1809, gef. 381.1809, ber. für C22H21NNaO4 

[M+Na]+ 386.1363, gef. 386.1363, ber. für C44H46N3O8 [2M+NH4]+ 744.3279, gef. 

744.3277, ber. für C44H42N2NaO8 [2M+Na]+ 749.2833, gef. 749.2832. 

 

 

Chemische Sonde BPL (36) 
N-((S)-3-(4-Benzoylphenyl)-1-oxo-1-((S)-2-oxotetrahydrofuran-3-ylamino)propan-2-yl)hex-5-inamid 

 

 

 
 

 

Es wurde in 0.5 mL trockenem DCM Verbindung (35) (52.9 mg, 0.146 mmol, 

1 Äquiv.) vorgelegt und DBU (21.8 µL, 0.146 mmol, 1.0 Äquiv.) sowie HOBt 

(25.6 mg, 1.189 mmol, 1.3 Äquiv) zugegeben. Nach Lösung wurde DIC (33.8 µL, 

27.5 mg, 0.218 mmol, 1.5 Äquiv.) zugefügt und für 3 Std bei RT gerührt. Die 
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Reaktionsmischung wurde dann zu einer Lösung aus (S)-2-Oxotetrahydrofuran-3-

aminiumchlorid (20.0 mg, 0.146 mmol, 1.0 Äquiv.) und DBU (28.4 µL, 28.9 mg, 

0.190 mmol, 1.3 Äquiv.) in 0.5 mL trockenem DCM getropft. Es wurde über Nacht 

gerührt und das Lösemittel am Rotationsverdampfer entfernt. Der Rückstand wurde 

per präparativer HPLC gereinigt. Es konnte das Produkt BPL (36) (6.4 mg, 10 %) als 

fahlgelbes Öl erhalten werden.   

 
1H NMR (200 MHz, CD3OD): δ = 7.78 - 7.40 (m, 9 H, HArom.), 4.75 (dd, J = 9.3, 5.7 

Hz, 1 H, NH-CH-C(O)), 4.62 (dd, J = 10.9, 9.0 Hz, 1 H, NH-CH-C(O)) 4.58-4.21 (m, 

2 H, C(O)O-CH2), 3.28 - 3.23 (m, 1 H, CHaHb-CArom.), 3.06 - 2.92 (m, 1 H, CHaHb-

CArom.), 2.62 - 2.42 (m, 1 H, C(O)O-CH2-CHaHb), 2.38 - 2.24 (m, 3 H, NH-C(O)-CH2, 

C(O)O-CH2-CHaHb), 2.21 (t, J = 2.6 Hz, 1 H, HC≡C), 2.05 (dt, J = 7.2, 2.6 Hz, 2 H, 

HC≡C-CH2), 1.68 (psquin, J = 7.2, 2 H, HC≡C-CH2-CH2). 

 
13C NMR (101 MHz, CD3OD): δ 198.4, 177.1, 175.2, 173.6, 144.1, 139.0, 137.3, 

133.7, 131.3, 131.3, 131.0, 131.0, 130.6, 130.6, 129.5, 129.5, 84.2, 70.3, 67.5, 59.1, 

55.4, 39.2, 35.6, 29.6, 25.9, 18.5. 

 

ESI-MS, positiver Modus (m/z): ber. für C26H27N2O5 [M+H]+ 447.1915, gef. 447.1915, 

ber. für C26H30N3O5 [M+NH4]+ 464.2180, gef. 464.2180, ber. für C26H26N2NaO5 

[M+Na]+ 469.1734, gef. 3469.1734, ber. für C52H56N5O10 [2M+NH4]+ 910.4022, gef. 

910.4019. 
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4.4 Chemisch-biologische Methoden 
Die verwendeten Methoden wurden von Herrn Dr. Thomas Böttcher 

zusammengestellt und in seiner Dissertation bereits veröffentlicht.[106] 

 

Allgemeine Methoden: 
 

Formulierungen der verwendeten Medien: 
 

Flüssigmedien: 
 

Die Medien wurden wie im Folgenden beschrieben hergestellt und durch 

Autoklavieren sterilisiert. 

 
LB Medium:  
 

10 g/L Tryptisch verdautes Casein („Pepton aus Casein“, Roth) 

  5 g/L Hefeextrakt (Merck) 

  5 g/L NaCl 

 

pH Wert eingestellt auf 7.5  

 
 
BHB Medium: 
 

37 g Fertigmischung Hirn-Herz-Bouillon (Fluka) auf 1 L deionisiertes Wasser 

 

Agarplatten: 
 

LB Agarplatten mit Antibiotika:  

 

500 mL frisch hergestelltes LB Medium pH 7.5 mit 7.5 g Agar Agar wurde 

autoklaviert und nach Abkühlen auf ca. 60 °C mit 500 µL Antibiotika Stammlösung 

versetzt und in Platten gegossen. 
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Mikrobiologie: 
 

Bakterienstämme: 
 

In der Tabelle sind alle in dieser Arbeit verwendeten Bakterienspezies, sowie ihre 

Stämme mit Bezugsquelle angegeben. 

 

Spezies Stamm Bezugsquelle 

 

Bacillus licheniformis 

 

ATCC 14580 

 

DSMZ, Deutschland 

Escherichia coli K12 

BL21 

TOP10 

XL1-Blue 

DSMZ, Deutschland 

Novagen, Deutschland 

Invitrogen, Deutschland 

Stratagene, Deutschland 

Listeria welshimeri SLCC 5334 serovar 6b DSMZ, Deutschland 

Pseudomonas putida KT2440 ATCC, USA 

Listeria monocytogenes EGD-e 

F2365 

Institute Pasteur, Frankreich 

BCCMTM/LMG, Belgien 

Pseudomonas aeruginosa PAO1 Institut Pasteur, Frankreich 

Staphylococcus aureus NCTC 8325 

Mu50 (ATCC 700699) 

Institut Pasteur, Frankreich 

Institut Pasteur, Frankreich 

 

Kultivierung: 
 

Bakterien der Gattungen Bacillus, Escherichia und Pseudomonas wurden, wenn 

nicht anders angegeben, in LB Medium, Listeria und Staphylococcus in BHB Medium 

gezüchtet. Das Wachstum aller Bakterien erfolgte bei 37 °C und ca. 250 rpm 

Schüttelfrequenz in einem Inkubator. Übernachtkulturen wurden in sterilen 15 mL 

FalconTM Tubes oder 14 mL PP-Kulturröhrchen (Greiner bio-one) mit 5 mL 

Kulturmedium angesetzt. Mit einer sterilen Pipettenspitze wurde gefrorenes 

Bakterienmaterial aus einem Kryostock aufgenommen und dieses in das 

anzuimpfende Kulturröhrchen überführt. Die Inkubation von Übernachtkulturen 

erfolgte in der Regel für 12 - 20 Std. Um genetische Veränderung zu vermeiden, 

wurden die Übernachtkulturen vor jedem Versuch aus den entsprechenden 
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Kryostocks angeimpft und keine kontinuierliche Kultivierung vorgenommen. Aus den 

Übernachtkulturen wurden die jeweiligen Versuchskulturen durch 1:1000 

Verdünnung mit frischem Medium angesetzt. 

Kulturen von E. coli TOP10, BL21 und XL1-Blue wurden entsprechend ihren 

Plasmiden in LB Medium mit Antibiotika gezüchtet. 

 

Herstellung kompetenter Zellen: 
 

Für die Herstellung chemisch kompetenter Zellen für die Transformation von 

Plasmiden wurden Übernachtkulturen ohne Antibiotika der jeweiligen TOP10 und 

BL21 Zellen hergestellt und aus diesen 250 mL LB Medium 1:100 angeimpft. Nach 

Erreichen einer OD600 von 0.5 - 0.7 wurden die Zellen in 50 mL Falcon-Röhrchen 

überführt und für 10 min auf Eis inkubiert. Anschließend wurden die Zellen bei 4 °C 

durch Zentrifugation bei 4000 rpm für 2 min pelletiert, der Überstand verworfen und 

die Zellen mit dem halben Volumen (bezogen auf das ursprüngliche Medium) einer 

sterilen, eiskalten 50 mM CaCl2 Lösung versetzt. Nach vorsichtigem Resuspendieren 

durch Auf- und Abpipettieren der Lösung wurden die Zellen 30 min auf Eis inkubiert 

und bei 4000 rpm und 4 °C für 2 min pelletiert. Das Pellet wurde erneut in 1/20 – 1/40 

Volumen der eiskalten 50 mM CaCl2 Lösung vorsichtig resuspendiert und wieder für 

30 min auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden anschließend mit 10 % (v/v) Glycerin 

versetzt und in 100 bis 200 µL Aliquoten in flüssigem Stickstoff eingefroren. Bis zur 

Verwendung wurden die kompetenten Zellen bei – 80 °C gelagert. 
 

Kryostocks: 
 

Kryostocks wurden jeweils aus Übernachtkulturen hergestellt. Bei neu erhaltenen 

Bakterienstämmen wurden die in der Regel lyophilisierten Pellets zunächst 

resuspendiert und für mindestens zwei Tage mit täglichem Überimpfen in frisches 

Medium in Kultur genommen. Für Kryostocks wurden je 850 µL Übernachtkultur mit 

150 µL sterilem Glycerin versetzt, gemischt und bei − 80 °C gelagert. 
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Molekularbiologische Methoden: 
 

Pufferzusammensetzungen: 
 

6x DNA-Auftragspuffer: 
Bromphenolblau 250 mg 

Xylencyanol 250 mg 

Tris 150 mM Lsg.  33 mL 

Glycerin  60 mL 

H2O    7 mL 

 

PBS: 
NaCl 136.9 mmol 8.00 g/L 

Na2HPO4   10.1 mmol 1.44 g/L 

KCl     2.7 mmol 0.20 g/L 

KH2PO4     1.8 mmol 0.24 g/L 

     (in H2Odeion, pH 7.4)  

 

Puffer E (Proteinaufreinigung, Elutionspuffer): 
Tris-HCl   50 mmol 15.76 g/L 

NaCl 150 mmol 8.77 g/L 

EDTA     1 mmol 372 mg/L 

Desthiobiotin     2.5 mmol 536 mg/L 

 (in H2Odeion, pH 8.0)  

 

Sammelgelpuffer (Gelelektrophorese): 
Tris 0.5 mol 60.6 g/L 

 (in H2Odeion, pH 6.8)  

 

2x SDS-Auftragspuffer: 
Tris-HCl 63 mmol 9.93 g/L 

Glycerin 10 % (v/v) 100 mL/L 

SDS 2 % (w/v)  20.0 g/L 

Bromphenolblau 0.0025 % (w/v) 25 mg/L 
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β-Mercaptoethanol 5 % (v/v) 50 mL/L 

 (in H2Odeion)  

 

1x SDS Laufpuffer (Gelelektrophorese): 
Tris 24.8 mmol 3.0 g/L 

Glycerin 191.8 mmol 14.4 g/L 

SDS   3.5 mmol 1.0 g/L 

   (in H2Odeion, pH 8.3)  

 

50x TAE Puffer (Klonierung): 
Tris 2.0 mol 242.28 g/L 

Essigsäure 1.0 mol 57.7 mL/L 

EDTA 0.1 mol 37.22 g/L 

 (in H2Odeion, pH 7.0)  

 

TE Puffer (Klonierung): 
Tris 10 mmol 1.21 g/L 

EDTA   1 mmol 372 mg/L 

 (in H2Odeion, pH 8.0)  

