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Referat 

Die Aggregation einer ganzen Reihe von verschiedenen Proteinen steht in einem engen 

Zusammenhang mit verschiedenen Krankheiten, wie z.B. Alzheimer. Obwohl die dafür 

verantwortlichen Proteine sich in ihrer Ausgangsstruktur und ihrer Sequenz unterscheiden, 

zeigen sie alle die strukturelle Veränderung zu β-Faltblatt-reichen fibrillären Aggregaten mit 

der charakteristischen cross-β-Struktur. Der zugrunde liegende Mechanismus verläuft über 

mehrere Stufen, indem sich instabile präfibrilläre Oligomere über fibrilläre Vorstufen 

schließlich zu amyloiden Fibrillen zusammenlagern. Die mechanistischen Details sind nur 

wenig verstanden und viele verschiedene Strategien zur Entwicklung von Inhibitoren gegen 

die amyloide Aggregation sind bisher verfolgt worden. In den meisten Fällen binden die 

chemisch diversen Verbindungen an bereits aggregierte Formen des amyloidogenen Proteins 

in der β-Faltblattkonformation. Das Screening von Substanzbibliotheken und das rationale 

Design führt in den meisten Fällen zu Inhibitoren die an die aggregierte Spezies binden und 

die weiter Polymerisation durch die Blockierung der Addition weiterer Monomere 

unterbinden. Zahlreiche Studien in der Entwicklung peptidbasierter Inhibitoren gehen von 

amyloiden Kernsequenzen der jeweiligen Proteine aus, da sie dafür bekannt sind,  an sich 

selbst zu binden. Peptidbasierte Inhibitoren binden meist an das amyloidogene Peptidrückgrat 

in β-Faltblattkonformation. Einmal gebunden, blockieren diese Inhibitoren das 

Fibrillenwachstum durch sterische Effekte, elektrostatische Abstoßung oder durch das 

Unterbinden der Ausbildung von Wasserstoffbrückenbindungen. Doch diese Strategie kann 

möglicherweise die Menge an präfibrillären Oligomeren erhöhen, welche als wesentliche 

toxische Spezies des Amyloidbildungsprozesses diskutiert werden. Daher sind alternative 

Ansätze notwendig. Der Übergang vom löslichen Monomer in β-Faltblatt-reiche Spezies ist 

hierbei der entscheidende Schritt. Einige natürliche amyloidogene Peptidsequenzen bergen 

ebenfalls Elemente einer α-Helix oder bilden während des Aggregationsprozesses helikale 

Intermediate. Die Stabilisierung der helikalen Konformation zur Vermeidung des 

entscheidenden Schritts ist daher ein viel versprechender Ansatz in der Inhibition.  

Im Rahmen dieser Arbeit werden Studien beschrieben, die das Potential dieser Strategie 

anhand von Modellpeptiden demonstrieren. Der Ansatz beruht auf helikalen peptidischen 

Inhibitoren, die designt worden sind, die amyloidogenen Modellpeptide in einem helikalen 

Komplex zu stabilisieren und auf diese Weise den Übergang zur β-Faltblattkonformation und 

daraus folgend die Bildung von amyloiden Fibrillen zu inhibieren. Darüber hinaus konnte 

gezeigt werden, dass helikale peptidische Inhibitoren in der Lage sind, bereits gebildet 

amyloide Fibrillen wieder aufzulösen.  



Abstract 

The formation of amyloid aggregates is responsible for a wide range of diseases, for example 

Alzheimer’s disease. Although the amyloid forming proteins have natively different structures 

and different sequences, all undergo a structural change to form amyloid aggregates that have 

a characteristic cross-β-structure. The mechanism is a multistep process in which unstable 

prefibrillar oligomers assemble via fibrillar intermediates into amyloid fibrils. The 

mechanistic details of this process are poorly understood and different strategies to develop 

inhibitors of amyloid formation are followed to date. In most cases, chemically diverse 

compounds bind to an elongated form of the protein in a β-strand conformation and thereby 

exert their therapeutic effect. The screening of libraries of small molecules and the rational 

design leads in most cases to inhibitors that bind to aggregated species and prevent further 

polymerization by blocking the addition of peptide monomers. Numerous studies in the 

development of peptide based amyloid aggregation inhibitors have taken the core sequence of 

the target peptide as a lead as it is already known to bind to itself. The peptide based inhibitors 

were designed to bind to the peptide backbone in β-sheet conformation. They block further 

elongation by steric effects, electrostatic repulsion, or inhibition of the formation of hydrogen-

bonds. However, blocking fibril formation with this strategy could increase the amount of 

prefibrillar oligomeric forms, which are thought to be the toxic species in the amyloid 

formation process. Therefore, alternative approaches are necessary.  

The conversion from the soluble monomeric form into β-sheet rich aggregated morphologies 

appears to be the key event. Several naturally occurring amyloidogenic peptides that form β-

sheet rich fibrils harbor also an α-helix in the primary structure or appear to form helical 

intermediates during amyloid formation under certain conditions. Therefore, one promising 

approach is the stabilization of the helical conformation to prevent the key-event, the 

conversion to β-sheet and the formation amyloids.   

This thesis presents the investigation of the potential of this approach using model peptides. 

The approach consists of a helical inhibitor peptides which are designed to engage amyloid 

forming model peptides in a stable helical arrangement, thus to prevent rearrangement into a 

β-sheet conformation and the subsequent formation of amyloid-like fibrils. Moreover, the 

helix forming peptide is able to disassemble mature amyloid-like fibrils.   
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1 Einleitung 
 

Die Faltung eines Proteins in eine definierte dreidimensionale Struktur steht in einem engen 

Zusammenhang mit der Funktion des Proteins. Funktionale Proteine kontrollieren und 

regulieren lebenswichtige biochemische Prozesse und dienen als Strukturproteine in lebenden 

Systemen. Bestimmte Umstände können jedoch zu einer Fehlfaltung des Proteins mit 

dramatischen Folgen für den Organismus führen. Die Fehlfaltung von Proteinen und die 

anschließende selbstorganisatorische Aggregation zu nichtfunktionalen, unlöslichen, 

fibrillären Strukturen, welche als Amyloide bzw. als amyloide Aggregate bezeichnet werden, 

stehen in Verbindung mit einer ganzen Reihe von Erkrankungen. Der Begriff „amyloid“ 

bedeutet stärkeähnlich und geht auf frühe histologische Untersuchungen von Rudolph 

Virchow zurück, der 1854 feststellte, dass abnormale Ablagerungen im Gehirn sich ähnlich 

wie Stärke mit Iod anfärben lassen.[1] Der Prozess der Anreicherung amyloider Ablagerungen 

in verschiedenen Geweben wird als Amyloidose bezeichnet. Daraus folgende Erkrankungen 

beruhen jeweils auf der Fehlfaltung und Aggregation eines spezifischen Proteins. Bisher sind 

ca. 27 verschiedene Proteine bekannt, deren Aggregation in Verbindung mit entsprechenden 

Erkrankungen stehen. Dazu gehören neurodegenerative Krankheiten, mit entsprechenden 

Ablagerungen im Gehirn, lokale Amyloidosen, mit Ablagerungen in unterschiedlichen 

Geweben und Organen, und systematische Amyloidose, mit Ablagerungen in gleichzeitig 

verschiedenen Geweben.[2] Eine Auswahl einiger dieser Krankheiten unterteilt in die 

verschiedenen Gruppen ist in der Tabelle 1 aufgeführt. 

Tabelle 1:  Erkrankungen, die in Verbindung mit amyloiden Ablagerungen stehen.  

Krankheit Aggregierendes Protein Anzahl der Aminosäu ren 
Neurodegenerativ   

Alzheimer-Krankheit Amyloid-β-Peptid 40 oder 42 

Parkinson-Krankheit α- Synuclein 140 

Huntington-Krankheit Huntington mit Poly-Q Sequenz 3144 

   

Lokale Amyloidose   

Typ II Diabetes Amylin (Islet Amyloid Polypeptide, IAPP) 37 

AE-Amyloidose z.B. Calcitonin 32 

   

Systematische Amyloidose   

AA-Amyloidose Serum-Amyloid-A 76-104 

AL-Amyloidose Immunglobulin-Leichtketten ~ 90 

ATTR-Amyloidose Transthyretin 127 
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Die Aggregation von löslichen, funktionalen Proteinen in schwer lösliche amyloide Fibrillen 

ist ein außerordentlich komplexer Prozess.[2] Die Komplexität bezieht sich sowohl auf die 

Kinetik des Aggregationsprozesses als auch auf die unterschiedlichen Strukturen, die während 

des Aggregationsprozesses gebildet werden. So ist die funktionale, native Struktur natürlicher 

amyloidogener Proteine sehr unterschiedlich. Trotz der unterschiedlichen nativen Struktur 

zeigen natürliche und synthetische amyloidogene Peptide bzw. Proteine im amyloiden 

Zustand erstaunlicherweise viele übereinstimmende Eigenschaften. Zu diesen Eigenschaften 

gehören die charakteristische Morphologie der Fibrillen in elektronenmikroskopischen 

Aufnahmen, ein typisches Röntgenbeugungsmuster, eine rotgrüne Doppelbrechung bei 

Anfärbung der Fibrillen mit dem Farbstoff Kongorot, eine typische Verschiebung der 

Fluoreszenz bei der Anfärbung mit dem Farbstoff Thioflavin T sowie eine β-Faltblatt-

Signatur in CD-Spektren.[3, 4] Fibrilläre Ablagerungen, die diese Eigenschaften aufweisen, 

werden unter dem Begriff Amyloid zusammengefasst. Die gemeinsamen Eigenschaften 

beruhen dabei auf Gemeinsamkeiten in der Struktur der verschiedenen Proteine im amyloiden 

Zustand.[3] 

Zahlreiche neurodegenerative Krankheiten, wie z.B. Parkinson, Creutzfeld-Jakob und 

Alzheimer, stehen in Verbindung mit der Bildung amyloider Aggregate im Gehirn. Morbus 

Alzheimer gehört zu den häufigsten Formen der neurodegenerativen Erkrankungen und 

umfasst bis zu 80 % der an Demenz erkrankten Patienten weltweit. Das Ausmaß und die 

Folgen der Demenz werden in dem jüngsten Welt-Alzheimer-Bericht aus dem Jahre 2010 der 

Alzheimer Disease International (ADI), einem Zusammenschluss von Alzheimer-

Vereinigungen aus der ganzen Welt[5], deutlich. Dieser Bericht zeigt einen deutlichen 

Zusammenhang zwischen dem Wohlstand eines Landes und der Zahl der 

Demenzerkrankungen. Über die Hälfte der Menschen mit Demenz leben in Ländern mit 

hohem Einkommen, 39 % in Ländern mit mittleren Einkommen und lediglich 14 % in 

Ländern mit niedrigem Einkommen.[6] Der Wohlstand sorgt für ein längeres Leben der 

Menschen, aber gleichzeitig steigt das Risiko, an Demenz zu erkranken. Heute sind ca. 35 

Millionen Menschen weltweit an Demenz erkrankt. Im Jahre 2010 betrugen die weltweiten 

ökonomischen Kosten von Demenz ca. 420 Milliarden Euro, was über den Kosten für Herz- 

oder Krebserkrankungen liegt. Die Anzahl der Erkrankten und die damit verbundenen Kosten 

werden nach dem ADI–Bericht bis 2030 auf ca. das Doppelte ansteigen.[6] Demenz im 

Allgemeinen und die Alzheimer-Krankheit im Besonderen haben daher eine große 

gesellschaftliche und wirtschaftliche Bedeutung und die Forschung an Amyloiden und 

insbesondere die Entstehung und Behandlung der Alzheimerschen Krankheit bildet einen 

Schwerpunkt in der wissenschaftlichen Forschung. 
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Alois Alzheimer beschrieb schon 1906 den Zusammenhang zwischen Störungen der 

Hirnfunktionen und extrazellulären Ablagerungen, den senilen Plaques. So sind im Rahmen 

histologischer Untersuchungen die senilen Plaques oft von degenerierten Nervenzellen mit 

abnormalen Axonen und Dendriten umrandet. Mitte der 1980er Jahren konnte man schließlich 

die amyloidogene Hauptkomponente der senilen Plaques, das Amyloid-β-Peptid (Aβ−Peptid), 

isolieren. Es lässt sich ebenfalls in den Blutgefäßen im Gehirn und außerhalb des Gehirns 

nachweisen. In der Forschung geht man davon aus, dass es aus diversen Gründen, wie z.B. 

durch genetische Disposition, durch den Alterungsprozess oder bedingt durch die Umwelt, zu 

einer Akkumulation und Aggregation des betreffenden Aβ-Peptids kommt. In der Folge 

kommt es zu Schädigungen und Verlust von Nervenzellen, was schließlich zur Demenz 

führt.[7]  

Die wissenschaftliche Forschung beschäftigt sich mit Fragestellungen der strukturellen 

Charakterisierung sowie der molekularen Grundlagen des Aggregationsprozesses, aber auch 

mit Möglichkeiten zur Vorhersage, Vorbeugung, Diagnose und Behandlung der Erkrankung. 

Begrenzte Erfolge lassen sich zwar verzeichnen, jedoch ist der Durchbruch, d.h. eine 

wirksame Therapie, noch nicht erreicht. Die Entdeckung eines Weges zur Behandlung 

derartiger Erkrankungen stellt noch immer eine große Herausforderung für die Forschung dar 

und vielfältige Ansätze werden dabei verfolgt, die von der Entwicklung kleinerer peptid- und 

nicht-peptidbasierter Verbindungen, von Molekülen, welche die korrekte Faltung des Proteins 

unterstützen, bis hin zum Design von spezifischen Antikörpern reichen. Grundlegend für die 

Entwicklung von Therapien ist ein Verständnis des gesamten Prozesses, von der Entstehung 

bis hin zu den spezifischen Auswirkungen amyloider Aggregate.  

Der Aggregation amyloidogener Proteine und Peptide ist ein mehrstufiger Prozess, wobei 

ausgehend von der nativen Ausgangsstruktur instabile präfibrilläre Oligomere gebildet 

werden, die über fibrilläre Vorstufen schließlich zu amyloiden Fibrillen aggregieren. In den 

letzten Jahren hat sich die Sicht auf amyloide Aggregate stark verändert. So ging man 

zunächst von einer generellen Toxizität der amyloiden Fibrillen aus. Nun stehen jedoch die 

Intermediate zwischen nativer Ausgangstruktur und amyloider Fibrille als eigentliche 

toxische Spezies im Fokus der wissenschaftlichen Forschung. Die Intermediate sind instabil 

und entziehen sie sich daher der strukturellen Charakterisierung, was das strukturbasierte 

rationale Design von potentiellen Inhibitoren erschwert. Die Suche nach chemischen 

Verbindungen mit Hilfe von Substanzbibliotheken und das rationale Design führen häufig zu 

Inhibitoren, die lediglich den Polymerisationsprozess, d.h. das Wachstum der Fibrillen, 

inhibieren. Die Bildung von potentiell toxischen Intermediaten wird jedoch dadurch nicht 

verhindert. Daher müssen alternative Strategien und entsprechende effektive Inhibitoren 
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entwickelt werden, welche die Bildung von toxischen Intermediaten verhindern bzw. sie in 

nicht-toxische Formen überführen. Der Übergang von der nativen Struktur des Proteins zu 

β−Faltblatt-reichen Aggregaten ist hierbei entscheidend. Lässt sich der Übergang durch die 

Zugabe entsprechender Inhibitoren vermeiden, können die toxischen Intermediate nicht 

gebildet werden. Ein Ansatzpunkt liegt in der Primärstruktur einiger amyloidogener Peptide, 

die trotz ihrer Neigung zur Bildung β-Faltblatt-reicher Aggregate helikale Elemente enthalten. 

Andere amyloidogene Peptide scheinen im Prozess der Bildung amyloider Aggregate helikale 

Intermediate zu bilden. Eine Strategie ist daher die spezifische Adressierung der molekularen 

Ambivalenz zwischen β-Faltblatt und α-Helix und die Beeinflussung in Richtung stabiler 

α−helikaler Strukturen. Auf der Basis de novo designter Modellpeptide wurde das Potential 

dieser Strategie zur Vermeidung des Übergangs von der Konformation der nativen 

Ausgangsstruktur zu β-Faltblatt-reichen Aggregaten im Rahmen dieser Arbeit untersucht und 

beschrieben. Modellpeptide sind hierbei aus verschiedenen Gründen vorteilhafter gegenüber 

natürlichen amyloidogenen Sequenzen. Zum einen ist der Prozess der Aggregation natürlicher 

Systeme außerordentlich komplex und bis heute nicht vollständig aufgeklärt, und zum 

anderen sind natürliche amyloidogene Peptide im Vergleich zu Modellsystemen nur schwer 

synthetisch zugänglich und weisen häufig eine schlechtere Löslichkeit im wässrigen Milieu 

auf, was ihre experimentelle Verwendung erschwert. Im Rahmen dieser Arbeit wurden für die 

jeweiligen Fragestellungen auf bereits in der Arbeitsgruppe etablierte Modellsysteme 

zurückgegriffen, aber auch neue Modellsysteme entwickelt und charakterisiert.  

Der erste Teil der Dissertation beschäftigt sich mit den grundlegenden Eigenschaften und 

molekularen Grundlagen amyloider Fibrillen, gefolgt von kurzen Erläuterungen verschiedener 

Mechanismen und der Kinetik der Fibrillenbildung. Aufgrund der enormen Bedeutung der 

Intermediate des Amyloidbildungsprozesses als toxische Spezies und im Hinblick auf die 

Inhibition der Bildung amyloider Fibrillen und Reduktion der toxischen Auswirkungen wird 

anschließend auf die Intermediate eingegangen, gefolgt von einer ausführlichen Darstellung 

verschiedener Ansätze des Eingriffs in den Amyloidbildungsprozess. Der zweite Teil dient 

der Beschreibung der experimentellen Arbeit und der Darstellung der Ergebnisse, gefolgt von 

einer Zusammenfassung und einem Ausblick. 
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2 Struktur amyloider Fibrillen  
 

Für die strukturelle Charakterisierung von Amyloiden standen in der frühen Phase der 

Forschung in diesem Feld Methoden, wie z.B. die Transmission Elektron Mikroskopie 

(TEM), Rasterkraft-Mikroskopie (AFM) und Röntgenbeugungsuntersuchungen (WAXS, 

SAXS) zur Verfügung.[2, 8] Die strukturelle Charakterisierung mit atomarer Auflösung, 

beispielsweise mit Methoden der Kristallographie oder konventioneller lösungsbasierter 

NMR-Spektroskopie, ist nicht möglich. Der wesentliche Grund liegt in der spezifischen 

Beschaffenheit amyloider Aggregate. Sie sind zwar unlöslich, lassen sich jedoch nicht 

kristallisieren. Doch mit der Weiterentwicklung der Festphasen-NMR sowie mit der 

Möglichkeit, Kristalle aus kleinen amyloidogenen Peptidfragmenten zu bilden, gelang es, 

einen tieferen Einblick in die Struktur amyloider Fibrillen zu bekommen. Kenntnisse der 

Struktur der Aggregate sind für die Inhibition des Aggregationsprozesses grundlegend. In den 

folgenden Ausführungen gehe ich daher auf die makroskopische Struktur und die interne 

Struktur amyloider Fibrillen ein.  

 

2.1 Makroskopische Struktur der Amyloidfibrillen  

Amyloide Fibrillen zeigen eine charakteristische Morphologie. Sie können eine Länge von 

mehreren µM erreichen. Die Breite beträgt häufig nicht mehr als 25 nm. Sie sind in der Regel 

gewunden, geradlinig und unverzweigt. Die gereiften Fibrillen bestehen aus einen oder 

mehreren fibrillären Untereinheiten, die als Protofilamente bezeichnet werden. Mit Kryo-

Elektronenmikroskopie und darauf beruhenden Rekonstruktionsmethoden sowie mit 

Festphasen-NMR wurden diese Untereinheiten genauer untersucht. Die amyloide Fibrille 

setzt sich nach diesen Ergebnissen aus ineinander verdrehten Protofilamenten zusammen, 

wobei die Anzahl der Protofilamente als auch deren Anordnung zueinander variieren kann 

(Abbildung 1b).[9] Diese Variabilität führt zu einem strukturellen Polymorphismus, welcher 

sich mit Hilfe elektronenmikroskopischer Methoden durch Bestimmung der 

charakteristischen Breite und den Abständen zwischen den Überkreuzungen („crossover“) der 

einzelnen Protofilamente zeigen lässt.[10-14] Polymorphismus bezieht sich hierbei auf die 

Variabilität in der Konformation sowie der internen Struktur der verschiedenen Fibrillen und 

stellt eine bedeutende strukturelle Eigenschaft amyloider Fibrillen und einen entscheidenden 

Unterschied zur nativen dreidimensionalen Faltung von Proteinen dar, wo es meist nur einen 

definierten Endzustand gibt.[15, 16] Drei verschiedene Formen des Polymorphismus lassen sich 

unterscheiden (Abbildung 1). Polymorphismus kann zum einen auf einer unterschiedlichen 
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Anzahl der Protofilamente, zum anderen auf unterschiedliche relative Orientierung der 

Protofilamente zueinander sowie auf eine unterschiedliche interne Struktur der Protofilamente 

zurückgeführt werden. Die unterschiedliche interne Struktur der Protofilamente beruht auf 

unterschiedlicher Packung der Aminosäureseitenketten und der entsprechenden 

Aminosäurezusammensetzung der beteiligten Sequenzen[15, 18] und lässt sich nur mit 

Methoden der atomaren Auflösung aufklären.[14, 19] 

Struktureller Polymorphismus in verschiedenen Proben kann auf unterschiedliche  

Vorbehandlungsprotokolle[20-22], unterschiedliche Bedingung der Inkubation und Lösung 

amyloidogenen Peptids zurückgehen.[15, 19, 23] Zu den wesentlichen Bedingungsfaktoren 

gehören die Anwesenheit von Salz und Metallionen sowie verschiedene Puffersysteme.[24, 25] 

Aber auch verschiedene Raten der spontanen Nukleation sowie Fibrillenlänge und 

Fragmentation können zu unterschiedlichen Morphologien führen.[14, 19, 26, 27]  Der 

Polymorphismus hat ebenfalls Auswirkungen auf die Inhibition des Aggregationsprozesses 

und auf die Entwicklung von Medikamenten und Therapien.[28] So konnte für Aβ(1-40) 

gezeigt werden, dass die morphologisch verschiedenen Fibrillen in unterschiedlicher Stärke 

toxisch auf neuronale Zellen wirken.[14]    

2.2 Interne Struktur amyloider Protofilamente 

CD- und FTIR-Spektren zeigen, dass amyloide Fibrillen aus β-Faltblatt-Einheiten aufgebaut 

sind. Mit Hilfe der Analysen von Röntgenbeugungsmessungen konnte man feststellen, wie 

β-Faltblatt-Einheiten innerhalb der Protofibrille angeordnet sind. Es wurde die interne 