 

Trenngelpuffer (Gelelektrophorese): 
Tris 3.0 mol 364.4 g/L 

 (in H2Odeion, pH 8.8)  

 

Lösungen: 
 

APS Lösung (10 % w/v, Gelelektrophorese): 
Ammoniumperoxodisulfat 5 g / 50 mL H2O  

 

Coomassie Färbelösung: 
Coomassie Brilliant Blue R250 0.25 % (w/v) 2.5 g/L 

Essigsäure (konz.) 9.2 % (v/v) 92 mL/L 

Ethanol 45.4 % (v/v) 454 mL/L 

 (in H2O deion)   
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Coomassie Entfärbelösung: 
Essigsäure (konz.) 10 % (v/v) 100 mL/L 

Ethanol (abs.) 20 % (v/v) 200 mL/L 

 (in H2O deion)  

 

SDS-Lösung: 
SDS 5 g / 50 mL H2O  

 

Stammlösungen: 
 

Lösung Konzentration Lösungsmittel 

Carbenicillin 100 g/L H2Odeion 

Kanamycin   25 g/L H2Odeion 

Anhydrotetracyclin     2 g/L DMF 

 

Click-Chemie: 
 

Hauptstock Rhodaminazid (193 mM) 

Rhodaminazid 9.9 mg  

 in 100 µL Methanol  

 

0.65 mM Stock Rhodaminazid 

1 µL Hauptstock Rhodaminazid   

 in 295 µL DMSO  

 

10 mM trifunktioneller Linker 

Rhodaminbiotinazid 1 mg  

 in 85.4 µL DMSO  

 

50x Ligand Stock 

Ligand 17.7 mg  

 in 400 µL DMSO  
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1x Ligand Stock 

50x Ligand Stock 20 µL  

DMSO 180 µL  

tert-Butanol 800 µL  

50 mM CuSO4 

CuSO4 × 5 H2O 12.5 mg  

 in 1 mL H2Odeion  
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4.5 Methoden der Proteomik 
 

Präparation von Proteomen: 

Die Proteome der verschiedenen Bakterienstämme für die in vitro Markierung mit 

ABPP-Sonden wurden in der Regel aus 1 L oder 0.5 L Flüssigkulturen hergestellt. 

Die Kulturen wurden in den entsprechenden Kulturmedien (LB oder BHB) eine 

Stunde nach Eintritt in die stationäre Phase durch Zentrifugieren geerntet. Die 

Zellpellets wurden mit PBS gewaschen und in 20 mL PBS resuspendiert. Die Lyse 

der Zellen erfolgte mittels einer FRENCH® Pressure Cell Press (Thermo Fisher 

Scientific) bei 5mal 500-1000 PSI unter Kühlung. Im Falle von pathogenen 

Bakterienstämmen erfolgte der Aufschluss per Ultraschall ebenfalls unter Eiskühlung. 

Zellfragmente und nichtlysierte Zellen wurden durch Zentrifugieren bei 4000 rpm für 

5 min abgetrennt. Die Membranfraktion wurde jeweils durch Zentrifugation für 45 min 

bei 18000 rpm pelletiert, die cytosolische Fraktion abgenommen und die 

Membranfraktion nach Waschen mit PBS resuspendiert. Die Konzentrations-

bestimmung der Proteompräparationen erfolgte durch den Bradford Assay. Die 

Proteome wurden bis zu ihrer Verwendung bei – 80 °C aufbewahrt. 

 

Bradford Assay 
Durch den Bradford Assay lassen sich auch geringe Proteinkonzentrationen sehr 

empfindlich quantifizieren. Bei dieser photometrischen Methode wird der 

Triphenylmethanfarbstoff Coomassie-Brilliant-Blau G-250 verwendet, der in saurer 

Lösung Komplexe mit kationischen und hydrophoben Proteinseitenketten ausbilden 

kann. Hierbei verschiebt sich das Absorptionsmaximum von 470 nm der 

ungebundenen kationischen Form des Farbstoffs (rot) zur blauen anionischen Form 

auf 595 nm mit höherem Extinktionskoeffizienten. Die Absorption kann somit 

photometrisch ermittelt und mit einer Kalibrationskurve eines Proteinstandards zur 

Bestimmung der Konzentration einer Probe herangezogen werden. Zur Kalibration 

wurde eine BSA Konzentrationsreihe mit einem BSA-Standard (2 mg/mL in H2O) 

hergestellt, die in der Tabelle aufgelistet ist. 
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Konzentration BSA (µg/µL) Volumen H2O (µL) Volumen BSA-Standard (µL) 
0.00 40 0 

0.25 35 5 

0.50 30 10 

0.75 25 15 

1.00 20 20 

1.50 10 30 

 

Eine Bradford Stammlösung, Roti® - Quant (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, 

Deutschland) wurde mit deionisiertem Wasser verdünnt (1:4), filtriert und davon 2 mL 

zu jeder Probe der BSA Kalibration gegeben. Analog wurden 40 µL einer 

entsprechenden Verdünnung der zu untersuchenden Probe mit 2 mL der 

Bradfordlösung versetzt und die Absorption bei 595 nm bestimmt. 

 

ABPP Markierung von Proteomen 
Die jeweiligen Proteome wurden in den Markierungsexperimenten, wenn nicht 

anders angegeben, auf eine einheitliche Konzentration von 1 mg/mL Protein durch 

entsprechende Verdünnung der Proteompräparationen in PBS eingestellt. Für ein 

typisches Markierungsexperiment wurde eine Proteommenge eingesetzt, die auf ein 

Gesamtvolumen von 50 µL Ansatzgröße nach Zugabe aller Reagenzien die Protein- 

konzentration von 1 mg/mL ergab. Das Proteom wurde zunächst mit PBS auf ein 

Volumen von 43 µL aufgefüllt und bei RT mit 1 µL einer entsprechenden ABPP 

Sonde versetzt. Für Hitzekontrollen wurde das Proteom vor Sondenzugabe mit PBS 

auf 41 µL bzw. 39 µL aufgefüllt und mit 2 µL bzw. 4 µL 21.5 %iger SDS-Lösung 

(entsprechend 1 % bzw. 2 % SDS im Ansatz) für 6 min bei 95° C denaturiert. Erst 

nach Abkühlen auf RT wurden bei den Hitzekontrollen die Sonden hinzugefügt. Die 

Inkubationszeit betrug, wenn nicht anders angegeben, 60 min. Anschließend wurde 

1 µL 0.65 mM Rhodaminazid, 1 µL einer frisch angesetzten 52 mM Lösung von 

Tris(2-carboxyethy)phosphinhydrochlorid (TCEP, 15 g/L) in H2Odeion und 3 µL 

1× Ligand (1.667 mM) hinzugefügt. Die Proben wurden gevortext und die Click-

Chemie durch die Zugabe von 1 µL 50 mM CuSO4 in H2Odeion gestartet. Nach 

erneutem Mischen wurde die Click-Reaktion für 1 Std bei RT inkubiert. Ein 50 µL 

Standardansatz enthielt somit für die Click-Chemie 13 µM Rhodaminazid, 1 mM 
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TCEP, 100 µM Ligand und 1 mM CuSO4. Die Reaktion wurde nach 1 Std durch die 

Zugabe von 50 µL 2× SDS Auftragspuffer beendet. Bis zum Auftragen der Proben für 

die Gelelektrophorese wurden diese bei – 80 °C aufbewahrt. 

 

Präparative in vitro Markierung von Proteomen 

Für präparative Markierungsexperimente wurde vor der Gelelektrophorese eine 

Anreicherung der sondengebundenen Enzyme über die Bindung von Biotin an Avidin 

durchgeführt. Hierbei wurde ein modifiziertes Rhodaminbiotinazid (trifunktionaler 

Linker) eingesetzt. Da für die massenspektrometrische Identifizierung größere 

Proteinmengen vorteilhaft sind, wurde die Ansatzgröße auf das 40fache der 

analytischen Experimente hochskaliert. Für jeden Ansatz wurde zusätzlich eine 

DMSO-Kontrolle ohne Sonde eingesetzt, welche es ermöglichte, den unspezifischen 

Proteomhintergrund in der Auswertung zu subtrahieren. 

Für ein typisches präparatives in vitro Markierungsexperiment wurde eine 

Proteommenge von 1 mg eingesetzt, die auf ein Gesamtvolumen von 1 mL 

Ansatzgröße nach Zugabe aller Reagenzien die Proteinkonzentration von 1 mg/mL 

ergab. Je Experiment wurden 2 × 1 mL Ansätze mit Sonde und 2 × 1 mL Ansätze als 

DMSO-Kontrolle verwendet, die jeweils später vereinigt wurden. Im Nachfolgenden 

ist die Methode für einen exemplarischen Ansatz beschrieben. 

Das Proteom wurde mit PBS auf 946 µL Gesamtvolumen aufgefüllt und mit 1 µL 

Sonde der entsprechenden Konzentration bzw. DMSO für die Kontrollen 60 min 

inkubiert. Anschließend wurden sequenziell 3 µL 10 mM trifunktionaler Linker, gefolgt 

von 10 µL 52 mM TCEP in H2Odeion und 30 µL 1× Ligand (1.667 mM) hinzugegeben. 

Die Proben wurden gevortext und die Click-Chemie durch die Zugabe von 10 µL 

50 mM CuSO4 in H2Odeion gestartet. Nach erneutem Mischen wurde die Reaktion für 

1 Std bei RT inkubiert. Anschließend wurde jeder 1 mL Ansatz auf 2 × 500 µL 

aufgeteilt und mit je 500 µL eiskaltem Aceton gefällt. Nach Inkubation für ca. 20 min 

auf Eis wurden die so gefällten Proteine durch Zentrifugieren bei 13000 rpm für 

10 min bei 4 °C pelletiert. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet in 200 µL 

eiskaltem Methanol durch Ultraschall resuspendiert (Bandelin Sonopuls, ca. 5-10 sec 

bei 50 % der maximalen Intensität). Die beiden Pellets aus einem Ansatz wurden mit 

denen aus dem zweiten der 2 × 1 mL Ansätze vereinigt (4 × 200 µL) und bei 13000 

rpm für 10 min bei 4 °C pelletiert. Das resultierende Pellet wurde erneut in 200 µL 

eiskaltem Methanol durch Ultraschall resuspendiert und wieder abzentrifugiert. Der 
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Überstand wurde verworfen und das Pellet in 1 mL PBS mit 0.4 % SDS bei RT mit 

Ultraschall resuspendiert. 50 µL einer Avidin-Agarosebead Suspension (Avidin-

Agarose aus egg white, 1.1 mg/mL wässrige Glycerinsuspension, Sigma-Aldrich) 

wurden vor Gebrauch mit dreimal je 1 mL PBS gewaschen und durch Zentrifugieren 

bei 2000 rpm gesammelt. Um die Integrität der Beads zu gewährleisten wurden 

Zentrifugationen bei allen folgenden Waschschritten für 2-5 min bei 2000 rpm 

durchgeführt. Das in PBS mit 0.4 % SDS resuspendierte Proteom wurde auf die 

gewaschenen Avidin-Agarosebeads gegeben und 1 Std bei RT unter kontinuierlicher 

Durchmischung mit Hilfe eines KPG-Rührers inkubiert. Anschließend wurden die 

Beads dreimal mit je 1 mL PBS mit 0.4 % SDS, zweimal mit je 1 mL 6 M Harnstoff in 

H2Odeion und dreimal mit je 1 mL PBS gewaschen. Die Abspaltung der durch den 

trifunktionalen Linker biotinmarkierten Proteine von Avidin erfolgte durch Inkubation 

der Beads für 6 min mit 50 µL 2× SDS Auftragspuffer bei 96 °C. Die Beads wurden 

bei 13000 rpm pelletiert und der Überstand mit den abgespaltenen Proteinen 

abgenommen und bis zur Auftragung auf ein präparatives SDS-Gel bei – 80 °C 

aufbewahrt. 