Struktur sowohl von ex vivo gewonnenen als auch von synthetisierten amyloiden Fibrillen 

untersucht. Die Analyse der Röntgenbeugungsmuster führte schließlich zu einem Modell der 

 

Abbildung 1:  (a) Überkreuzende Protofilamente einer amyloiden Fibrillen, (b) Mögliche strukturelle 
Unterschiede, die dem Polymorphismus zu Grunde liegen können (nach Lit. [15] © 2011 Copyright 
Elsevier Ltd.), (c) Polymorphismus des Aβ-Peptids (nach Lit. [17] © 2007 by The National Academy 
of Sciences of the USA) 
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internen Struktur von Protofilamenten.[29, 30] Dieses Beugungsmuster besteht aus einer 

scharfen Reflexion entlang der Fibrillenachse, die einer Länge von 4,6 bis 4,8 Å entpricht, 

und einer eher diffusen Reflexion senkrecht zur Fibrillenachse, die einer Länge von etwa 10 Å 

enspricht.[31] Dieses Muster ist charakteristisch für die cross-β-Struktur (Abbildung 2). Die 

Länge von 4,6 bis 4,8 Å entspricht dem Abstand zwischen den übereinander liegenden β-

Faltblättern, der sich aus dem Abstand der Wasserstoffbrückenbindungen von 4,7 Å ergibt, 

und die Länge von etwa 10 Å geht auf den Abstand zwischen den benachbarten β-Faltblättern 

zurück und entspricht dem Packungsabstand der Aminosäureseitenketten.[3] Lange Zeit war 

neben der cross-β-Struktur auf molekularer Ebene nur wenig bekannt über die Struktur 

amyloider Fibrillen, da sich die Aggregate der Kristallisation und der darauf basierenden 

strukturellen Charakterisierung entziehen. Jedoch konnte in den letzten Jahren mit Methoden 

der Festphasen-NMR eine Reihe von Erkenntnissen gewonnen werden.[32-34] Auf der Basis 

von Daten aus Festphasen-NMR und elektronenmikroskopischen Untersuchungen schlug die 

Arbeitsgruppe von Robert Tycko ein Modell für die Struktur der Protofilamente der Fibrillen 

des Aβ-Peptids vor. Nach diesem Modell ist der N-Terminus, d.h. Aβ(1-17), ungeordnet und 

Aβ(18-42) befindet sich in der cross-β-Struktur in einer β-Strang-Turn-β-Strang-

Konformation (Abbildung 3A).[14, 35, 36] In darauf folgenden Studien gelang es, einen tieferen 

Einblick in die strukturellen Unterschiede, die dem Polymorphismus zu Grunde liegen, zu 

gewinnen, wobei die unterschiedliche Assoziation der in Abbildung 3, A gezeigten Struktur 

zu einem unterschiedlichen dreidimensionalen Aufbau der Fibrille führt.[19, 26, 37] B.H. Meier 

und seine Mitarbeiter wendeten Methoden der Festphasen-NMR auf HET-s Prion Protein an, 

 
Abbildung 2:  (A) Schematische Darstellung der cross-β-Struktur, adaptiert nach Lit.[9] (B) 
Schematische Darstellung des Röntgenbeugungsmusters einer Amyloidfibrille (adaptiert nach Lit. 
[3]). 
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ein funktionales Prion-Protein eines Pilzes (Podospora anserina).[38-41] Sie entwickelten ein 

Modell, dass eine große Ähnlichkeit mit β-Helix-Motiven[42] besitzt (Abbildung 3, B). In 

einer Folgestudie konnte ein Zusammenhang zwischen der spezifischen Amyloidstruktur und 

der Infektiosität von Prionen aufgezeigt werden.[41] Darüber hinaus wurde eine Reihe weiterer 

Strukturmodelle für verschiedene amyloidogene Proteine und Peptide vorgeschlagen, darunter 

wassergefüllte Nanoröhren.[43-46] Sie sollen jedoch hier nicht im Einzelnen diskutiert werden. 

Es wird jedoch in beiden dargestellten Beispielen deutlich, dass nur Teile des amyloidogenen 

Proteins bzw. Peptids zum Aufbau der cross-β-Struktur beitragen. Ein Großteil kann auch im 

amyloiden Zustand ungeordnet oder in einem anderen Faltungszustand vorliegen.  

2.3 Molekulare Grundlagen und interne Struktur amyl oider Fibrillen 

Zahlreiche Anstrengungen wurden in den vergangenen Jahren unternommen, die molekularen 

Grundlagen der Fehlfaltung von Proteinen und der Bildung von amyloiden Aggregaten zu 

verstehen. Man versucht hierbei die Frage zu beantworten, wie zuvor lösliche Proteine sich zu 

strukturell hoch organisierten amyloiden Fibrillen zusammenlagern können. Amyloidogene 

Proteine und Peptide in ihrem nativen Zustand zeigen nur wenige Gemeinsamkeiten in der 

Primärstruktur und in der Sekundärstruktur. Jedoch lassen sich in der aggregierten fibrillären 

Form erstaunliche strukturelle Gemeinsamkeiten feststellen. Ziel der Forschung ist es, mehr 

über die grundsätzlichen Antriebskräfte der Bildung amyloider Fibrillen zu erfahren. Darüber 

hinaus erhofft man sich aus der Forschung Strategien und Möglichkeiten, in diesen Prozess 

einzugreifen und Grundlagen für die Entwicklung neuer Therapien gegen Amyloidosen.[47]    

Im Allgemeinen geht man in der Amyloidforschung davon aus, dass amyloidogene Proteine 

und Peptide sich zunächst partiell oder vollständig entfalten müssen, bevor sie amyloide 

 

Abbildung 3:  (A) Struktur es Aβ-Peptids im amyloiden Zustand nach Lit. [36] (PDB ID: 2BEG), 
wobei der ungeordnete N-Terminus nicht dargestellt ist (B) Struktur von Prion Protein HET-s im 
amyloiden Zustand nach Lit. [39] (PDB ID: 2RNM).  
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Fibrillen bilden können.[48-50] Aber eine Entfaltung führt nicht in jedem Fall zur Bildung von 

amyloiden Fibrillen. Es müssen zusätzlich weitere Voraussetzungen auf molekularer Ebene 

erfüllt sein, die eine Aggregation ermöglichen. Die Proteinstabilität und die spezifische 

Aminosäuresequenz sind dabei die zwei bedeutenden Faktoren, die zur Fehlfaltung von 

Proteinen und zur Amyloidbildung beitragen können.[47] Zum Beispiel können genetische 

Mutationen durch Reduzierung der Proteinstabilität, durch die spezifische Erhöhung der 

Propensität für β-Faltblattstrukturen und durch die vermehrte Produktion des amyloidogenen 

Proteins einen erheblichen Einfluss auf das Ausmaß der Bildung von amyloiden Fibrillen 

haben.[9] Bezogen auf eine spezifische Aminosäuresequenz weisen zunächst einmal die 

meisten amyloidogenen Peptide hydrophobe Domänen auf, einige sind jedoch aus polaren 

Aminosäuren aufgebaut (z.B. poly-Q-Sequenz).[51] Darüber hinaus konnte gezeigt werden, 

dass auch nicht natürliche Peptidsequenzen in der Lage sind, amyloide Fibrillen zu bilden, die 

ähnliche Eigenschaften aufweisen wie die natürlichen amyloidogenen Proteine und Peptide. 

So konnte man zeigen, dass eine poly-Lysin-Sequenz bei Zufuhr von Hitze von helikaler 

Konformation zur β-Faltblatt-Konformation übergeht und amyloide Fibrillen bildet.[52] Dies 

führte schließlich zu der Ansicht, dass unter bestimmten Bedingungen prinzipiell jedes 

Peptidrückgrat unter dem Einfluss der Seitenketten in der Lage ist, amyloide Fibrillen zu 

bilden.[53] Im Folgenden wird tiefer auf die molekularen Grundlagen sowie auf Eigenschaften 

der internen Struktur amyloider Fibrillen eingegangen.  

2.3.1 Amyloidogene Kernsequenzen  

Eine Reihe von Untersuchungen zeigt, dass die Fähigkeit, amyloide Fibrillen zu bilden, vom 

Vorhandensein kurzer Sequenzabschnitte innerhalb der Primärstruktur des Proteins abhängt. 

Diese Sequenzabschanitte zeigen eine starke Tendenz zur Bildung von β-Faltblatt-Strukturen 

und zur Aggregation.[54-58] Sie sind eine wesentliche Triebkraft für die Auslösung der 

Aggregation. Diese Hypothese wird als Amyloid-Fragment-Hypothese („amyloid stretch 

hypothesis“) in der wissenschaftlichen Literatur diskutiert.[47, 59]  

Dabei sind häufig nur sechs Aminosäuren eines Proteins zum Aufbau der Fibrille notwendig 

und Punktmutationen in dieser spezifischen Region haben einen erheblichen Einfluss auf den 

Aggregationsprozess und können mitunter zum Verlust der Fähigkeit zur Aggregation in 

amyloide Fibrillen führen.[58]  

Über die Suche nach den kleinsten amyloidbildenden Peptidsequenzen gelang es, diese 

kurzen, für die Amyloidbildung so bedeutenden Sequenzfragmente zu identifizieren. Dazu 

gehören z.B. das Fragment 22NFGAIL27 bzw. das Pentamer 23FGAIL27 des IAPP (islet 

amyloid polypeptide)[55], die selbst nicht nur zu amyloiden Fibrillen aggregieren, sondern auch 
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zytotoxisch sind. Im Fall des Alzheimerpeptids Aβ konnte die Sequenz 16KLVFFA21 

identifiziert werden.[56, 60] Weitere Sequenzen sind z.B. NFGSVQ für Medin, DFNKF für 

Calcitonin, VEALYL und LYQLEN für Insulin und VAQKTV für α-Synuclein.[61] Für das 

Tau-Protein ist mit VYK zur Bildung von amyloiden Fibrillen lediglich eine Sequenz aus drei 

Aminosäuren notwendig.[61] 

Esteras-Chopo et al. untersuchten die Auswirkungen kurzer amyloidogener Fragmente 

innerhalb eines nicht amyloidogenen Proteins. Sie führten die hoch amyloidogenen 

Sequenzen STVIIE[62]-Sequenz und die KLVFFA-Sequenz des Aβ-Peptids an 

unterschiedlichen Positionen innerhalb der Primärstruktur des α-SH3-Proteins ein. Dieses 

Protein ist in seiner ursprünglichen Form nachweislich nicht in der Lage, amyloide Fibrillen 

zu bilden. Doch durch die Einführung von kurzen, hoch amyloidogenen Sequenzen wurde das 

α-SH3-Protein in ein amyloidogenes Protein überführt.[59] Sie konnten damit zeigen, dass 

lediglich eine kurze amyloidogene Sequenz als Auslöser der Amyloidbildung eines größeren 

Proteins genügt. Darüber hinaus konnten sie zeigen, dass die Fähigkeit zur Aggregation 

enorm von der Zugänglichkeit für intermolekulare Wechselwirkungen der amyloidogenen 

Sequenzen untereinander und damit von der strukturellen Umgebung, in die diese Sequenz 

eingebettet ist, abhängig ist.[59] 

Weiterführende Arbeiten über das de novo designte amyloidogene Peptidhexamer STVIIE [62, 

63] machen deutlich, dass die Aggregation auf einem sensiblen Gleichgewicht aus spezifischen 

Wechselwirkungen zwischen den Seitenketten beruht. Zum Beispiel führte der Austausch der 

hydrophoben Aminosäuren Isoleucin mit Leucin zur vollständigen Inhibierung der 

Amyloidbildung. Daraus folgt, dass die Vorstellung eines hydrophoben Kollaps, der 

allgemein in der Proteinfaltung eine große Rolle spielt, nicht ausreichend ist, den 

Amyloidbildungsprozess zu erklären.[62] Des Weiteren konnte gezeigt, wie elektrostatische 

Wechselwirkung die Aggregation beeinflussen kann. In den Experimenten konnte nur 

Variation der STVIIE-Sequenz mit einer Nettoladung von + 1 oder -1 Amyloide bilden. 

Höhere Nettoladungen führen möglicherweise zu elektrostatischer Abstoßung der einzelnen 

Moleküle und Inhibierung die Aggregation. Aber die Nettoladung 0 führt ebenfalls nicht zu 

amyloiden Fibrillen. Dies lässt sich laut der Autoren möglicherweise durch die Konkurrenz 

der unspezifischen Aggregation zur Fibrillenbildung erklären. Die Kompensation aller 

Ladungen ermöglicht viele verschiedene Packungen der β-Faltblattstrukturen damit 

unspezifische Aggregation, die nicht zu hochgeordneten amyloide Fibrillen führen. 

Unkompensierte Ladungen im Peptid führen zur geordneten Packung der 

β-Faltblattstrukturen, um einen möglichst maximalen Abstand zwischen gleichen Ladungen 

zu gewährleisten oder möglicherweise auch stabilisierend wirkende Salzbrücken zwischen 
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entgegengesetzt geladenen Seitenketten zur ermöglichen. Der unterschiedliche Einfluss der 

elektrostatischen Wechselwirkung spiegelt sich ebenfalls in der pH-Abhängigkeit der 

Fibrillenbildung wieder, wie in vielen Bespielen gezeigt werden konnte.[11, 64-67] Sind jedoch 

keine Ladungen vorhanden, gehört die Wasserstoffbrückenbindung des Peptidrückgrats nach 

Meinung der Autoren zu den wesentlichen Triebkräften. Damit lässt sich sagen, dass die 

Fähigkeit, Amyloide zu bilden, an zwei Vorrausetzungen geknüpft ist. Zum einen ist eine 

passende kurze amyloidogene Sequenz innerhalb der Primärstruktur notwendig. Zum anderen 

muss diese Sequenz durch partielle Entfaltung für intermolekulare Wechselwirkung 

zugänglich sein.[68]  

2.3.2 Allgemeines Sequenz-Muster amyloidogener Kern sequenzen 

Mit Hilfe des Modellpeptids STVIIE[62] wurde durch systematischen Austausch mit allen 

natürlichen Aminosäuren ein generelles Sequenzmuster eines amyloidogenen 

Peptidfragments extrahiert.[63] Diese umfangreiche wissenschaftliche Arbeit ergab, dass in 

zentralen Positionen innerhalb des Peptidfragments nur wenige Aminosäuren unter Erhalt der 

amyloiden Aggregation zulässig sind. Dagegen sind die äußeren Positionen relativ tolerant 

gegenüber einem Austausch mit anderen natürlichen Aminosäuren. Das generelle Sequenz-

Muster ist in Abbildung 4 dargestellt. Zu den wenigen erlaubten Aminosäuren in den 

Positionen im Zentrum (Positionen 3, 4, 5) des Peptidhexamers gehören hauptsächlich 

hydrophobe und aromatische Aminosäuren mit hoher Tendenz, β-Faltblattstrukturen zu 

bilden. Im deprotonierten Zustand bei saurem pH-Wert ist auch die Aminosäure Glutamat 

erlaubt. Die äußeren Positionen (Position 1, 2, 6) erlauben den Großteil des 

Aminosäurenkanons, jedoch ist neben Lysin, Arginin, Histidin und Tryptophan die 

strukturbrechende Aminosäure Prolin nicht erlaubt. Auf der Grundlage dieses generellen 

amyloidogenen Sequenzmusters wurden natürliche amyloidogene Proteine und Peptide 

durchsucht. Die identifizierten Peptidabschnitte stimmten mit den experimentell 

nachgewiesenen amyloidogenen Peptidabschnitten überein und bestätigten die Richtigkeit des 

generellen amyloidogenen Sequenzmusters.[63]  

 

Abbildung 4:  Allgemeines Sequenz-Muster amyloidogener Kernsequenzen. (nach Lit. [68]) 
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Änderungen in der Sequenz führen zu veränderten Aggregationsraten bis hin zur völligen 

Inhibition der Fibrillenbildung. Die Aggregationsraten korrelieren hierbei mit Änderung der 

Hydrophobizität, der Tendenz zur Bildung der β-Faltblatt-Konformation und mit der 

Nettoladung der gesamten Peptidkette.[69, 70] Erhöhung der Hydrophobizität und der Tendenz 

zur Bildung der β-Faltblatt-Konformation führen in der Regel zu höheren 

Aggregationsraten.[71, 72] Die Erhöhung der Nettoladung hat meist einen gegenteiligen Effekt 

und führt aufgrund der elektrostatischen Abstoßung häufig zur Verringerung der 

Aggregationsraten.[71] Hydrophile Aminosäuren und konformationsbrechende Aminosäuren 

wie Prolin führen in der Regel ebenfalls zur Verringerung der Aggregationsraten bis hin zur 

Inhibition.[72, 73]  

2.3.3 Modell des sterischen Reißverschlusses („ steric zipper“ ) 

Um die Frage zu beantworten, wie diese amyloiden Kernsequenzen interagieren, müssen 

Amyloide auf atomarer Ebene untersucht werden. Amyloide Fibrillen vollständiger 

amyloidogener Proteine bzw. Peptide entziehen sich der Kristallisation und können auf 

diesem Weg  nicht strukturell charakterisiert werden. Aber kurze amyloide Kernsequenzen 

bilden dreidimensionale Mikrokristalle und lassen sich dagegen so auf atomarer Ebene 

charakterisieren.[3, 74, 75] Die Arbeitsgruppe von Eisenberg analysierte auf diesen Weg 

zahlreiche kurze Aminosäuresequenzen natürlicher amyloidogener Proteine und Peptide (z.B. 

Sup35, Insulin, Aβ-Peptide, Tau, Amylin und des Prion-Proteins) mit maximal 4 bis 10 

Aminosäuren.[76-80] 

Die Ergebnisse führten zu einem Strukturmodell der Organisation der β-Faltblattstrukturen 

innerhalb der Amyloidfibrille, zum Modell des sterischen Reißverschlusses (steric zipper).  

So bildet z.B. das amyloidogene Fragment LVEALYL des Insulins (B-Kette) parallele, in-

register angeordnete β-Faltblattstrukturen aus.[80] Jedes β-Faltblatt ist über eine komplett 

wasserfreie Oberfläche mit einem zweiten β-Faltblatt gepaart. Die in der cross-β-Struktur 

interagierenden β-Faltblattstrukturen greifen hierbei über die Seitenketten komplementär und 

reißverschlussartig ineinander, was zu der Bezeichnung „steric zipper“ geführt hat.[3] Die 

gepaarten β-Faltblattstrukturen wiederum treten über eine wasserhaltige Oberfläche in 

Kontakt, wobei nur wenige Kontakte zwischen dem einzelnen Atomen der Peptide festgestellt 

wurden.[75, 80] Auf Basis des Modells des sterischen Reißverschlusses lagern sich 

amyloidogene Kernsequenzen in der cross-β-Struktur zu einem amyloiden Rückgrat („cross-

β-spine“) zusammen (vgl. Kapitel 3 Mechanismen der Bildung amyloider Fibrillen). Sind die 

Sequenzen jedoch nicht komplementär, können sich nicht miteinander zu einer Fibrillen 

aggregieren. Dieser Sachverhalt wurde z.B. zur Erklärung von Übertragungsbarrieren des 
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Prion-Proteins zwischen verschiedenen Säugern herangezogen.[81] Darüber hinaus lassen sich 

mit diesem Modell erfolgreich zu den amyloidogenen Sequenzen komplementäre, effektive, 

peptidbasierte Inhibitoren rational designen.[82] Ein Modell des polaren Reißverschlusses 

(„polar zipper“) wurde von M. F. Perutz vorgeschlagen und es berücksichtigt 

Wasserstoffbrückenbindungen zwischen den Seitenketten in amyloidogenen Sequenzen, die 

reich an Glutamin und Asparagin sind, was sich als eine Ergänzung zum Modell des 

sterischen Reißverschlusses verstehen lässt.[75, 83]  

Derartige zu sich selbst komplementäre Sequenzen sind nahezu in allen Proteinen zu finden. 

Jedoch ist die Anzahl der zur Bildung amyloider Fibrillen fähigen Proteine begrenzt. Man 

nimmt an, dass eine Reihe von Schutzmechanismen dafür sorgen, dass die Wechselwirkungen 

dieser Elemente untereinander und die Aggregation verhindert werden und sich das Protein 

trotz amyloidogener Fragmente korrekt faltet. Zu diesen Schutzmechnanismen gehören zum 

Beispiel Chaperone, aber auch Faltungskatalysatoren.[84] Darüber hinaus sind die so 

identifizierten amyloidogenen Peptidfragmente häufig von Aminosäuren umgeben, welche 

die Fähigkeit zur Aggregation dramatisch reduzieren („amyloid breakers“).[57, 69, 85, 86] Dazu 

gehören z.B. die Aminosäure Prolin oder auch geladene Aminosäuren.  

2.3.4 Die Rolle aromatischer Seitenketten 

In natürlichen amyloiden Sequenzen befinden sich häufig aromatische Aminosäuren.[87] Die 

Annahme, dass sie möglicherweise von hoher Bedeutung bei der Bildung amyloider Fibrillen 

sind, liegt nahe, jedoch ist deren Rolle noch nicht klar und immer noch Gegenstand 

wissenschaftlicher Diskussionen.[88]  

Ein systematischer Alanin-Scan eines kurzen amyloidogenen Fragments mit der Sequenz 

NFGAILSS des IAPP-Proteins, das in Verbindung mit Diabetes Typ 2 steht, sollte einen 

Einblick in die Rolle des Phenylalanins geben.[89, 90] Es stellte sich heraus, dass bis auf 

 

Abbildung 5:  Packung von  LVEALYL im Kristall  (verändert nach Lit. [80] © 2009 by The National 
Academy of Sciences of the USA). 
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Phenylalanin jede andere Aminosäure unter Erhalt der Fähigkeit der Aggregation gegen 

Alanin ausgetauscht werden konnte. Der Austausch des Phenylalanins gegen Alanin führte 

zum Verlust der Aggregationsfähigkeit. Der Austausch von Phenylalanin gegen aliphatische 

Aminosäuren in weiteren Studien führte zu einer signifikanten Reduzierung der Fähigkeit zur 

Bildung amyloider Fibrillen[91-93], jedoch zeigte der Austausch gegen die hydrophilere, aber 

ebenfalls aromatische Aminosäure Tryptophan keinen Unterschied in der Aggregation[94]. 