 

Analytische in situ Markierung von Proteomen 

Für analytische in situ Experimente wurden Bakterien in den entsprechenden Medien 

bis eine Stunde nach Eintritt in die stationäre Phase bei 37° C wachsen gelassen. 

Davon wurden pro Ansatz 2 mL abgenommen, die Zellen durch Zentrifugieren für 

10 min bei 6000 rpm pelletiert und das Medium abdekantiert. Die pelletierten 

Kulturen wurden mit je 1 mL PBS gewaschen und in 100 µL PBS resuspendiert. 

Anschließend wurde die Sonde hinzugegeben und für 2 Std bei RT inkubiert. Dann 

wurden die Zellen erneut pelletiert und zweimal mit je 1 mL PBS gewaschen. Dieser 

Schritt gewährleistet die Entfernung von Sondenmolekülen außerhalb der Zelle. Das 

Pellet wurde dann in 100 µL PBS durch Ultraschall (Bandelin Sonopuls) mit 4 × 

20 sec bei 80 % der maximalen Intensität (für SA 95 % der maximalen Intensität) 

aufgeschlossen. Die Membranfraktion wurde bei 13000 rpm für 10 min pelletiert und 

das Cytosol abgenommen. Die Membranfraktion wurde mit 100 µL PBS gewaschen 

und in 100 µL PBS durch Ultraschall resuspendiert. Jeweils 44 µL der markierten 

Proteomfraktionen wurden für die Click-Chemie analog der analytischen in vitro 
Markierung eingesetzt. 
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Präparative in situ Markierung von Proteomen 

Für präparative in situ Experimente wurden analog zur analytischen Markierung 5 mL 

einer bis eine Stunde nach Eintritt in die stationäre Phase hochgezüchteten 

Bakterienkultur eingesetzt. Die pelletierten Kulturen wurden mit 5 mL PBS 

gewaschen und in 500 µL PBS resuspendiert. Anschließend wurde die Sonde 

(Konzentration je nach Signalintensität in analytischen Gelen) hinzugegeben und für 

2 Std bei RT inkubiert. Nach Zellaufschluss in 500 µL PBS und Abtrennen der 

Membranfraktion wurde die Click-Chemie in 500 µL mit 3 µL 10 mM trifunktionalem 

Linker gefolgt von 10 µL 52 mM TCEP in H2Odeion und 30 µL 1× Ligand (1.7 mM) 

durchgeführt. Die Proben wurden gevortext und die Cycloadditionsreaktion durch die 

Zugabe von 10 µL 50 mM CuSO4 in H2Odeion gestartet. Nach erneutem Mischen 

wurde die Reaktion für 1 Std bei RT inkubiert. Die Fällung der Proteine erfolgte durch 

Zugabe von 500 µL eiskaltem Aceton. Alle weiteren Schritte der 

Affinitätsaufreinigung und Abspaltung erfolgten wie für in vitro Proben beschrieben. 

 

Markierung des extrazellulären Mediums 
Für Markierungsexperimente des extrazellulären Mediums wurden Bakterienkulturen 

eine Std nach Eintritt in die stationäre Phase zentrifugiert und das überstehende 

Medium steril gefiltert. Die Sonden wurden zu 500 µL des so erhaltenen Mediums 

gegeben (5 mL für präparative Ansätze) und für eine Std bei RT inkubiert. Im 

Anschluss wurde 500 µL eiskaltes EtOH zugegeben (5 mL für präparative Ansätze) 

und die Proben über Nacht im Kühlschrank bei 4 °C aufbewahrt. Danach wurden die 

Proben 30 min bei 13000 rpm zentrifugiert und der Überstand verworfen. Der 

Niederschlag wurde in 19 µL PBS resuspendiert. Nach Zugabe der Chemikalien für 

die Click-Chemie wurde 25 µL 2× SDS Auftragspuffer zugegeben.  

 
SDS Gelelektrophorese 
Bei der SDS Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS PAGE) wird ein elektrisches 

Feld an einem Polyacrylamidgel angelegt, um Proteine nach ihrer Größe auftrennen 

zu können. Die Proteine durchlaufen hierbei ein dreidimensionales Netz aus 

Polyacrylamid, wobei sie sich in Abhängigkeit von ihrer Größe mit unterschiedlicher 

Geschwindigkeit bewegen. Da Proteine unterschiedliche isoelektrische Punkte 

aufweisen und daher in Puffersystemen verschiedene Nettoladungen tragen können, 

die nicht von ihrer Größe abhängt, wird bei dieser Art der Elektrophorese das 
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anionische Detergens Natriumdodecylsulfat (SDS) eingesetzt. SDS bindet über 

hydrophobe Wechselwirkungen an die Proteine und gibt ihnen dabei eine einheitliche 

negative Ladung, die proportional zur Größe des Proteins ist. Zusätzlich werden die 

Proteine durch SDS denaturiert und liegen damit entfaltet vor, womit es in der Regel 

zu keiner Störung der Auftrennung durch die native Struktur der Proteine mehr 

kommt. Im elektrischen Feld wandern die Proteine daher im Polyacrylamidgel von 

der Kathode (- Pol) zur Anode (+ Pol), wobei große Proteine länger für den Weg 

durch das Gel benötigen als kleine Proteine. Je nach Vernetzungsgrad und Dichte 

des Polyacrylamidgels lässt sich die Trennleistung für verschiedene Proteingrößen 

anpassen. Um eine hohe Auflösung zu erhalten, sollten die Proteine als möglichst 

eng fokussierte Bande gleichzeitig in das Gel eintreten, was durch die Auftragung der 

Proben alleine nicht möglich ist. 

Daher wird die SDS PAGE als diskontinuierliche Gelelektrophorese betrieben. 

Hierbei wird vor das eigentliche Trenngel ein Sammelgel geschaltet. Das Sammelgel 

verfügt über eine wesentlich geringere Dichte (3.75% Acrylamid) und Ionenstärke als 

das Trenngel (in der Regel 10 % Acrylamid) und führt zu keiner Größenauftrennung 

der Proteine. Sein pH-Wert von 6.8 befindet sich in der Nähe des isoelektrischen 

Punktes von Glycin (pH 6.0), wodurch Glycin weitgehend als Zwitterion vorliegt und 

den Strom schlecht leitet. Die Chloridionen hingegen laufen als Leitionen zu Beginn 

der Elektrophorese voraus, wodurch sich zwischen diesen und Glycin als Folgeionen 

ein starkes elektrisches Feld aufbaut. In dieser Zone zwischen den Leitionen und den 

Folgeionen laufen die Proteine durch die hohe Feldstärke größenunabhängig als 

Stapel in Richtung des Trenngels. An der Trenngelfront werden die Proteine 

zusätzlich durch den Übergang in ein dichteres Gel stärker fokussiert. 

Im Trenngel mit pH 8.8 liegt Glycin wieder vollständig als Anion vor und überholt 

daher die Proteine auf dem Weg zur Anode. Die Proteine laufen somit in einem 

einheitlichen Puffersystem und werden durch ihre Wechselwirkung mit dem 

engmaschigen Polyacrylamidgel aufgetrennt. 

 

Herstellung von Polyacrylamidgelen 

Für die Herstellung von Polyacrylamidgelen für SDS PAGE wurde zunächst das 

Trenngel hergestellt und anschließend mit dem Sammelgel überschichtet. Trenngele 

in verschiedenen Acrylamidkonzentrationen sind in Tabelle 8 gegeben, wobei als 

Standardgele analytisch und präparativ 10 % Acrylamidgele eingesetzt wurden. 
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Hierbei wurde Rotiphorese® Gel 30 (Roth, Karlsruhe), eine 30 %ige wässrige Lösung 

einer Mischung aus 37.5:1 Acrylamid und N,N′-Methylenbisacrylamid verwendet. Die 

einzelnen Gelkomponenten wurden unter Rühren gemäß Tabelle 8 

zusammengegeben und als letzter Schritt die Polymerisation durch die Zugabe der 

Ammoniumpersulfat (APS) Lösung initiiert. 

Für das verwendete Gelelektrophoresesystem (peQLab, Modell 45-2020-i) mit 

großen Gelplatten wurde die 1.5fache Menge Trenngel und die 1.25fache Menge 

Sammelgel eingesetzt. Für kleine Gele (peQLab, Modell 45-1010-i) wurde je Gel 1 ⁄ 4 

der Menge des Trenngels und 3 ⁄ 8 der Menge des Sammelgels nach Tabelle 8 

verwendet. Nach beginnender Aushärtung des Trenngels wurde dieses mit 

Isopropanol überschichtet, um die Oberfläche zu glätten. Das Isopropanol wurde 

nach vollständigem Aushärten abgegossen und das frisch vorbereitete Sammelgel 

darüber geschichtet. Anschließend wurden die Kämme (analytisch oder präparativ) 

eingesteckt. 

 

Herstellung von SDS Gelen mit Berechnungstabelle für die 1fache Menge und 

verschiedenen Acrylamidkonzentrationen im Trenngel. 

 

Zusammensetzung von SDS Gelen 

Acrylamid % H2Odeion 

(mL) 

Rotiphorese     

Gel 30 (mL) 

Puffer 10% 

SDS- 

Lsg. 

APS-

Lsg. 

TEMED 

Trenngel   Trenngel- 

puffer 

   

10 % 14.4  12  9 mL 360 µL 150 µL 15 µL 

12.5 % 11.4  15  9 mL 360 µL 150 µL 15 µL 

15 % 8.4  18  9 mL 360 µL 150 µL 15 µL 

Sammelgel   Sammelgel-  

puffer 

   

3.75 % 7.35  1.5 3 mL 120 µL 60 µL 12 µL 
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Durchführung der SDS PAGE 

Analytische und präparative Gele wurden in der Gelapparatur nach Auftragung der 

Proben mit 1× SDS Laufpuffer bei 55 mA unter dynamischer Anpassung der 

Spannung für etwa 6-7 Std mit einem Consort EV261 Electrophoresis Power Supply 

betrieben. Die Fluoreszenzaufnahme von SDS-Gelen erfolgte mit einem Fujifilm Las-

4000 Luminescent Image Analyzer mit einer Fujinon VRF43LMD3 Linse und einem 

575DF20 Filter oder mit einer Fujifilm Las-3000 Fluoreszenz Darkbox mit einer 

Fujinon VRF43LMD Linse, 605DF40 Filter und 520 nm EPI Anregungswellenlänge. 

Bei präparativen Gelen wurde zunächst ein Ausdruck der Fluoreszenzaufnahme 

erstellt und dieser als Schablone verwendet, auf deren Basis die entsprechenden 

Gelbanden lokalisiert und mit einem Skalpell isoliert werden können. Die Gelbande 

wurde dabei als maximal 2 mm breiter Streifen herausgetrennt und in Würfel von 

etwa 1 mm Dicke geschnitten. 

 

Identifikation von markierten Proteinen 

Gelbandenaufreinigung und tryptischer Verdau 

Die ausgeschnittenen Gelbanden wurden mit 100 µL H2Odeion gewaschen und mit 

einer Mischung aus 100 µL 50 mM NH4HCO3 und 100 µL Acetonitril für 15 min 

durchmischt. Alle Inkubationsschritte erfolgten, sofern nicht anders beschrieben, 

unter Schütteln bei RT. Nach Abnehmen der Flüssigkeit wurden 100 µL Acetonitril 

hinzugegeben und für 5 bis 10 min inkubiert, bis die Gelstücke eingeschrumpft 

waren. Das Acetonitril wurde entfernt und durch 100 µL 50 mM NH4HCO3 ersetzt. 

Nach Rehydrieren für 5 min wurden 100 µL Acetonitril zu den Gelstücken in der 

NH4HCO3 Lösung gegeben und für 15 min inkubiert. Die Flüssigkeit wurde 

vollständig entfernt, verworfen und die Gelstücke mit 100 µL Acetonitril für 5 min bis 

zum Einschrumpfen inkubiert. Das Acetonitril wurde abgenommen und die Gelstücke 

in einer SpeedVac getrocknet. Anschließend wurde zur Reduktion von 

Disulfidgruppen 100 µL frisch hergestelltes 10 mM Dithiothreitol (DTT) in 50 mM 

NH4HCO3 zugegeben und die Gelstücke bei 56 °C für 45 min unter Schütteln 

inkubiert. Die Proben wurden auf Raumtemperatur nach Abkühlen auf RT und nach 

Entfernen der DTT-Lösung zur Alkylierung der reduzierten Thiole unmittelbar mit 

100 µL einer 55 mM Iodacetamid Lösung in 50 mM NH4HCO3 versetzt und 

lichtgeschützt für 30 min bei RT inkubiert. Anschließend wurden die Gelstücke mit 

einer Mischung aus 100 µL 50 mM NH4HCO3 und 100 µL Acetonitril für 15 min 
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gewaschen. Die Flüssigkeit wurde vollständig entfernt und durch 100 µL Acetonitril 

ersetzt. Nach Inkubation für 5 min bis zum Einschrumpfen der Gelstücke wurde das 

Acetonitril abgenommen und die Gelstücke weiterhin per SpeedVac getrocknet. 

Für den tryptischen Verdau wurden die Gelstücke in einer frisch angesetzten 

Trypsin/Puffer-Lösung (1 µL in 100 µL 25 mM NH4HCO3) rehydriert und über Nacht 

bei 37 °C unter Schütteln inkubiert. 

 

Gelbandenextraktion der tryptisch verdauten Proteine 
Die 100 µL des tryptischen Verdaus wurden von den Gelstücken abgenommen und 

in ein frisches Eppendorf-Gefäß gegeben. Durch die nachfolgenden Waschschritte 

mit Lösungsmitteln unterschiedlicher Polarität unter Inkubation bei RT im 

Ultraschallbad können die Peptide aus den Gelstücken extrahiert werden. Es wurden 

100 µL 25 mM NH4HCO3 zugefügt und nach 15 min Inkubation mit 100 µL Acetonitril 

versetzt und weitere 15 min inkubiert. Die 200 µL der NH4HCO3-Acetonitril Lösung 

wurden gesammelt und die Gelstücke mit 100 µL 5 %ige Ameisensäure für 15 min 

inkubiert und mit 100 µL Acetonitril weitere 15 min inkubiert. Die gesammelten 

vereinigten Lösungen aller Extraktionsschritte und des tryptischen Verdaus 

(Gesamtvolumen 500 µL) wurden per SpeedVac auf ca. 20 µL aufkonzentriert und 

für die Massenspektrometrie eingesetzt. 

 

Masenspektrometrie und Auswertung 
Die tryptischen Peptide wurden auf eine Dionex C18 Nano Trap Säule (100 µm) 

geladen, eluiert und über eine Dionex C18 PepMap 100 (3 µm) Säule separiert. Die 

Analyse erfolgte durch Tandem-Massenspektrometrie gefolgt von hochauflösender 

MS mit einem gekoppelten Dionex Ultimate 3000 LC-ThermoFinnegan LTQ-FT MS 

System oder einer LTQ Orbitrap XL (Thermo Scientific). Die Datensätze der 

Massenspektrometrie wurden mit dem SEQUEST-Algorithmus gegen die 

Datenbanken der sequenzierten Organismen im Fasta Format mit der Software 

„Bioworks“ abgesucht. Die Suche wurde auf tryptische Peptide limitiert mit maximal 

zwei ausgelassenen Schnittstellen, monoisotopischen Vorläuferionen und einer 

Peptidtoleranz < 10 ppm. Zusätzlich wurden Filter gesetzt, um die Resultate des 

Suchalgorithmus weiter einzugrenzen. Die Werte des Xcorr vs. charge state Filters 

wurden auf Xcorr (cross-correlation) Werte von 1.5, 2.0 und 2.5 entsprechend für die 

Ladungen +1, +2 und +3 gesetzt. Die Anzahl der verschiedenen Peptide wurde auf 
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≥ 2 und die Wahrscheinlichkeitsfilter für Peptide (p-Werte) auf < 0.001 gesetzt. Diese 

Filtereinstellungen wurden ähnlich zu denen gesetzt, die bereits für die SEQUEST 

Analyse in der Literatur beschrieben sind. Die minimalen p-Werte und Xcorr Werte 

der einzelnen Läufe sowie die Gesamtanzahl an detektierten Peptidfragmenten sind 

den Tabellen mit angegeben. 

 

Messungen der Enzyminhibition 
Für die Bestimmung der IC50 Werte für die Inhibition einer enzymatischen Reaktion 

durch die Bindung der jeweiligen Sonden wurde für jedes untersuchte Enzym ein 

entsprechender Substratassay genutzt, mit dem die Enzymaktivität gemessen 

werden konnte. Die IC50 Werte wurden aus der Kurvenanpassung der Werte der 

Enzymaktivität gegen die Inhibitorkonzentration durch MicrocalTM Origin 6.0 als 

Inhibitorkonzentration bei halbmaximaler Aktivität ermittelt. Für jede 

Inhibitorkonzentration wurden mindestens drei Replikate gemessen. 

 

Inhibition der β-Lactamase aus B. licheniformis 

Der IC50 der β-Lactamase aus B. licheniformis wurde mit dem rekombinant 

exprimiertem, Strep-Tag gereinigtem Protein bestimmt. Mit dem chromogenen 

Modellsubstrat para-Nitrophenylacetat wurde die Aktivität der β-Lactamase 

verfolgt.[86] Das Enzym katalysiert in dieser Testreaktion die Hydrolyse des Substrats, 

wobei para-Nitrophenol frei wird, das ein ausgeprägtes Absorbtionsmaximum bei 400 

nm aufweist und spektrometrisch verfolgt werden kann.  

 
 
Abbildung A: Hydrolyse von para-Nitrophenylacetat als chromogenes Substrat durch     
β-Lactamase 
 

Für eine typische Messung wurden die Sonden aus verschiedenen 

Stockkonzentrationen in DMSO zu einer 2.4 M Lösung des Substrats para-

Nitrophenylacetat in PBS gegeben und durchmischt. Die Reaktion wurde im 

Anschluss unmittelbar vor der Messung durch Zugabe eines β-Lactamase Stocks in 
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PBS entsprechend einer Endkonzentration von 500 nM gestartet. Die Ermittlung der 

Steigung der Absorbtionswerte wurden dabei immer in einem Gesamtvolumen von 

1 mL in einer 1 mL Küvette gemessen. Der katalytische Umsatz des Substrats wurde 

über 10 min bei 400 nm an einem Varian Cary 100 Bio UV-Visible 

Spectrophotometer ermittelt. Durch eine simultan durchgeführte Kontrolle ohne 

Enzym und einer des zugegebenen Sondenstocks entsprechenden Menge DMSO 

wurde die Hintergrundhydrolyse des Substrats ermittelt, um die Messwerte zu 

korrigieren. Die aus der Auftragung einer kinetischen Messreihe (Absorption gegen 

Zeit) ermittelte Steigung wurde über drei Replikate gemittelt und gegen die 

Konzentration des Sonde aufgetragen, um den IC50 als Konzentration bei 50 % 

Inhibition der Enzymaktivität zu erhalten. 

 

Inhibition von ClpP 
ClpP besitzt eine relativ hohe Aktivität und Spezifität in der proteolytischen 

Prozessierung des fluorogenen Peptidase Modellsubstrats N-Succinyl-Leu-Tyr-7- 

amido-4-methylcumarin (N-Succ-Leu-Tyr-AMC). Dieses kann zur gezielten und 

schnellen Analyse der ClpP Aktivität zwischen den Aufreinigungsschritten, sowie der 

Untersuchung der Inhibitionswirkung der Sonden auf ClpP herangezogen werden.[84b, 

85] Ein typischer Aktivitätsassay wurde in Greiner CELLSTAR® 96-well Flachboden-

Microtiterplatten für Fluoreszenzanwendungen in 50 µL Gesamtvolumen 

durchgeführt. Hierbei wurden 34 µL ClpP (1.7 µg Protein, entsprechend 116 nM 

ClpP14 Komplex im Gesamtvolumen von 50 µL) in ClpP Aktivitätspuffer mit 1 µL der 

Sonde NCO (16) verschiedener Konzentrationen in DMSO versetzt und 10 min 

inkubiert. Durch die Zugabe von 15 µL 667 µM N-Succ-Leu-Tyr-AMC Lösung in ClpP 

Aktivitätspuffer (6 µL 100 mM N-Succ-Leu-Tyr-AMC in DMSO auf 894 µL ClpP 

Aktivitätspuffer) wurde die Reaktion gestartet und der Anstieg der Fluoreszenz mit 

einem TECAN GENios ProTM bei 340 nm Anregung und 450 nm Fluoreszenz in 

einem Intervall von 120 sec (5 bis 10 Zyklen) bei 25 °C aufgenommen. 

 

MIC Bestimmung 
Für die Bestimmung des MIC-Wertes wurden in Greiner CELLSTAR® 96-well-

Microtiterplatten 99 µL frisches 1:1000 angeimpftes Medium aus einer 

Übernachtkultur zu 1 µL der Sonden verschiedener Konzentrationen in DMSO 

gegeben. Nach Inkubation bei 37 °C bei 260 rpm für 14 Stunden wurde die minimale 
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Konzentration der Sonde für die Hemmung des Bakterienwachstums durch einen 

Vergleich mit einem Kontrollexperiment mit 1 µL DMSO festgestellt. Für jede 

Sondenkonzentration wurden mindestens drei unabhängige Experimente 

durchgeführt.  