Diese Ergebnisse, unterstützt durch weitere Arbeiten, die aromatischen Aminosäuren eine 

hohe Bedeutung in der Tendenz zur Bildung von amyloider Fibrillen zuschreiben[86], führen 

zum Bild einer zentralen Rolle von aromatischen Aminosäuren im Prozess der Bildung von 

amyloiden Fibrillen. Diese bedeutende Rolle kann möglicherweise auf 

π-π-Wechselwirkungen zurückgeführt werden, die bei molekularen Erkennungs- und 

Assemblierungsprozessen ein wesentliche Rolle spielen und daher auch in der Bildung 

amyloider Fibrillen von großen Bedeutung sein können.[87] Die π-π-Wechselwirkungen 

können hierbei einen thermodynamisch stabilisierenden Beitrag aufgrund der Stapelung der 

aromatischen Seitenketten leisten und darüber hinaus den Zusammenlagerungsprozess 

einzelner Peptidstränge durch die spezifische Stapelung der aromatischen Seitenketten zu 

hoch geordneten amyloiden Fibrillen dirigieren.[87] Das grundlegende Prinzip ist bereits von 

anderen biologischen und chemischen supramolekularen Strukturen bekannt.[95, 96] Dennoch 

sind einige Arbeiten zu nennen, die keinen besonderen Effekt aromatischer Aminosäuren im 

Prozess der Bildung amyloider Fibrillen feststellen.[88, 97] Sie stellen Faktoren wie Größe der 

Seitenketten, ihre Tendenz zur β-Faltblatt-Konformation und Hydrophobizität in den 

Vordergrund.  
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3 Mechanismen der Bildung amyloider Fibrillen 
 

In diesem Abschnitt wird die Frage behandelt, wie die natürlichen amyloidogenen Proteine 

und Peptide, die eine starke Heterogenität bezüglich der Aminosäurezusammensetzung, der 

Länge der Sequenz und der Sekundärstruktur aufweisen,[2] zu amyloiden Fibrillen mit 

erstaunlich gemeinsamen Eigenschaften aggregieren können. Amyloide gehen entweder auf 

die Aggregation von ungefalteten, unstrukturierten Proteinen („natively disordered“-Modell) 

oder entsprechenden Fragmenten zurück oder beruhen auf nativ gefalteten Proteinen mit 

definierter Sekundär- und Tertiärstruktur. Bei gefalteten amyloidogenen Proteinen und 

Peptiden geht man im Allgemeinen davon aus, dass sie zunächst teilweise („gain of 

interaction“-Modell“) oder vollständig ungefaltet („refolding“-Modell) vorliegen müssen, 

bevor amyloide Fibrillen gebildet werden können. Daraus ergeben sich verschiedene 

mögliche Mechanismen der Bildung von amyloiden Aggregaten. Eine zuvor ungefaltete 

Peptidsequenz geht im Prozess der Bildung der amyloiden Fibrille in die β-Faltblatt-

Konformation über und aggregiert unter Ausbildung der cross-β-Struktur zur amyloiden 

Fibrille. Dieses Modell wird für eine ganze Reihe von natürlichen amyloidogenen Proteinen 

und Peptiden angenommen,[78, 99, 100] u.a. auch für das Aβ-Peptid, Prion HET-s sowie für das 

N-terminale Segment des Prions Ure2p. 

Liegt das native amyloidogene Protein bzw. Peptid nicht ungefaltet vor, entfaltet sich das 

Protein zunächst vollständig oder teilweise, bevor sich das Peptidrückgrat unter Ausbildung 

und Zusammenlagerung von β-Faltblatt-Strukturen zur Bildung der amyloiden Fibrillen neu 

 

Abbildung 6:  Schematische Darstellung verschiedener Mechanismen der Bildung amyloider 
Fibrillen (adaptiert nach Lit. [98]).  



Mechanismen der Bildung amyloider Fibrillen 

 18 

faltet.[98] Ein Prozess der Neu-Faltung wurde für die amyloidogenen Proteine Insulin, 

SH3-Domäne, Myoglobin und das Prion-Protein vorgeschlagen.[98] Für den Fall, dass 

lediglich eine teilweise Entfaltung für die Bildung amyloider Fibrillen notwendig ist, wurden 

verschiedene Modelle der gesteigerten Interaktion („gain of interaction“) vorgeschlagen.  

3.1 Modelle der gesteigerten Interaktion („ gain-of-interaction “)  

Im Rahmen dieser Modelle findet im Gegensatz zu den zuvor genannten lediglich in einer 

begrenzten Region des nativen Proteins eine Änderung der Konformation statt. Die 

Teilsequenz in dieser Region wird dadurch exponiert und für Wechselwirkungen mit anderen 

Teilsequenzen zugänglich gemacht, wodurch die Möglichkeit der Interaktion einzelner 

Monomere untereinander gesteigert wird. Durch die Wechselwirkung mit anderen 

Teilsequenzen und Zusammenlagerung einzelner Monomere werden amyloide Fibrillen 

gebildet. Auf diese Weise bleibt der überwiegende Teil des Proteins auch im fibrillären 

Zustand erhalten. Es lassen sich hierbei drei verschiedene Typen unterschieden: das Modell 

der direkten Stapelung („direct stacking“), das cross-β-Rückgrat (“cross-β-spine”)–Modell, 

das Domänen-Austausch-Modell („domain swapping“). Nach dem Modell der direkten 

Abbildung 7:  Modelle der gesteigerten Interaktion („gain-of-interaction“) (A) Modell der direkten 
Stapelung („direct stacking“)[101] (B) Das cross-β-Rückgrat (“cross-β-spine”) – Modell[54] (C) 
Domänen-Austausch-Modell („domain swapping“)[102]  (Bild verändert nach Lit. [98, 103]  © 2006 
Copyright Elsevier Ltd.) 
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Stapelung („direct stacking“) interagiert eine durch lokal begrenzte Änderung der 

Konformation exponierte Teilsequenz des Proteins mit einer komplementären Teilsequenz 

eines zweiten identischen Proteins. Auf diese Weise stapelt sich jeweils ein Protein auf das 

andere. Nun führt die Stapelung von Proteinen in den wenigsten Fällen zu einer amyloiden 

Fibrille mit einer charakteristischen cross-β-Struktur. Jedoch liegen im Fall der Superoxidase 

Dismutase β-Faltblatt-Strukturen senkrecht zur Stapelachse vor.[101] Damit erfüllt dieses 

Beispiel zumindest teilweise die Voraussetzungen einer cross-β-Struktur amyloider Fibrillen. 

Jedoch lässt sich dieses Modell nicht zu einer allgemeinen Erklärung der Bildung amyloider 

Fibrillen heranziehen.[98] Nach dem cross-β-Rückgrat (“cross-β-spine”)-Modell wird eine 

kurze Teilsequenz mit einer Tendenz, β-Faltblattstrukturen zu bilden und zu aggregieren, 

exponiert. Mit Übereinanderlagerung der einzelnen β-Faltblattstrukturen nach dem „steric 

zipper“-Modell zur cross-β-Struktur vollzieht sich das Wachstum der amyloiden Fibrille. 

Zum Beispiel wird für das Wachstum von amyloiden Fibrillen des β2-Mikroglobulins ein 

derartiger Mechanismus angenommen.[54] Es konnte gezeigt werden, dass eine kurze Sequenz 

des  β2-Mikroglobulins aus sieben Aminosäuren (QVLHTSN) verantwortlich für die 

amyloidogene Eigenschaft des β2-Mikroglobulins ist. Diese Sequenz ist nah am C-Terminus 

des β2-Mikroglobulins. Vor dem Hintergrund des “cross-β-Spine”-Modells wird 

angenommen, dass diese Sequenz ein β-Faltblatt bildet und mit anderen β-Faltblattstrukturen 

über eine turn-Sequenz mit Prolin eine durch Wasserstoffbrückenbindung stabilisierte 

β-hairpin-Struktur bildet, die entlang der Fibrillenachse angeordnet ist. Innerhalb der Fibrille 

greifen die Seitenketten der jeweiligen β-hairpin-Strukturen reißverschlußartig ineinander. 

Befindet sich die amyloidogener Teilsequenz am Ende der Primärstruktur eines Proteins, wird 

schnell deutlich, dass der übrige Teil des Proteins die native Struktur beibehalten werden 

kann. Befindet sich jedoch die aggregierende Teilsequenz mehr in der Mitte der 

Primärstruktur, ist das komplexere Domänen-Austausch-Modell zur Beschreibung 

notwendig.[104]  

Nach dem Domänen-Austausch-Modell („domain swapping“) werden Oligomere durch den 

Austausch von Protein-Domänen zwischen den einzelnen Monomeren gebildet. Die 

ausgetauschte Domäne kann sowohl eine Helix, ein β-Faltblatt als auch eine ganze 

Tertiärstruktur sein. Die übertragende Domäne bleibt durch eine loop-Struktur mit dem Rest 

des Proteins verbunden. Die loop-Struktur kann ferner als Basis für die Ausbildung eines 

cross-β-Rückgrats der amyloiden Fibrille dienen. Diese Erweiterung des Modells ist Ergebnis 

der Arbeiten an dem durch Domänen-Austausch gebildeten Dimer der RNase. Die loop-

Struktur wurde durch eine amyloidogene Sequenz, in diesem Fall durch eine G(Q)10G-

Sequenz ersetzt. Mit dieser Sequenz bildeten RNase Dimere amyloide Fibrillen.[102] Auf diese 
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Weise können auch zur Aggregation neigende Sequenzen, die weiter im Zentrum der 

Primärstruktur liegen, zum Aufbau einer cross-β-Struktur und folglich zur Bildung einer 

Fibrille herangezogen werden.[104] Der Mechanismus des Domänenaustauschs zur 

Fibrillenbildung wird für β2-Mikroglobulin.[105, 106], Cystatin C[107, 108] und für Stefin A und 

B[109] diskutiert.   
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4 Kinetik der Bildung amyloider Fibrillen 
 

Die Bildung von amyloiden Fibrillen ist ein mehrstufiger Prozess und läuft über die Bildung 

einer Reihe von strukturell unterschiedlichen Multimeren des amyloidogenen Proteins ab, die 

während der Polymerisation zu amyloiden Fibrillen wieder verbraucht werden.[8, 85, 110, 111]  

Der Prozess geht mit einer Änderung der Konformation zur β-Faltblatt-Struktur und einer 

Zusammenlagerung amyloidogener Sequenzen zur cross-β-Struktur nach verschiedenen, 

zuvor beschriebenen Mechanismen einher.  

In Abhängigkeit vom Faltungszustand des nativen Zustands ist eine temporäre 

Destabilisierung bzw. Stabilisierung der Ausgangstruktur als erster Schritt im 

Aggregationsprozess notwendig.[49, 112] Die Änderung der Konformation hin zur 

cross-β-Struktur im Falle nativer gefalteter Proteine vollzieht sich über Destabilisierung der 

Proteinstruktur, d.h. durch partielle Entfaltung, da die Änderung der Konformation nicht 

innerhalb der dicht gepackten nativen Struktur stattfinden kann.[112, 113] Zahlreiche 

Untersuchungen an gefalteten Proteinen und Proteinen, die in Zusammenhang mit 

 

Abbildung 8:  Schematische Darstellung der Proteinfehlfaltung. Schwarze Pfeile geben die 
physiologischen Prozesse der normalen Protein-Funktionen wieder. Chaperone-Proteine sorgen 
für die korrekte Faltung der Proteine. Graue Pfeile beziehen sich auf Prozesse der Fehlfaltung und 
der Bildung von amyloiden Fibrillen. (verändert nach Lit. [114]).  
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Amyloidosen stehen, sind in der Lage, amyloide Fibrillen erst bei Bedingungen zu bilden, die 

eine partielle Entfaltung ermöglichen, wie z.B. bei niedrigem pH-Wert[115, 116], hoher 

Temperatur[117, 118], hohem Druck[119, 120] und in Gegenwart chemischer 

Denaturierungsmittel[121, 122]. [112] Teilweise Entfaltung ist in vielen Beispielen natürlicher 

amyloidogener Proteine und Peptide, wie z. B. im Falle von  Transthyretin, dem Prion-Protein 

PrPC, der SH3-Domäne von Rinderphosphatidylinositol-3-kinase oder auch des 

β2-Mikroglobulins zur Fibrillenbildung notwendig.[8] So konnte gezeigt werden, dass durch 

die Destabilisierung der nativen Struktur die Geschwindigkeit der Fibrillen signifikant erhöht 

wird.[113] 