 

HPLC Assays und Messung der Enzymkinetik für Dipep und E28 aus SA Mu50 
Aufgrund der Wechselwirkung mit dem Säulenmaterial treten Penicillin G und sein 

Hydrolyseprodukt bei unterschiedlichen Retentionszeiten im HPLC-Chromatogramm 

in Erscheinung. Dies kann unter Annahme gleicher UV-Absorbtionswerte von 

Penicillin G und Hydrolyseprodukt zur Analyse der Enzymaktivität herangezogen 

werden. Die Reaktionen wurden in PBS-Puffer (pH 7.3) in einem Endvolumen von 

50 µL durchgeführt. Zu unterschiedlichen Konzentrationen von Penicillin G wurde 

das Enzym in PBS entsprechend einer Endkonzentration von 5 µM für Dipep und 

3 µM für E28 gegeben. Die Reaktionen wurden zu zwei verschiedenen Zeitpunkten 

durch Zugabe von 50 µL eiskaltem Aceton und anschließende Zentrifugation bei 

13000 rpm gequencht. Im Anschluss wurden die HPLC-Chromatogramme 

aufgenommen und die Menge des Hydrolyseprodukts durch Integration der Peaks 

bei 215 nm bestimmt. Die Identität des Hydrolyseprodukts wurde nach sofortigem 

Einfrieren der aufgefangenen Fraktionen per ESI-MS bestätigt. Es wurden die 

Geschwindigkeit (Steigung) der Hydrolysereaktionen bei variierenden 

Substratkonzentrationen durch Ermittlung der Hydrolyseproduktmenge zu zwei 

verschiedenen Zeitpunkten innerhalb des linearen Reaktionsbereiches berechnet. 

Die reziproken Werte der Geschwindigkeiten, sowie der reziproke Wert der 

jeweiligen Substratkonzentration gehen in das Lineweaver-Burk-Diagramm ein. Km 

ergibt sich dann aus der Geradengleichung mit y = 0 = − (1 / Km). Vmax und kcat 

ergeben sich aus der Geradengleichung durch x = 0 = 1 / Vmax und Vmax / 

Enzymmenge = kcat. 
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4.6 Methoden der Genomik 
 
Präparation genomischer DNA 
Genomische DNA wurde aus Übernachtkulturen der jeweiligen Bakterienstämme mit 

einem DNeasy® Blood & Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) isoliert. 
Polymerasekettenreaktion (PCR) 
Allgemeines zur Methodik der PCR 
Seit ihrer Erfindung durch Kary Mullis 1985 hat sich die Polymerasekettenreaktion 

(PCR) zu einer der wichtigsten Methoden der Molekularbiologie entwickelt. Sie 

bedient sich einem einfachen Prinzip, um mit höchster Effizienz DNA Stränge zu 

vervielfältigen (amplifizieren). In einem zyklischen Ablauf mit verschiedenen 

Temperaturstufen werden die Doppelstränge einer DNA-Probe zunächst aufgetrennt 

und anschließend können sich bei niedrigerer Temperatur kurze komplementäre 

Sequenzen, die sogenannten Primer anlagern, an denen im folgenden Schritt eine 

DNA Polymerase ansetzt und die einzelsträngige DNA zum Doppelstrang ergänzt. 

Das Standardprotokoll der PCR besteht daher aus drei Temperaturstufen (Abbildung 

M1). Bei 94 – 96 °C erfolgt das Schmelzen (Denaturierung) der doppelsträngigen 

DNA (dsDNA) wodurch sie sich in ihre Einzelstränge (ssDNA) auftrennt. In 

Abhängigkeit des GC Gehalts und der Länge der Primer wird das „Annealing“, die 

Anlagerung der Primer an die ssDNA in der Regel in einem Bereich zwischen 50 und 

60 °C durchgeführt. Der zu amplifizierende Bereich wird durch einen Vorwärts- und 

einen Rückwärts-Primer definiert, der jeweils am Start und am Ende der Sequenz an 

den zueinander komplementären Strängen bindet. Das sorgfältige Design der Primer 

ist daher einer der wichtigsten Schritte für eine erfolgreiche Amplifikation. Die 

eigentliche Vervielfältigung der DNA erfolgt bei einer Temperaturstufe von 68 °C (Pfx 

Polymerase) und 72° C (Pfu HF Polymerase). Hierbei bindet eine temperaturstabile 

Polymerase an die angelagerten Primer und synthetisiert durch Elongation der 

Primer in 5′ → 3′ Richtung den Komplementärstrang durch die Verknüpfung der 

passenden dNTPs unter Abspaltung von Pyrophosphat. 
 
Primerdesign 
Das Primerdesign erfolgte nach der Gateway® Technologie. Hierbei wurden die für 

die Klonierungsschritte benötigten attB Sequenzen berücksichtigt und den jeweiligen 



 

Seite 165 

Primern an ihrem 5′-Ende angefügt, womit sich jeweils ein attB1 vorwärts Primer und 

ein attB2 rückwärts Primer ergab. Als 5′-fusionierte Sequenz wurde für den vorwärts 

Primer 5′-GGGG ACA AGT TTG TAC AAA AAA GCA GGC TAC-3′ mit der attB1 

Sequenz (unterstrichen) und vier Guanosinbausteinen am 5′-Ende und zwei weiteren 

Nukleotiden am 3′-Ende verwendet, um mit dem folgenden Gen im Leserahmen zu 

bleiben. Je nach Bedarf wurde der Startcodon ATG oder GTG beibehalten oder 

entfernt, um in der Expression rekombinantes Protein mit anfusioniertem Strep-Tag 

oder das unmodifizierte Protein zu erhalten. Für den rückwärts Primer wurde analog 

hierzu 5′-GGGG AC CAC TTT GTA CAA GAA AGC TGG GTG-3′ mit der attB2 

Sequenz (unterstrichen) eingesetzt. Die Schmelztemperatur der Primer wurde aus 

der Länge und dem GC-Gehalt der Gensequenzen ohne die flankierenden attB 

Sequenzen gemäß der Tabelle A5 ermittelt und im Primerdesign auf eine maximale 

Temperaturdifferenz von 0.5 °C zwischen beiden Primern eingestellt. Die Primer 

wurden jeweils als kommerzielle Oligonukleotide in Auftrag gegeben (metabion 

GmbH, Martinsried, Deutschland) und in gelöster Form zu 100 pmol/µL bezogen. Alle 

in dieser Arbeit verwendeten Primer sind unten angegeben. 
 
6-Phosphofructokinase aus S. aureus NCTC 8325  

vorwärts Primer: 5′-GGG GAC AAG TTT GTA CAA AAA AGC AGG CTT TAT GAA 

TGC TGC CGT A-3′ 

rückwärts Primer: 5′-GGG GAC CAC TTT GTA CAA GAA AGC TGG GTG TTA TAT 

AGA TAA CTT GTT AG-3′ 

 

Dihydrolipoamide dehydrogenase aus P. aeruginosa PAO1  

vorwärts Primer: 5′-GGG GAC AAG TTT GTA CAA AAA AGC AGG CTT TAT GAG 

CCA GAA ATT CGA CGT-3′ 

rückwärts Primer: 5′-GGG GAC CAC TTT GTA CAA GAA AGC TGG GTG TCA GCG 

CTT CTT GCG GT-3′ 

 

Trigger factor aus P. aeruginosa PAO1  

vorwärts Primer: 5′-GGG GAC AAG TTT GTA CAA AAA AGC AGG CTT TAT GCA 

AGT TTC TGT TGA AAG CAC-3′ 

rückwärts Primer: 5′-GGG GAC CAC TTT GTA CAA GAA AGC TGG GTG TCA GGC 

CGC TTG CGG A-3′ 
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UDP-N-acetylglucosamine 1-carboxyvinyltransferase murA1 aus S. aureus        

NCTC 8325  

vorwärts Primer: 5′-GGG GAC AAG TTT GTA CAA AAA AGC AGG CTA CAT GGA 

TAA AAT AGT AAT CAA AGG-3′ 

rückwärts Primer: 5′-GGG GAC CAC TTT GTA CAA GAA AGC TGG GTG TTA ATC 

GTT AAT ACG TTC AAT GT-3′ 

 

UDP-N-acetylglucosamine 1-carboxyvinyltransferase murA2 aus S. aureus Mu50 

vorwärts Primer: 5′-GGG GAC AAG TTT GTA CAA AAA AGC AGG CTA CAT GGC 

TCA AGA GGT AAT AAA AAT-3′ 

rückwärts Primer: 5′-GGG GAC CAC TTT GTA CAA GAA AGC TGG GTG CTA TAC 

AGT TTC CGT CCA AA-3′ 
 
Carboxyesterase precursor-like protein (E28) aus S. aureus Mu50 

vorwärts Primer: 5′-GGG GAC AAG TTT GTA CAA AAA AGC AGG CTT TAT GCA 

GAT AAA ATT ACC AAA A-3′ 

rückwärts Primer: 5′-GGG GAC CAC TTT GTA CAA GAA AGC TGG GTG TTA TTC 

TGA CCA GTC TAA T-3′ 

 

Hypothetical protein SAV2581 (Hy30) aus S. aureus Mu50 

vorwärts Primer: 5′-GGG GAC AAG TTT GTA CAA AAA AGC AGG CTT TAT GGA 

AAC TTT AGA ATT AC-3′ 

rückwärts Primer: 5′-GGG GAC CAC TTT GTA CAA GAA AGC TGG GTG TTA ACC 

CCA CAT ATT TAA T-3′ 

 

PBP 2 aus S. aureus Mu50  

vorwärts Primer: 5′-GGG GAC AAG TTT GTA CAA AAA AGC AGG CTT TAT GAC 

GGA AAA CAA AGG A-3′ 

rückwärts Primer: 5′-GGG GAC CAC TTT GTA CAA GAA AGC TGG GTG TTA GTT 

GAA TAT ACC TGT TAA T-3′ 

 

Dipeptidase PepV (Dipep) aus S. aureus Mu50 

vorwärts Primer: 5′-GGG GAC AAG TTT GTA CAA AAA AGC AGG CTT TTT CAT 

TAT GCG TGG AGG AAT AA-3′ 
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rückwärts Primer: 5′-GGG GAC CAC TTT GTA CAA GAA AGC TGG GTG TTA TTC 

CTC CAC GCA TAA TGA A-3′ 

 

Punktmutation Cys 83 Dipeptidase PepV (Dipep) aus S. aureus Mu50 

vorwärts Primer: 5′-GCA GGT AAA GGA AAT GAC GTA TTA GGT ATC TTA GCT 

CAT GTT GAC GTT GTT C-3′ 

rückwärts Primer: 5′-GAA CAA CGT CAA CAT GAG CTA AGA TAG CTA ATA CGT 

CAT TTC CTT TAC CTG C-3′ 

 

Punktmutation Cys 155 Dipeptidase PepV (Dipep) aus S. aureus Mu50 

vorwärts Primer: 5′-TGG TAC GGA TGA AGA ATC TGA TTG GAA AGC TAC GGA 

TCG CTA TTT-3′ 

rückwärts Primer: 5ʹ′-AAA TAG CGA TCC GTA GCT TCC CAA TCA GAT TCT TCA 

TCC GTA CCA-3′ 

 

Punktmutation Cys 178 Dipeptidase PepV (Dipep) aus S. aureus Mu50 

vorwärts Primer: 5′-GCA CCA GAT GCA GAA TTT CCA GCT ATT CAT GGT GAA 

AAA GGC AT-3′ 

rückwärts Primer: 5′-ATG CCT TTT TCA CAA TGA ATA GCT GGA AAT TCT GCA 

TCT GGT GC-3′ 

 

Punktmutation Cys 466 Dipeptidase PepV (Dipep) aus S. aureus Mu50 

vorwärts Primer: 5′-CAA CTA GTA TTT ACT TAG AAG CAA TTT ATT CAT TAG 

CCG TGG AGG AAT AAT ACC C-3′ 

rückwärts Primer: 5′-GGG TAT TAT TCC TCC ACG GCT AAT GAA TAA ATT GCT 

TCT AAG TAA ATA CTA GTT G-3′ 

 

 

Serin Proteinase D0 (SPD0) aus S. aureus Mu50  

vorwärts Primer: 5′-GGG GAC AAG TTT GTA CAA AAA AGC AGG CTT TAT GTC 

AGA TTT TAA TCA TAC AG-3′ 

rückwärts Primer: 5′-GGG GAC CAC TTT GTA CAA GAA AGC TGG GTG TTA TCT 

AAA GAA ATC TCT ATC G-3′ 

 



 

Seite 168 

D-alanyl-D-alanin carboxypeptidase (PBP 4) aus P. putida KT 2440  

vorwärts Primer: 5′-GGG GAC AAG TTT GTA CAA AAA AGC AGG CTA CAT GCC 

ACT TGC CTT GCC CAG CCA CG-3′  

rückwärts Primer: 5′-GGG GAC CAC TTT GTA CAA GAA AGC TGG GTG TCA GTT 

GGC CGC TGT ACT GCC AGC C-3′  

 

D-alanyl-D-alanin carboxypeptidase (PBP 5) aus B. licheniformis ATCC 14580  

vorwärts Primer: 5′-GGG GAC AAG TTT GTA CAA AAA AGC AGG CTA CAT GAA 

AAG CAA GAG ATT AAA GCA G-3′  

rückwärts Primer: 5′-GGG GAC CAC TTT GTA CAA GAA AGC TGG GTG TTA AAA 

CCA GCC GGT TAC CAT-3′  
 

β-Lactamase aus B. licheniformis ATCC 14580  

vorwärts Primer: 5′-GGG GAC AAG TTT GTA CAA AAA AGC AGG CTA CAT GAA 

ACA GTC ATT AAA GG-3′ 

rückwärts Primer: 5′-GGG GAC CAC TTT GTA CAA GAA AGC TGG GTG CTA TTT 

CCG GAC AGC-3′ 

 
PCR Ansatz 

Die PCR erfolgte unter Verwendung eines AccuPrimeTM Pfx DNA Polymerase Kit mit 

der temperaturstabilen Pfx DNA-Polymerase des hyperthermophilen Achaeons 

Pyrococcus sp. entweder durch den direkten Einsatz von DNA-Templat intakter 

Bakterien aus Kryostocks oder zuvor isolierter genomischer DNA. 

In einem Standardansatz mit isolierter DNA wurden jeweils drei Konzentrationen der 

genomischen DNA, 65 ng/µL, 13 ng/µL und 6.5 ng/µL eingesetzt, um die erfolgreiche 

Amplifikation des Zielgens zu gewährleisten. Vor Gebrauch wurden die 100 pmol/µL 

Primerlösungen auf 10 pmol/µL mit deionisiertem Wasser verdünnt. Die 

Zusammensetzung eines Standardansatzes für die Amplifikation von Gensequenzen 

mit attB Primern zum Einsatz in der Gateway® Klonierungstechnologie ist im 

Nachfolgenden angegeben. 
 

  2.5 µL  10× Pfx Puffer 

11.5 µL  deionisiertes Wasser 

  1 µL   genomische DNA / Kryostock 
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  4 µL   vorwärts Primer Verdünnung 10 pmol/µL 

  4 µL   rückwärts Primer Verdünnung 10 pmol/µL 

  2 µL   Pfx DNA Polymerase 

 
Die PCR wurde mit einem PCR Sprint Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific) und 

dem nachstehenden Temperaturprotokoll durchgeführt. 

 

Temperatur: Zeit: 

96 °C  1:30 min 

Zyklus 4 Wiederholungen: 

94 °C 0:10 min 

Tm – 2 °C 0:15 min 

68 °C 1:00 min pro 1000 Bp 

Zyklus 6 Wiederholungen 

94 °C 0:10 

Tm – 2° C – 0.2° C/Zyklus 0:15 

68 °C 1:00 min pro 1000 Bp 

Zyklus 30 Wiederholungen 

96 °C 0:10 min 

Tm – 0.5 °C 0:15 min 

68 °C 1:00 min pro 1000 Bp 

68 °C 7:00 min 

Ende der Zyklen  

4 °C halten 

 

Nach erfolgter PCR wurden die Produkte auf 1 % Agarosegelen aufgetrennt und mit 

Ethidiumbromid (EtBr) visualisiert. Hierbei wurden für analytische Ansätze 5 µL der 

Probe mit 1 µL 6× Auftragspuffer eingesetzt. 

 

Agarose Gelelektrophorese 
Zur Analyse und Isolation von PCR-Produkten und Plasmiden wurden 1 % 

Agarosegele verwendet. Für Standardgele wurden 500 mg Agarose in 50 mL 1× TAE 

Gelpuffer suspendiert und in einer Mikrowelle für wenige Minuten erwärmt, bis sich 

die Agarose vollständig löste. Nach kurzer Abkühlzeit wurden 10 µL einer 1 g/L 
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Ethidiumbromid (EtBr)-Lösung in H2Odeion hinzugesetzt und die noch warme Lösung 

in den Gelträger mit eingesetztem Taschenkamm gegossen. Nach Aushärten des 

Gels und Beladung mit den jeweiligen Proben (6 µL analytisch und 20 µL präparativ), 

wurde die Auftrennung in einem B1A Gelelektrophoresesystem (Owl Separation 

Systems Inc., Portsmouth, USA) bei 95 V für etwa 1 Std durchgeführt. Die DNA- 

Banden wurden mittels eines IDA Image Documentation & Analysis Systems (raytest 

GmbH, Deutschland) bei 312 nm visualisiert und bei Auftreten von mehreren PCR- 

Produkten mit einem Skalpell ausgeschnitten und extrahiert. Für PCR Produkte mit 

bereits ausreichender Reinheit wurde der verbliebene PCR-Ansatz ohne weitere 

Aufarbeitung direkt in die Klonierung eingesetzt. 

 

Agarose Gelbandenextraktion 
Die DNA der isolierten Banden wurde mit einem E.Z.N.A. MicroElute® Gel Extraction 

Kit (Omega Bio-tek, Norcross, USA) extrahiert. Die zuvor isolierten Gelbanden 

wurden mit einer ihrer Masse entsprechendem Volumen Binding Buffer versetzt und 

für 7 min bei 60 °C inkubiert, wobei die Proben alle 3 Minuten durchmischt wurden. 

Die entstandene Lösung wurde auf MicroEluteTM HighBind® DNA Säulen gegeben 

und für 1 min bei 10000 rpm zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und 

300 µL XP2 Binding Buffer versetzt. Nach erneutem Zentrifugieren wurden die 

Säulen zweimal mit 700 µL SPW Wash Buffer gewaschen. Der Durchfluss wurde 

nach den Zentrifugationsschritten jeweils verworfen. Anschließend wurden die 

Säulen durch Zentrifugieren bei 13000 rpm für 2 min getrocknet. Zur Elution der DNA 

wurden 20 µL Elution Buffer direkt auf die Säulenmatrix appliziert, für 2 min bei RT 

inkubiert und für 1 min bei 13000 rpm zentrifugiert. Die Konzentration der Plasmid 

DNA wurde an einem NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer von peQLab durch 

Absorptionsmessung bei 260 nm ermittelt. 

 
Gateway Klonierung 
Die relevantesten der mittels Massenspektrometrie identifizierten Proteine wurden 

als interne Kontrolle der MS-Resultate rekombinant und heterolog in E. coli 
überexpremiert. Hierbei wurde die InvitrogenTM Gateway® Technologie eingesetzt. 

Diese hat den Vorteil, dass auf die herkömmlichen Schritte mit Restriktionsenzymen 

und Ligase verzichtet und die Klonierung mit höchster Effizienz durchgeführt werden 

kann. 
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Hierbei wird das sequenzspezifische Rekombinationssystem des Bakteriophagen λ 

verwendet, welches PCR-Produkte mit flankierenden attB Sequenzen zunächst über 

das Gateway® BP ClonaseTM II Enzym Mix in einen pDONRTM201 Vektor einkloniert. 

Das Enzym Mix enthält die Integrase (Int) des Phagen λ und den Integration Host 

Factor (IHF) aus E. coli. Die attB Sequenzen des PCR-Produkts werden dabei mit 

den attP Sequenzen des pDONRTM201 Vektors rekombiniert, wobei attL Sequenzen 

entstehen. Der pDONRTM201 Vektor enthält ein Resistenzgen für Kanamycin und ein 

ccdB Gen, das von den attP Sequenzen flankiert wird und dessen Genprodukt in den 

meisten E. coli Stämmen wie TOP10 und BL21 als Gyrasehemmer toxisch wirkt. 

Durch die Rekombinationsreaktion wird das ccdB Gen durch das Zielgen aus dem 

PCR Produkt ausgetauscht. 

Nach Transformation des Vektors in kompetente TOP10 Zellen durch Hitzeschock 

können nur die transformierten Zellen überleben, deren Plasmid das korrekt 

einklonierte Zielgen enthält. Die Aufnahme nicht erfolgreich klonierter Vektoren mit 

dem ccdB Gen führt zum Zelltod. Durch Selektion auf kanamycinhaltigen Agarplatten 

können darüber hinaus nur jene Zellen wachsen, die erfolgreich mit einem korrekten 

Vektor mit Resistenzgen transformiert wurden. Im nächsten Schritt wird der 

pDONRTM201 Vektor erfolgreich transformierter Klone extrahiert und das Zielgen in 

einen Expressionsvektor, pDEST007[109] umkloniert. Hierbei erfolgt eine 

Rekombination der attL Sequenzen des pDONRTM201 Vektors mit den attR 

Sequenzen des pDEST007 Vektors durch das Gateway® LR ClonaseTM II Enzym 

Mix, wobei erneut die attB Sequenzen entstehen. Das Enzym Mix enthält die 

Integrase (Int) und die Excisionase (Xis) des Phagen λ und den Integration Host 

Factor (IHF) aus E. coli. Der pDEST007 Vektor enthält ebenfalls ein ccdB Gen, das 

in der Rekombinationsreaktion ausgetauscht wird, sowie als Selektionsmarker ein 

Resistenzgen für Ampicillin/Carbenicillin. Auf Agarplatten mit dem entsprechenden 

Antibiotikum können daher nur die Klone mit korrekt rekombinierten Vektoren 

wachsen. Eine 5′-Upstream Strep-Tag Sequenz im pDEST007 Vektor ermöglicht die 

Expression eines rekombinanten Proteins mit N-terminalem Strep-Tag zur 

Affinitätsaufreinigung. Die Expression des Zielgens steht im pDEST007 Vektor unter 

Kontrolle des Tet Operons. Der konstitutiv aktive Repressor TetR bindet hierbei an 

das Tet Operon und verhindert die Expression des Zielgens. Durch Zugabe von 

Anhydrotetracyclin wird TetR inaktiviert und die Expression induziert. 
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BP Klonierung 

In die BP Klonierung wurden 100 fmol des jeweiligen attB PCR Produkts eingesetzt. 

Die entsprechende Menge in ng wurde nach der Formel für 100 fmol: 

 
m = N · 0.066 ng / bp 
 
 
mit der Länge N des Gens in Bp berechnet. In einer typischen BP Reaktion wurden 

zu den 100 fmol attB PCR Produkt 1 µL 150 ng/µL pDONRTM201 Vektor (50 fmol) 

gegeben und mit TE Puffer auf 7 µL Gesamtvolumen ergänzt. Anschließend wurden 

2 µL Gateway® BP ClonaseTM II Enzym Mix hinzugegeben und nach Mischen die 

Reaktion für mindestens 3 Std bei RT inkubiert. Unmittelbar vor der Transformation 

wurde 1 µL Proteinase K Lösung zur Unterbrechung der BP Klonierung zugegeben 

und für 10 min bei 37 °C inkubiert. 
 