Eine ganze Reihe von amyloidogenen Proteinen ist im nativen Zustand unstrukturiert. Bei der 

Bildung von amyloiden Fibrillen aus nativ ungefalteten Proteinen und Peptiden ist hierbei 

keine Destabilisierung, sondern vielmehr eine Stabilisierung einer partiell gefalteten Struktur 

als erster Schritt notwendig.[8, 113]  

Zusammenfassend ermöglicht das partiell gefaltete bzw. partiell ungefaltete Intermediat 

intermolekulare Wechselwirkungen, z.B. elektrostatische und hydrophobe Wechselwirkungen 

sowie Wasserstoffbrückenbindung, die zur Bildung von Oligomeren als Zwischenstufen im 

Prozess der Amyloidbildung und schließlich zur Bildung amyloider Fibrillen führen.[49, 50, 123]  

Darüber hinaus sind eine Reihe von Modellen zur Beschreibung der amyloiden Aggregation 

verschiedenster amyloidogener Proteine vorgeschlagen worden.[85, 124] Die meisten lassen sich 

unter dem Begriff der Nukleation-basierten Modelle zusammenfassen. Da es für die Inhibition 

der amyloiden Aggregation von Bedeutung ist, werde ich ein off-pathway-Modell näher 

beschreiben, das die wesentlichen Ereignisse des Aggregationsprozess umfasst.[85, 125, 126] 

Nach diesem Modell findet zunächst eine Umfaltung des nativen Monomers in eine weniger 

 

Abbildung 9:  Schematische Darstellung eines nukleationsabhängigen Modells der Aggregation 
zu amyloiden Fibrillen (verändert nach Lit. [85]) 
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stabile partielle ungefaltete Vorstufe statt, die sich zu stabileren Multimeren zusammenlagert. 

Dabei können Oligomere entstehen, die nicht mehr Teil des Prozessweges der Aggregation 

sind, so genannte off-pathway Oligomere. Sie können die Notwendigkeit einer besonders 

hohen kritischen Konzentration erklären und spielen auch bei der Inhibition der Aggregation 

eine besondere Rolle. Zur Entstehung des Nukleus ist eine konformationelle Umlagerung der 

(on-pathway) Oligomere notwendig. Ist der Nukleus gebildet, beginnt der 

Polymerisationsprozess unter Verbrauch von Monomeren. Es entstehen Protofibrillen, die 

sich schließlich zu amyloiden Fibrillen zusammenlagern.  

 

 

Abbildung 10: (A) Morphologie oligomerer, präfibrillärer und fibrillärer Amyloidstrukturen (oben) (Lit.[3] 
© Springer Medizin Verlag 2009); (B) Schematische Darstellungen des kinetischen Verlaufs der 
amyloiden Aggregation; (C) Schematische Darstellungen der Energie-Landschaft möglicher 
Konformationen der einzelnen Spezies (nach Lit. [621]).  
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5 Amyloidogene Oligomere und ihre pathologische 
Bedeutung  

 

Diverse Oligomere mit unterschiedlicher Struktur und unterschiedlichem 

Oligomerisierungsgrad sind bisher für das Aβ-Peptid aber auch für andere amyloidogene 

Proteine und Peptide beschrieben worden.[127-130] Dazu gehören z.B. Dimere, Trimere, 

Paranuclei, ring- oder porenförmige Oligomere oder auch helikale Intermediate.[131, 132]  Sie 

unterscheiden sich in ihrer Morphologie, in ihrer biologischen Aktivität bzw. Neurotoxizität 

sowie im Entstehungsprozess, d.h. sie können zu amyloiden Fibrillen führen (on pathway) 

oder nicht (off pathway) bzw. sind Teil von verschiedenen Prozesswegen[128, 131] zu amyloiden 

Fibrillen, so dass der Begriff Oligomere nur ein unspezifischer Sammelbegriff ist.[133] In 

welche Art und Weise verschiedene Oligomere eines amyloidogenen Proteins in einem 

mechanistischen Zusammenhang stehen, ist bisher nur wenig verstanden. Nachdem man zu 

Beginn der Amyloidforschung noch glaubte, dass amyloide Fibrillen die toxische Spezies ist, 

fand in den letzten Jahren ein Paradigmenwechsel statt. Zu diesem Paradigmenwechsel haben 

auch die zahlreichen Arbeiten über funktionale amyloide Fibrillen beigetragen.[134, 135] Nun 

werden die Intermediate als die eigentliche toxische Spezies diskutiert und deren strukturelle 

Charakterisierung und der Mechnismus der toxischen Wirkung sind aktuelle 

Fragestellung.[129-131, 136-140] Nach der Amyloid-Kaskaden-Hypothese geht man davon aus, 

dass es aus unterschiedlichen Gründen zu einem Ungleichgewicht zwischen der Produktion 

und dem Abbau des amyloidogenen Proteins bzw. Peptids kommt, was zu einer 

Akkumulation der oligomeren Spezies und schließlich zur Aggregation führt. In der Folge 

kommt es zu Schädigungen der betroffenen Zellen und des Gewebes.[7] Verschiedenste 

Einflussfaktoren können diesen Prozess begünstigen. Dazu gehören eine genetische 

Disposition[141, 142], eine Beeinträchtigung des Kontrollsystems der Proteinfaltung, 

verschiedene Metallionen[143], Oberflächen, wie die Zellmembran, die als Templat dienen 

können,[144] eine posttranslationale Modifikation, wie die Phosphorylierung beim Tau-

Protein[145] und α-Synuclein[146] und andere physiologische Faktoren.[147, 148] 

Der Mechanismus der toxischen Wirkung amyloidogener Oligomere wird hierbei zumeist auf 

die Generierung einer toxischen Funktion („gain of toxic function“), die mit der Fehlfaltung 

einhergeht, zurückgeführt. Jedoch sind detaillierte Mechanismen Gegenstand kontroverser 

Diskussion. Es werden Effekte auf Zellorganellen und die zelluläre Selbstregulation, wie z.B. 

mitochondriale Dysfunktion und Aufbrechen von Lysosomen, beschrieben. Eine Hypothese, 

wie diese Effekte erklärt werden können, besteht in einer generellen Schädigung der Integrität 
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der Membran[149-152] oder der Bildung von Poren in der Zellmembran[127, 153, 154], wodurch die 

Selbstregulation der Zelle gestört wird, was schließlich zum Zelltod führt. Eine zweite 

Hypothese im Bezug auf das Aβ-Peptid ist die Generierung einer ungewöhnlich hohen 

Konzentration an reaktiven und toxischen Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS), 

vermittelt durch die Interaktion des Aβ-Peptids mit Metallionen.[155]  

Es gibt aber auch experimentelle Hinweise darauf, dass in einigen Fällen der Verlust 

funktionaler Proteine aufgrund der Aggregation toxisch wirken kann („loss of physiological 

function“). So haben das Prion Protein PrPC[156] oder α-Synuclein[157] in ihrem nativen 

Zustand eine neuroprotektive Wirkung, wobei die Aggregation zum Verlust dieser 

physiologischen Funktion und zur Neurogeneration führt.[158]   

5.1 Die Bedeutung αααα−−−−helikaler Intermediate  

Wie bereits beschrieben, werden im Rahmen der Bildung amyloider Fibrillen unter 

bestimmten Bedingungen metastabile partiell gefaltete Übergangstrukturen gebildet, die 

durch intermolekulare Wechselwirkungen im Prozess der Oligomerisierung stabilisiert 

werden. Einige dieser noch löslichen Intermediate der verschiedenen amyloidogenen Proteine 

und Peptide wurden in vitro und in vivo identifiziert und charakterisiert. Mit Blick auf die  

eigenen Ergebnisse, die im Rahmen dieser Arbeit beschrieben werden, soll hier auf helikale 

Intermediate im Prozess der Bildung amyloider Fibrillen besonders eingegangen werden.  

Eine Reihe von Untersuchungen zur Charakterisierung der Intermediate deutet darauf hin, 

dass während des Prozesses der Bildung amyloider Aggregate möglicherweise helikale 

Intermediate, d.h. Oligomere mit teilweise helikaler Struktur gebildet werden.[159, 160] 

Systematische Studien zeigen, dass das Aβ-Peptid [161-166], IAPP [167, 168], das Tau-Protein [169], 

α-Synuclein (αS)[170], Glutamin- bzw. Asparagin-reiche Prionproteine[171], das durch poly-

Glutamin erweiterte Huntington-Protein[171, 172] sowie einige de novo designte 

Peptidfragmente natürlicher globulärer Proteine[173, 174] helikale Intermediate bilden. Diese 

Eigenschaft kann durch die Untersuchung der Faltungstendenz der jeweiligen amyloidogenen 

Sequenzen begründet werden, die zeigen, dass einige natürliche amyloidogene Proteine und 

Peptide trotz ihrer Eigenschaft, β-Faltblatt-reiche Fibrillen zu bilden, auch Elemente einer 

α-Helix in ihrer Primärstruktur aufweisen. Diese Sequenzen werden in der Literatur als 

α /β-diskordante Helices beschrieben.[165, 175]  

Die meisten experimentellen Daten für helikale Intermediate gibt es für das Aβ-Peptid. Mit 

Hilfe von CD-Spektroskopie konnten z.B. Kirkidatze et al. einen Anstieg der Helizität 

feststellen, bevor schließlich das CD Spektrum einer β-Faltblattstruktur detektiert wurde.[161, 
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162] NMR-Studien am Aβ-Peptid im wässrigen Medium mit membranähnlichen Oberflächen 

oder Medien, die extrazelluläre Bedingungen imitieren, zeigen, dass die zentrale Region, d.h. 

Position 13 bis 26, die auch die amyloidogene Kernsequenz KLVFF enthält, eine 

konformationelle Änderung von α-Helix zur β-Faltblattstrukturen durchläuft, sofern sie z.B. 

das Aβ-Peptid Membranoberfläche verlässt.[164] Der Austausch der Position V18, F19 und F20 

gegen Alanin führt zu Erhöhung der Helizität, begleitet von einer Reduzierung der 

Aggregationstendenz.[164, 175, 176]    

Eine Reihe von Studien weist darauf hin, dass bei der Aggregation von hIAPP ebenfalls 

helikale Intermediate eine wichtige Rolle spielen. NMR-Untersuchungen an hIAPP deuten an, 

dass die Sequenz von Position 8 bis 20 die Eigenschaft besitzt, übergangsweise helikale 

Konformation einnehmen zu können.[177-179] Die Tendenz zur Helix in dieser Region lässt sich 

durch die Zugabe von Hexafluoroisopropanol (HFIP) stabilisieren.[180] Knight und Miranker 

entwickelten ein Modell zum Mechanismus der Aggregation von IAPP, wobei der 

entscheidende Schritt der Nukleation durch die Bindung von IAPP an die Zellmenbran über 

die Positionen 1-20 vermittelt wird.[181] Weiterführende Studien zeigten, dass die Region des 

IAPP von Position 5-19 durch die Interaktion mit der Membran eine helikale Konformation 

einnimmt.[167, 182-185]  

Aggregationsexperimente mit florierten Alkoholen, wie Hexafluoroisopropanol (HFIP) und 

Trifluoroethanol (TFE), führen bei geeigneter Konzentration zu einer Beschleunigung der 

Aggregation.[186] Da diese Lösungsmittel bekannt dafür sind, bei Peptiden die Bildung einer 

helikalen Konformation zu fördern, steht dies im Einklang mit der Vorstellung der Bildung 

von helikalen Intermediaten während des Aggregationsprozesses.   