Transformation des Vektors 
Die Transformation des jeweiligen Vektors erfolgte in chemisch kompetente One 

Shot® TOP10 E. coli (Invitrogen) Zellen. Zu etwa 50 bis 100 µL auf Eis aufgetauten, 

chemisch kompetenten One Shot® TOP10 Zellen in einem 1.5 mL Eppendorf-Gefäß 

wurden 5 µL der Klonierungsansätze gegeben, vorsichtig durch Drehen gemischt 

und für 20 min auf Eis inkubiert. Die Transformation wurde durch einen Hitzeschock 

für 45 sec bei 42 °C im Wasserbad initiiert. Nach kurzer Inkubation für 5 min auf Eis 

wurden 400 µL auf 37 °C vorgewärmtes LB Medium zu den Zellen gegeben und für 1 

Std bei 37 °C unter Schütteln bei 250 rpm inkubiert. Anschließend wurden die Zellen 

auf LB Agarplatten mit 25 µg/mL Kanamycin ausplattiert. Angewachsene Klone 

wurden gepickt und für Übernachtkulturen in LB Medium mit 25 µg/mL Kanamycin 

überimpft. 

 
Plasmidpräparation 
Die Extraktion von Plasmiden (pDONRTM201, pDEST007) für die Sequenzierung und 

Umklonierungsschritte während der Herstellung rekombinanter Expressions-klone 

erfolgte mit einem E.Z.N.A.TM Plasmid Miniprep Kit I (D6943, Omega Bio-tek, 

Norcross, USA) aus jeweils 5 mL Übernachtkulturen der jeweiligen Klone in LB 

Medium. Nach Pelletieren der Bakterien durch Zentrifugation bei 9000 rpm wurden 

diese in 250 µL Solution I (RNase A) resuspendiert und in ein frisches 1.5 mL 
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Eppendorf-Gefäß transferiert. Die Suspension wurde mit 250 µL Solution II versetzt, 

vorsichtig durch Drehen gemischt und 3-4 min zur Zelllyse bei RT inkubiert. Nach 

Zugabe von 350 µL Solution III und sofortigem Mischen bildete sich ein weißes 

Präzipitat genomischer DNA. Nach Inkubation für 10 min auf Eis wurde das Präzipitat 

bei 13000 rpm für 10 min bei RT pelletiert. E.Z.N.A.TM HighBind® DNA Minicolumns 

wurden mit 100 µL Equilibration Buffer konditioniert und mit je einem 2 mL Collection 

Tube assembliert bei 13000 rpm für 1 min zentrifugiert. 

Anschließend wurde der Überstand der Plasmidpräparation vorsichtig abgenommen 

ohne das Pellet zu berühren und auf eine konditionierte HighBind® DNA Minicolumn 

gegeben. Nach Zentrifugieren für 1 min bei 13000 rpm wurde der Durchfluss 

verworfen und 500 µL Buffer HB auf die Minicolumn gegeben. Der Durchfluss wurde 

nach Zentrifugieren bei 13000 rpm für 1 min verworfen und die HighBind® DNA 

Minicolumn zweimal mit je 700 µL Wash Buffer gewaschen. Der Durchfluss wurde 

jeweils nach Zentrifugieren bei 13000 rpm für 1 min verworfen. Um Pufferreste zu 

entfernen wurde die HighBind® DNA Minicolumn für 2 min bei 13000 rpm zentrifugiert 

und für die Elution in ein 1.5 mL Eppendorf-Gefäß eingesetzt. 30 µL Elution Buffer 
wurden direkt auf die Säulenmatrix der Minicolumn appliziert und für 1 min bei 13000 

rpm zentrifugiert. Die Konzentration der Plasmid DNA wurde an 

Einem NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer von peQLab durch 

Absorptionsmessung bei 260 nm ermittelt: 
 

c = A260 ·50 ng / µL 

 

Die Validität einiger Klone wurde durch Sequenzierung der Plasmide bestätigt. 

LR Klonierung 
Für die LR Klonierung wurden 150 ng des pDONRTM201 Vektor mit TE Puffer auf 

7 µL gefüllt und 1 µL 150 ng/µL pDEST007 hinzugefügt. Die Umklonierung wurde 

durch Zugabe von 2 µL Gateway® LR ClonaseTM II Enzym Mix gestartet und 

mindestens 3 Std bei RT inkubiert. Unmittelbar vor der Transformation wurde 1 µL 

Proteinase K Lösung zur Unterbrechung der BP Klonierung zugegeben und für 

10 min bei 37 °C inkubiert. Die Transformation erfolgte analog zu der Transformation 

des pDONRTM201 Vektor in chemisch kompetente BL21 E. coli Zellen (Novagen). 

Die Selektion erfolgte auf LB Agarplatten mit 100 µg/mL Carbenicillin. 

Angewachsene Klone wurden gepickt und für Übernachtkulturen in LB Medium mit 
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100 µg/mL Carbenicillin überimpft. Aus diesen Übernachtkulturen wurden Kryostocks 

hergestellt und die Expressionen der jeweiligen Proteine angesetzt. 

 

Mutagenese 
 

Rekombinante Proteine 
Überexpression 
Zur Expression der jeweiligen Proteine wurden aus Übernachtkulturen die 

entsprechenden Expressionskulturen 1:100 in LB Medium mit 100 µg/mL 

Carbenicillin angeimpft. Unter Kontrolle der optischen Dichte wurden die Kulturen bei 

37 °C auf OD600 = 0.6 wachsen gelassen und anschließend die Expression mit 

1:10000 Anhydrotetracyclin (Stock 2 mg/mL in DMF) induziert. Die Expression 

erfolgte in der Regel für 2 Std bei 37 °C. 

 

Proteinaufreinigung mit Strep-Tag 
Zur Aufreinigung von rekombinanten Proteinen wurden in der Regel 1 L 

Expressionskulturen pelletiert, mit PBS gewaschen und in Puffer W mittels einer 

FRENCH® Pressure Cell Press (Thermo Fisher Scientific) bei 5mal 500 - 1000 PSI 

unter Kühlung aufgeschlossen. Die cytosolische Fraktion wurde von der Membran 

und nicht lysierten Zellen durch Zentrifugieren bei 4 °C für 45 min mit 9000 rpm 

abgetrennt und in einen 50 mL Superloop (GE Healthcare, Uppsala, Schweden) 

geladen. Die Affinitätsaufreinigung erfolgte mit einer StrepTrapTM HP 5 mL Säule (GE 

Healthcare) an einem ÄKTATMpurifier System mit UV Detektor (UPC 900, P900, 

Box900, Frac950, GE Healthcare). Nach Auftragen der Probe auf die 

vorkonditionierte Säule wurde diese mit 5 bis 10 Säulenvolumina Puffer W mit 

5 mL/min Durchfluss gewaschen, bis die UV Absorption kein Protein mehr im 

Durchfluss nachweisen ließ. Anschließend erfolgte die Elution des gebundenen 

Proteins mit 6 Säulenvolumina Puffer E bei 3 mL/min und die fraktionierte Sammlung 

in 2 bis 3 mL Fraktionen. Die StrepTrapTM HP Säule wurde mit drei Säulenvolumina 

deionisiertem Wasser gewaschen, mit drei Säulenvolumina 0.5 M NaOH regeneriert 

und ein weiteres Mal mit drei Säulenvolumina deionisiertem Wasser gewaschen. 
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5 Anhang  

Tabelle A1: Ergebnisse der Massenspektrometrie der Markierungsexperimente 
aus Kapitel 2.1.3 und 2.1.4 
 

Species Protein Protein ID 
Calc. 
MW 

(NCBI) 
R max. p 

Value 
max.  
Xcorr NP 

P. putida 
 

Membrane 
Carboxypeptidase 
(Penicillin-binding                 
protein), PBP(117) 

NP_743219 116912 1 1.4·10-11 4.75 16 

    2 1.7·10-14 4.60 12 

 
Penicillin-binding 
protein, PBP(89) 
 

NP_747185 89064 1 2.9·10-14 4.96 16 

    2 3.7·10-11 4.11 7 

    3 1.7·10-14 4.19 11 

 
Penicillin-binding 
protein (1b family), 
PBP(85) 

NP_746792 85025 1 1.6·10-7 3.43 3 

    2 2.9·10-12 4.28 7 

    3 1.2·10-10 3.51 2 

 

D-alanyl-D-alanine 
carboxypeptidase 
(penicillin-binding 
protein 4), PBP4 

NP_744248 50668 1 5.2·10-7 2.91 3 

    2 3.3·10-15 4.25 8 

    3 2.8·10-14 5.29 3 

    4 1.0·10-30 5.76 27 

 

D-alanyl-D-alanine 
carboxypeptidase 
(penicillin-binding 
protein 5), PBP5 

NP_746908 42157 1 1.0·10-30 5.67 24 

    2 1.2·10-9 4.65 7 

 
Beta-ketoacyl-acyl 
carrier protein 
synthase III, KAS III 

NP_746654   42195 1 1.3·10-14 5.19 13 

 
Antioxidant, 
AhpC/Tsa family, 
AhpC 

NP_743245 21599 1 7.3·10-8 2.98 2 

    2 5.0·10-14 4.06 3 
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Listeria 
welshimeri 

Penicillin-binding 
protein (1a family), 
PBP(91) 

YP_850108 91585 1 1.5·10-10 4.44 16 

 
    2 2.7·10-12 3.58 13 

    3 1.1·10-7 5.09 11 

        

 
Penicillin-binding 
protein 2 (PASTA-
Domain), PBP2 

YP_850250 82046 1 1.8·10-9 4.65 13 

    2 1.6·10-8 3.86 7 

    3 2.1·10-11 4.23 16 

 Penicillin-binding 
protein, PBP(78) YP_850443 77693 1 7.7·10-12 5.37 5 

    2 6.4·10-10 5.66 7 

    3 7.2·10-12 4.80 4 

 Beta-ketoacyl-ACP 
synthase III, (KAS III) YP_850416 33898 1 8.8·10-8 3.06 4 

    2 8.6·10-14 3.68 6 

    3 9.7·10-9 4.28 4 

 Lipase/acylhydrolase, 
Lip/Ac YP_850078 29499 1 1.6·10-7 3.80 3 

 
ATP-dependent Clp 
protease proteolytic 
subunit, ClpP 

YP_850614 
 

21474 
 

1 3.6·10-10 3.25 5 

   
 

2 2.2·10-8 3.20 3 

Bacillus 
Licheniformis 

PonA, (Penicillin-
binding protein), 
PBP1A/1B 

YP_091940 97682 1 1.0·10-10 4.28 9 

    2 1.8·10-14 5.59 29 

    3 8.9·10-15  5.64 20 

 Penicillin-binding 
protein 3, PBP3 YP_078689 73661 1 4.4·10-12 4.87 39 

    2 2.9·10-12 5.59 30 
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Penicillin-binding 
protein (Beta-
lactamase), β-Lac 

YP_077572 64611 1 1.2·10-11 4.22 7 

    2 7.0·10-11 4.22 7 

    3 7.5·10-12 5.00 4 

    4 5.8·10-13 5.41 19 

 

D-alanyl-D-alanine 
carboxypeptidase 
(Penicillin-binding 
Protein 5), PBP5 

YP_077292 48450 1 7.8·10-15 5.72 11 

    2 6.4·10-11 4.25 8 

 DltD, DltD YP_093589 
 
44511 

 
1 9.1·10-9 3.86 4 

    2 2.1·10-9 4.45 8 

 
ATP-dependent Clp 
protease proteolytic 
subunit, ClpP 

YP_093222 
 
21673 

 
1 1.9·10-8 3.39 2 

    2 5.2·10-8 3.15 2 

 

 
Tabelle A2: Ergebnisse der Massenspektrometrie der Markierungsexperimente 
aus Kapitel 2.2.1  
 

Bakterium Protein Protein ID  MW 
(NCBI) R min. p  max.  