Aus den vorangegangenen Darstellungen wird ersichtlich, dass eine Reihe von 

amyloidogenen Peptiden eine Tendenz zeigen, helikale Übergangsstrukturen zu bilden. Diese 

können durch  Peptid-Peptid-Wechselwirkungen oder Peptid-Membran-

Wechselwirkungen[187] stabilisiert werden.[159] Nach der in Abbildung 11 skizzierten stark 

vereinfachten Vorstellung geht man davon aus, das nicht das gesamte amyloidogene Peptid 

eine helikale Konformation annimmt, sondern nur lokal begrenzt. Über lokale helikale 

Elemente können dann mehrere Peptidstränge miteinander interagieren, was zu einer hohen 

lokalen Konzentration von amyloidogenen Peptid-Sequenzen führt. Dies kann zur Bildung 

von intermolekularen β-Faltblatt-Strukturen führen und schließlich die Kinetik der amyloiden 

Aggregation beschleunigen. Die Stabilität der helikalen Strukturen ist hierbei sehr 

entscheidend. Eine hohe Stabilität kann zur Verlangsamung der Rate bis hin zur völligen 

Inhibition der amyloiden Aggregation führen. Sicherlich sind derartige helikale Strukturen 
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nicht thermodynamisch stabiler als β−Faltblatt-reiche amyloide Aggregate.[188] So kann man 

hier von einer kinetischen Stabilität sprechen bzw. von einer Metastabilität.[160] Dieser 

Sachverhalt bildet eine Grundlage für eine Strategie zur Inhibition der Aggregation. So lässt 

sich über die Stabilisierung helikaler Übergangstrukturen durch geeignete Liganden der 

Übergang zur β-Faltblattstrukturen und folglich die Bildung von amyloiden Aggregaten 

verhindern. Auf diesen Sachverhalt wird in einem gesonderten Kapitel im Rahmen der 

Ausführungen zur Inhibition der amyloiden Aggregation ausführlicher eingegangen.  

 

Abbildung 11:  Ein schematisches Diagramm, wie α-helikale Intermediate die Amyloidbildung 
fördern (verändert nach Lit. [159])  
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6 Eingriff in den Prozess der Bildung amyloider Agg regate 
 
Zahlreiche Krankheiten stehen im Zusammenhang mit dem pathologischen Prozess der 

Amyloidose. Verschiedene amyloidogene Proteine und Peptide bilden unlösliche Aggregate 

im Gehirn oder anderen Teilen des Körpers. Dieser Prozess stellt eine lange Kette von 

Ereignissen von der Bildung von verschiedenen Oligomeren bis zur Bildung 

charakteristischer Fibrillen dar, wobei die Verbindung zwischen einer amyloidogenen Spezies 

und der eigentlichen Krankheit noch nicht vollständig aufgeklärt ist (siehe Kapitel 5 

Amyloidogene Oligomere und ihre pathologische Bedeutung).  

Ziel der wissenschaftlichen Forschung ist es, in den Prozess der Bildung amyloider Aggregate 

einzugreifen und die pathologischen Auswirkungen zu unterbinden. Das Ergebnis der 

bisherigen Anstrengungen ist eine Reihe von verschiedenen Strategien, die an 

unterschiedlichen Schlüsselstellen des Prozesses der Bildung von amyloiden Aggregaten 

ansetzen (Abbildung 12).[189] Zu den Schlüsselstellen gehören:  

 

1. Inhibierung der Expression von amyloidogenen Proteinen 

2. Stabilisierung der nativen Struktur des amyloidogenen Proteins 

3. Inhibierung der Abspaltung eines amyloidogenen Peptids vom ursprünglichen Protein 

(sofern dies zur Bildung von amyloiden Fibrillen notwendig ist, z.B. Aβ-Peptid) 

4. Förderung der Degradation von amyloidogenen Proteinen und Peptiden 

5. Inhibierung der Aggregation  

6. Inhibierung der Auswirkungen der jeweiligen Erkrankung  

 
Abbildung 12: Darstellung verschiedener Schlüsselstellen zur Inhibierung der amyloiden 
Aggregation (adaptiert nach [189]) 
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Ein Großteil der wissenschaftlichen Anstrengungen zur Inhibierung amyloider Aggregation 

konzentriert sich auf die Alzheimersche Krankheit, da Alzheimer in den westlichen 

Gesellschaften weit verbreitet ist und bisher noch keine effektive Therapie zur Verfügung 

steht. Bisherige verfügbare Therapien gegen Alzheimer konzentrieren sich auf die 

Behandlung der Symptome und weniger auf die eigentlichen Ursachen.[190, 191]  Die 

Entwicklung von Verbindungen, die in der Lage sind, die Bildung toxischer Spezies und die 

Bildung von Fibrillen zu verhindern, stellt immer noch eine Herausforderung dar. Ausgehend 

von der Hypothese, dass die Akkumulation verschiedenster Spezies des amyloidogenen 

Peptids, d.h. kleine Oligomere, Protofibrillen und Fibrillen, die Ursache für die 

pathologischen Folgen sind (amyloid cascade hypothesis) und dieser Prozess schon lange vor 

dem ersten Auftreten klinischer Symptome beginnt, ist es Ziel der Forschung, den Start dieses 

Prozesses möglichst früh zu erkennen und Wirkstoffe als Grundlage für Therapien zu 

entwickeln, die mit den entsprechenden Spezies des amyloidogenen Peptids interagieren und 

den pathologischen Prozess verlangsamen können.[139, 192] Im Fall von Alzheimer ist diese 

Strategie in Abbildung 13 dargestellt. Ziel in der Entwicklung von therapeutischen 

Wirkstoffen sind Verbindungen, die möglichst oral anwendbar sind und eine akzeptable 

Bioverfügbarkeit, hohe Selektivität (geringe Nebenwirkungen),  hohe  Aktivität  (geringe 

Dosis) und ausreichende  metabolische  Stabilität aufweisen.[193] Darüber hinaus sollten sie 

keine ernsthaften Nebenwirkungen zeigen. Die Entwicklung eines Wirkstoffs und einer 

entsprechenden Therapie muss daher eine Reihe von Entwicklungsschritten durchlaufen. 

Zunächst werden potentielle Verbindungen im Rahmen von experimentellen Nachweisen in 

vitro auf positive Effekte hin überprüft. Die nächste Stufe sind weitere experimentelle 

Nachweise der Wirkung in vivo, d.h. in lebenden Modellsystemen, wie z.B. APP-transgene 

Mäuse[194], welche die Aβ-Peptide überexpremieren, oder andere in vivo-Modellsysteme, wie 

 

Abbildung 13:  Hypothetisches Schema zur Darstellung des Effekts eines potentiellen 
Therapieansatzes.    
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Caenorhabditis elegans[195] oder auch Drosophila melanogaster[196, 197]. Liegt eine 

ausreichende Basis an vielversprechenden Ergebnissen aus in vitro und in vivo-Experimenten 

vor, können klinische Studien mit menschlichen Probanden begonnen werden. Sie unterteilen 

sich in mehrere Phasen, die in Tabelle 2 mit entsprechen Zielen dargestellt sind.  

Potentielle Medikamente müssen klinische Studien der Phase III positiv abschließen, um die 

Marktzulassung zu bekommen. Aufgrund der Komplexität der menschlichen Physiologie 

erweisen sich die meisten Wirkstoffe und therapeutischen Ansätze, die außerordentlich 

überzeugende Ergebnisse aus vorangegangenen in vitro und in vivo-Studien zeigten, in 

klinischen Studien als nicht wirksam oder weisen nicht zu vertretende Nebenwirkungen auf.  

In den folgenden Kapiteln werden verschiedene Ansätze zur Entwicklung von therapeutischen 

Wirkstoffen, die in den Prozess der Bildung amyloider Aggregate verschiedenster 

amyloidogener Proteine und Peptide eingreifen, entsprechend der Schlüsselstellen des 

Amyloidbildungsprozesses beschrieben.  

6.1 Inhibition der Bildung amyloidogener Proteine u nd Peptide 

Der naheliegendste Ansatz ist die Inhibition der Bildung amyloidogener Proteine und Peptide. 

So lässt sich theoretisch die Expression von Genen, die das amyloidogene Protein codieren, 

z.B. durch RNA-Interferenz[198] stilllegen. Jedoch besitzen die verschiedenen amyloidogenen 

Proteine in ihrem nativen Faltungstand auch physiologische Funktionen, was zu nicht zu 

vertretenden Nebenwirkungen führen würde.  

Sofern Proteasen durch Modifikation eines Proteins zur Produktion von amyloidogen 

Peptidsequenzen beitragen, ist die Beeinflussung ihrer Wirkung eine Möglichkeit zur 

Reduktion von amyloidogenen Spezies.[189] Proteasen spielen vor allen Dingen in der Genese 

des Aβ-Peptids eine entscheidende Rolle. Das Aβ-Peptid wird durch zwei Proteasen, der β-

Sekretase (auch BACE1, β-site of APP Cleaving Enzyme) und der γ-Sekretase aus einem 

Tabelle 2:  Phasen klinischer Studien 

Phase Anzahl d. Probanden  Dauer Ziele 

    
0 ca. 10-15 Wochen Pharmakokinetik, Pharmakodynamik, 

(subtherapeutischen Dosen)  
I ca. 20-80 Wochen, 

Monate 
Pharmakokinetik, Pharmakodynamik, Verträglichkeit 
und Sicherheit 

II ca. 50-200 Monate  Überprüfung des Therapiekonzepts, Findung der 
geeigneten Therapiedosis 

III ca. 200-10000 Monate 
bis Jahre  

Signifikanter Wirkungsnachweis und Marktzulassung 
der Therapie 

IV ca. ab 1000 bis Millionen Jahre  Feststellung sehr seltener Nebenwirkungen 
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Vorläufer-Protein, dem Amyloid-Precursor-Protein (APP), gespalten. Die α-Sekretase 

konkurriert mit der β-Sekretase um das Substrat APP, wobei ihr Wirken zu ungefährlichen 

Produkten führt. Daraus folgend sind die Inhibition von β- und γ-Sekretase sowie die 

Stimulierung der α-Sekretase mögliche Strategien zur Behandlung von Alzheimer.[199, 200] In 

der Pharmaindustrie konzentrierte man sich früh zunächst auf die Entwicklung von Protease-

Inhibitoren, da man auf dem Gebiet der Inhibition von Enzymen bereits ein umfangreiches 

Wissen besaß und der Prozess der amyloiden Aggregation und die entsprechenden 

Zielstrukturen aus der Sicht der pharmazeutischen Industrie und der übrigen 

wissenschaftlichen Forschung noch weitestgehend unbekannt waren   

Bei Mäusen führte die genetische Abschaltung der Aktivität der β-Sekretase zu einer 

vollständigen Vermeidung der Produktion des Aβ-Peptids ohne wesentliche weitere 

Veränderung im Phänotyp der Tiere[201, 202], was darauf hindeutet, dass die Inhibition hier 

möglicherweise kaum mit Nebenwirkungen verbunden ist.[203] Die Entwicklung von 

Inhibitoren führte zu einer Reihe verschiedener, kleiner, nicht-peptidischer und selektiver 

Verbindungen, die zur Reduktion von Aβ −Produktion führten und vor dem Verlust 

kognitiver Fähigkeiten in transgenen Mäusen schützten.[203] Klinische Studien der Phase I 

zeigten ebenfalls eine Reduktion von Aβ  im menschlichem Plasma. Die Inhibierung der 

β-Sekretase wird daher als vielversprechende Strategie angesehen, jedoch müssen vorhandene 

Inhibitoren bezüglich ihrer pharmakokinetischen Eigenschaften optimiert und noch in 

klinischen Studien der Phase II und Phase III getestet werden.[203]   

Im Gegensatz zur β-Sekretase hat die γ-Sekretase viele weitere physiologische Funktionen. 