Xcorr NP 

1 8.9·10-16 5.36 20 

2 2.1·10-13 4.75 8 

3 2.4·10-9 3.33 7 

Penicillin binding 
protein 2 prime NP_370565 75972 

4 3.6·10-13 4.90 6 

1 1.0·10-30 4.59 7 

2 6.7·10-16 4.95 8 

 
SA Mu50 
 

Dipeptidase PepV NP_372275 52693 

3 3.6·10-15 5.82 7 
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1 3.0·10-11 4.19 12 

2 3.7·10-7 3.44 2 Serine proteinase 
D0 

NP_372252 45672 

3 1.6·10-10 4.18 11 

1 1.0·10-12 5.29 5 

2 6.7·10-10 4.51 2 

3 1.0·10-11 3.88 2 

4 2.3·10-14 5.81 3 

Carboxyesterase 
precursor-like 

protein 
NP_371303 28024 

5 6.2·10-15 4.73 6 

1 2.3·10-11 3.82 4 

2 3.3·10-11 3.71 6 
ATP-dependent Clp 
protease proteolytic 
subunit-like protein 

NP_371292 21382 

3 3.7·10-11 3.57 7 

1 8.0·10-15 5.57 18 

2 3.1·10-1 5.33 9 

3 3.2·10-14 5.23 5 
PBP2 NP_371974 80236 

4 1.7·10-15 5.16 20 

1 1.0·10-30 5.04 6 

2 1.0·10-30 6.21 6 
3-oxoacyl-(acyl 
carrier protein) 

synthase III 
NP_371507 33748 

3 1.1·10-16 6.36 7 

1 4.4·10-16 6.06 9 

2 1.3·10-14 4.38 4 

3 1.1·10-15 5.68 5 

 

hypothetical protein 
SAV2581 NP_373105 30874 

4 1.0·10-30 5.17 13 

1 4.2·10-9 4.25 12 EZM, SA 
Mu50 

Chain A, MecR1 
Unbound 

Extracellular 
Antibiotic-Sensor 

Domain 

2IWB_A 
 

29214 
 

2 1.1·10-10 3.89 7 
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3 1.6·10-10 3.70 7 

4 4.5·10-10 3.67 9 

5 4.5·10-10 3.99 7 

    

6 3.1·10-10 4.14 9 

1 1.0·10-30 6.00 8 
SA NCTC 

8325 
beta-ketoacyl-ACP 

synthase III BAD72838 32680 

2 8.9·10-16 6.66 8 

 
 
Tabelle A3: Ergebnisse der Massenspektrometrie für die 
Markierungsexperimente Kapitel 2.3.3 und 2.3.4 
 

Bakterium Protein Protein 
ID 

 MW 
(NCBI) R min. p  max.  

Xcorr NP 
 
Pseudomonas 
Aeruginosa 
PAO1 

1 2.3·10-9 5.57  7 

 Trigger Factor (TF) Q9I2U2 48582 

2 9.3·10-11 5.58 14 

 1 1.8·10-13 5.77 15 

 

Dihydrolipoamide 
dehydrogenase 

(DLDH) 
Q9I3D1 50165 

2 5.4·10-12 5.6 16 

1 1.1·10-15 6.39 11 

Pseudomonas 
putida KT2446 Trigger Factor (TF) Q88KJ1 48517 

2 2.2·10-14 5.76 20 
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1 4.4·10-8 4.50  4 
Burkholderia 
thailandensis 

E264 
Trigger Factor (TF) Q2SWQ8 49688 

2 6.7·10-10 4.25  9 

1 2.1·10-7 3.85  5 

Burkholderia 
cenocepacia 

J2315 
Trigger Factor (TF) B4EBM4 49868 

2 5.6·10-9 4.54  8 

 
Staphylococcus 
aureus Mu50 

Dihydrolipoamide 
dehydrogenase 

(DLDH) 
P0A0E6 49451 1 2.0·10-9 4.74 16 

 UDP-N-acetylglu-
cosamine- 1-

carboxyvinyltransferase 
2 (MurA2) 

P65456 45075 1 7.7·10-15 4.88 24 

Dihydrolipoamide 
dehydrogenase 

(DLDH) 
Q2G2A3 49481 1 1.9·10-11 4.76 19 

UDP-N-acetylglu-
cosamine- 1-

carboxyvinyltransferase 
1 (MurA1) 

Q2FWF4 44941 1 6.7·10-11 4.52  9 

1 3.9·10-10 4.62  2 

 
Staphylococcus 
aureus NCTC 
8325 

6-Phosphofructo-
kinase, putative (PFK) Q2FXM8 33397 

2 2.4·10-9 4.87  7 
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Tabelle A4: Empirische Voraussage Annealingtemperaturen von Primern in °C 
in Abhängigkeit  der Primerlänge und des GC Gehalts[109] 
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Abbildung A1: Konzentrationsreihe für die in vitro Markierung des Lysats von P. 
putida mit den bicylischen Sonden AmpN (2) und CephN (4). Eine Konzentration der 
Sonden von 5 µM zur Absättigung der Banden in der Membranfraktion ist 
ausreichend. 
 
 
 
 

 
 
Abbildung A2: Hitzekontrollen der Markierungsereignisse der antibiotischen Sonden 
(1-4) in der Membranfraktion von P. putida. Es erfolgte eine unspezifische 
Markierung. 
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Abbildung A3: Zeitabhängige Analyse zur in vivo Markierung von P. putida und B. 
licheniformis mit Azt (3) 250 µM und NCO (16) 20 µM NCO. Die Intensität verstärkt 
sich zeitabhängig und erreicht eine Targetabsättigung im Zeitraum zwischen ein und 
zwei Stunden Inkubationszeit.  
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Abbildung A4: Vergleich zwischen den Markierungsereignissen in vitro und in vivo 
im Proteom von P. putida mit den Sonden AmpN (2), Azt (3), und CephN (4). 
 
 

 
 
Abbildung A5: Konzentrationsreihe zur Detektion von β-Lact und ClpP im Proteom 
von B. Licheniformis in vivo (Inkubationszeit der Sonden 120 min). 
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Abbildung A6: HPLC-Chromatogramm nach Inkubation von Ampicillin mit den 
Enzymen Dipep und E28. 
 
 
 
 

 
 
Abbildung A7: HPLC-Chromatogramm nach Inkubation von Penicillin G mit der 
Matrix Metalloprotease 7 (MMP 7)  
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Abbildung A8: Markierung des Proteoms von SA NCTC 8325 durch die Sonde 
UExL (34). 
 
 
 
 

 
 
 
Abbildung A9: Struktur von Rhodaminazid, das als Gemisch zweier Isomeren 
vorliegt; systematischer Name: 5(6)-(3-Azidopropylcarbamoyl)tetramethylrhodamin 
(M = 512.56 g/mol). 
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Abbildung A10: Struktur des trifunktionalen Linkers, der als Gemisch zweier 
Isomeren vorliegt; systematischer Name: 5(6)-(1-[5-(4-Azido-benzoylamino)-1- 
carbamoyl-pentylcarbamoyl]-5-(6-biotinoylamino-hexanoylamino)-pentylcarbamoyl)- 
tetramethylrhodamin (M = 1170.38 g/mol). 
 
 
 
 

 
 
Abbildung A11: Struktur des Liganden für die Click-Chemie; systematischer Name: 
Tris[(1-benzyl-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl]amin (M = 530.63 g/mol). 
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6 Abkürzungsverzeichnis 

 

ABP  aktivitätsbasierte Sonde 

ABPP  funktionelle bzw. aktivitätsbasierte Proteomik 

abs  absolut 

Ala  Alanin 

Amp  Ampicillin 

APS  Ammoniumpersulfat 

BHB  Brain heart broth 

B. licheniformis  Bacillus licheniformis 

ber  berechnet 

BG  bindende Gruppe 

bp  Basenpaare 

cyt  Zellplasma (Cytosol) 

δ  chemische Verschiebung [ppm] 

d  Dublett 

DCC  N,N-Dicyclohexylcarbodiimid 

DCM  Dichlormethan 

DIC  N,N,-Diisopropylcarbodiimid 

DIPEA  N,N-Diisopropylethylamin 

DMAP  4-N,N-Dimethylaminopyridin 

DMF  N,N-Dimethylformamid 

DMSO  Dimethylsulfoxid 

DNA  Desoxyribonukleinsäure 

E. coli  Escherichia coli 

  Äquivalent(e) 

ESI  Elektrospray-Ionisation 

EtBr  Ethidiumbromid 

EtOAc  Essigsäureethylester 

FA  Formic acid 

gef  gefunden 

Glu  Glutaminsäure 

GluNAc  N-Acetylglucosamin 

h  Stunde(n) 
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HCl  Chlorwasserstoffsäure 

HOBt  1-Hydroxybenzotriazol 

HPLC  Hochleistungs-Flüssigchromatographie 

HR  Hochauflösung 

Hz  Hertz 

IC50  mittlere inhibitorische Konzentration 

J  Kopplungskonstante in [Hz] 

K2HPO4  Kaliumhydrogenphosphat 

LB  Lysogeny broth 

L. monocytogenes Listeria monocytogenes 

L. welshimeri  Listeria welshimeri 

Lys  Lysin 

M  mol / L 

m/z  Molekülmasse pro Ladung 

MALDI  Matrixunterstützte Laser-Desorption/Ionisierung 

MeCN  Acetonitril 

Mem  Membran 

MeOH  Methanol 

MIC  Minimal Inhibitory Concentration 

min  Minute(n) 

MP  Metalloprotease 

MS  Massenspektrum / -spektroskopie 

Mur  Murein 

MurNAc  N-Acetylmuraminsäure 

NMM  N-Methylmorpholin 

NMR  Kernspinresonanz 

PAGE  Polyacrylamidgelelektrophorese 

PBP  Penicillin-Bindeprotein 

PCR  Polymerase chain reaction                                         

Phe  Phenylalanin 

ppm  Teile pro Million 

P. putida  Pseudomonas putida 

Pro  Prolin 

PSA  prostataspezifisches Antigen 
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RG  reaktive Gruppe 

rpm  revolutions per minute 

RT  Raumtemperatur 

RT  Reportergruppe 

SA  Staphylococcus aureus 

SDS  Natriumdodecylsulfat 

Ser  Serin 

Std  Stunde(n) 

TBAF  Tetra-n-butylammoniumfluorid 

TCEP  Tris(2-carboxyethyl)phosphin 

TFA  Trifluoressigsäure 

THF  Tetrahydrofuran 

ToF  Flugzeit-Massenspektroskopie 

tR  Retentionszeit 

UV   Ultraviolett 
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