Daher sind viele der bisher entwickelten Inhibitoren (GSIs, γ-secretase inhibitors) toxisch.[203, 

204] Aus diesem Grunde änderte sich die Zielstellung in Richtung auf die Entwicklung von 

Verbindungen, welche die Funktion des Enzyms nicht inhibieren, sondern lediglich 

modulieren. Das bedeutet, dass die γ-Sekretase durch diese Verbindung kürzere, nicht-

toxische Fragmente von Aβ  produziert ohne Beeinträchtigung der anderen physiologischen 

Funktionen.[204] Diese Selektivität ist die größte aktuelle Herausforderung in der Forschung in 

diesem Bereich.  

Die Förderung der Aktivität der α-Sekretase führt zum einen zur Reduzierung der Menge an 

toxischen Aβ-Peptid und zum anderen zur Erhöhung der Menge an APPSα, das 

neuroprotektiv wirkende Produkt der Spaltung von APP durch die α-Sekretase.[205] Dies 

konnte man anhand transgener Mäuse, die α-Sekretase im hohen Maße expremieren, 

zeigen.[206] Verschiedene Verbindungen, die als pharmakologische Aktivatoren fungieren, 

wurden bereits in vorklinischen Studien und bei Alzheimer-Patienten getestet mit z.T. 
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positiven Ergebnissen.[207, 208] Man geht bisher davon aus, dass eine moderate Förderung der 

α-Sekretase nur geringe Auswirkung auf die restliche Physiologie hat und somit als 

Therapieansatz denkbar ist, jedoch sind noch weitere Studien notwendig.[205, 209]   

Die beschriebenen Sekretasen sind zwar entscheidend in der Genese des Aβ-Peptids, aber sie 

haben z.T. noch andere wichtige physiologische Funktionen, so dass identifizierte Inhibitoren 

möglicherweise einige Nebenwirkungen zeigen können.[189] Darüber hinaus ist die Strategie 

der Modulation von Sekretasen nicht auf Erkrankungen wie z.B. Parkinson und Huntington 

sowie Prionenerkrankungen oder Diabetes Typ II anwendbar, da hier keine Proteolyse eines 

Vorläuferproteins zur Genese des amyloidogenen Proteins bzw. Peptids notwendig ist.[189]  

6.2 Förderung der Degradation amyloidogener Protein e und Peptide  

Vor dem Hintergrund der Tatsache, dass die Menge an amyloiden Aggregaten Ergebnis eines 

Gleichgewichts aus Biosynthese und metabolischer Degradation ist, ist auch die Förderung 

der Degradation ein möglicher Ansatz zur Reduzierung amyloider Aggregate.[210] Das 

Aβ-Peptid stellt das bevorzugte Ziel dieser wissenschaftlichen Forschung dar und es sind 

bisher eine ganze Reihe von Enzymen (ADEs, amyloid-degrading-enzymes)  identifiziert 

worden, die in der Lage sind, das Aβ-Peptid abzubauen, wie z.B. NEP (Neprilysin) und IDE 

(insulin-degrading-enzyme).[211, 212] Mögliche Wege zur Erhöhung der Aktivität dieser 

Enzyme sind z.B. der virale Gentransfer oder die Applizierung von pharmakologisch 

wirksamen Verbindungen.[210] Bisher konnten zahlreiche Studien in Tiermodellen zeigen, dass 

die Aktivierung von entsprechenden Enzymen zur Reduktion der Menge an Aβ und zu 

positiven Effekten bezüglich der Kognition führen kann.[213-215] Ähnlich wie beim Einfluss auf 

die Aktivität der verschiedenen Sekretasen lässt sich aber auch hier sagen, dass diese Enzyme 

ebenfalls andere Aufgaben übernehmen und die Einflussnahme zu Nebenwirkungen führen 

kann. Dieser Strategie wird jedoch einiges therapeutisches Potential zugesprochen. Aber es 

sind noch weitere vor-/klinische Studien notwendig und die bisherige Forschung konzentriert 

sich hauptsächlich auf das Aβ-Peptid.[210]  

6.3 Inhibition der Aggregation amyloidogener Protei ne und Peptide 

Der Eingriff in den Prozess der Bildung der Fibrillen durch Inhibierung bzw. Beeinflussung 

der Aggregation amyloidogener Proteine bzw. Peptide stellt eine vielversprechende Strategie 

zur Entwicklung neuer Therapien dar. Es stellt sich jedoch die Frage nach den Zielstrukturen. 

Eine Reihe aktueller wissenschaftlicher Arbeiten zeigt, dass möglicherweise die 

Akkumulation der diversen intermediären Oligomere im Prozess der Bildung amyloider 

Fibrillen die eigentliche toxische Spezies darstellen und nicht die amyloiden Fibrillen 
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selbst.[140, 216, 217] Einige Studien konnten zeigen, dass der Grad der Erkrankung nicht mit der 

Menge an amyloiden Fibrillen, sondern eher mit der Menge an löslichen Oligomeren 

korreliert.[218-220] Zudem eröffnen die zahlreichen Arbeiten über funktionale amyloide 

Fibrillen einen völlig neuen Blickwinkel auf amyloide Fibrillen.[221, 222] Möglicherweise sind 

amyloide Ablagerung im Rahmen der Amyloidose eine physiologische Form der Speicherung 

und Entsorgung von toxischen Proteinspezies.[135]  

Der Mechanismus, wie eine spezifische Spezies des Fibrillenbildungsprozesses schließlich 

zur Degeneration der Zelle führt, ist noch unklar und es ist möglicherweise etwas verfrüht, 

amyloide Fibrillen generell als toxische Spezies auszuschließen.[51] Darüber hinaus können 

Inhibitoren, welche die Elongation der Fibrillen inhibieren, sich auch an Intermediate des 

gesamten Prozesses binden, was möglicherweise schwer vorsehbare Folgen haben kann.[51] Es 

ist möglich, dass sie zum einen zur Degradation der mitunter toxischen Intermediate beitragen 

oder aber zum anderen auch zu einer vermehrten Bildung von toxischen Intermediaten führen. 
[51] Bei der Suche nach Inhibitoren werden unterschiedliche Strategien bezüglich der 

Ausgangstruktur der Inhibitoren verfolgt. Einerseits werden Screening-Methoden 

angewendet, andererseits verfolgt man die Strategie des gezielten rationalen Designs von 

Inhibitoren. Die strukturelle Charakterisierung der Zielstruktur ist Voraussetzung für ein 

rationales Design von Inhibitoren. Der gesamte Prozess der Bildung amyloider Fibrillen ist 

jedoch sehr komplex und gerade die strukturelle Charakterisierung der Intermediate gestaltet 

sich nicht zuletzt aufgrund der Instabilität der Intermediate oft als schwierig.[133, 162, 223, 224]  

Identifizierte Inhibitoren können an verschiedenen Intermediaten binden, deren Struktur 

verändern und deren toxische Wirkung reduzieren oder gänzlich zur Auflösung der Oligomere 

und Fibrillen führen. Darüber hinaus ist auch die native Struktur des amyloidogenen Peptids 

als Zielstruktur denkbar. Gelingt es durch entsprechende Liganden, die native Struktur 

ausreichend zu stabilisieren, so lässt sich auch auf diesem Weg die Bildung von toxischen 

Oligomeren und ferner die Bildung von amyloiden Fibrillen verhindern. Zusammenfassend 

gehören zu den möglichen Strategien der Inhibition der Aggregation durch Zugabe von 

Inhibitoren die Stabilisierung des nativen Zustands des amyloidogenen Proteins bzw. Peptids, 

die Stabilisierung nicht-toxischer Oligomere, die nicht mehr Teil des amyloiden 

Aggregationsprozesses sind (off-pathway) sowie die Inhibierung der Fibrillen-Elongation 

(Abbildung 14). Wie bereits beschrieben, zeigen zahlreiche Arbeiten, dass möglicherweise die 

Oligomere die eigentliche toxische Spezies sind. Daher kann es auch Ziel sein, die Bildung 

von amyloiden Fibrillen durch entsprechende Modulatoren zu fördern, so dass die 

Konzentration  potentiell toxischer Oligomere reduziert wird.[225] Daran schließt sich eine 

weitere Strategie an. So ist es denkbar, die Aggregationstendenz zu nutzen, aber den Prozess 
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der Aggregation durch entsprechende Modulatoren ähnlich zur Polymerchemie so zu 

verändern, dass nicht amyloide Fibrillen, sondern z.B. amorphe Aggregate oder auch α-

helikale Aggregate entstehen.[226] Man geht davon aus, dass nicht-toxische Komplexe aus 

Inhibitor und amyloidogenen Peptid durch vorhandene Degradationsmechanismen in der 

Zelle abgebaut werden.[227-231]  

Zahlreiche Verbindungen und Substanzen haben Potential, in den komplexen Prozess der 

Bildung von amyloiden Aggregaten einzugreifen. Die grundlegende Struktur der Inhibitoren, 

so zeigt die bisherige Inhibitionsforschung, kann sehr divers sein. Dazu gehören kleine, oft 

aromatische Moleküle, peptidbasierte Verbindungen und Chaperone-Proteine oder auch 

Antikörper.[51, 189] Einige wurden bereits in klinischen Studien getestet oder befinden sich 

zurzeit in solchen. Auf die wesentlichen Verbindungen, aber vor allen Dingen auf die Ansätze 

des rationalen Designs und verschiedene Mechanismen der Inhibition wird in den folgenden 

Kapiteln eingegangen. Zuvor soll jedoch insbesondere auf die Strategie der Stabilisierung der 

α-helikalen Konformation zur Inhibition der amyloiden Aggregation eingegangen werden, da 

diese von besonderer Bedeutung für die im Rahmen die Arbeit durchgeführten Experimente 

ist.     

6.3.1 Strategie der Stabilisierung der αααα-helikalen Konformation  

Wie bereits im Kapitel 5.1 Die Bedeutung α−helikaler Intermediate beschrieben, werden bei 

einigen amyloidogenen Proteinen und Peptiden im Prozess der Aggregation ausgehend von 

unstrukturierten Monomeren durch Peptid-Peptid-Wechselwirkungen oder Peptid-Membran-

Abbildung 14:  Schematische Darstellung verschiedener Inhibitionsstrategien. 

  



Eingriff in den Prozess der Bildung amyloider Aggregate 

 35 

Wechselwirkungen helikale Intermediate gebildet. Einige amyloidogene Proteine sind bereits 

im nativen Zustand α-helikal gefaltet, wie z.B. α−Synuclein[232], oder bergen in ihrer 

Primärstruktur eine α-Helix, wie z.B. das Prion Protein (helix 2, Position 179-191) und das 

Aβ−Peptid (Position 16-23), die als α/β−diskordante Helices beschrieben werden.[165]   

Basierend auf MD-Simulationen der zentralen Region des Aβ-Peptids von Position 13 bis 26 

wurde für den Prozess der konformationellen Änderungen von α-Helix zu β-Faltblatt und zu 

amyloiden Aggregaten ein dreistufiger Mechanismus vorgeschlagen.[164] (I) Zunächst müssen 

ausreichend interne Wasserstoffbrückenbindungen in der α-Helix aufgelöst werden. 

Anschließend müssen starke hydrophobe Wechselwirkungen zwischen unpolaren Seitenketten 

(II) und starke hydrophile Wechselwirkungen zwischen polaren Seitenketten für eine 

konformationelle Änderung vorhanden sein (III). Werden diese Bedingungen nicht erfüllt, 

findet keine Aggregation zu amyloiden Fibrillen statt. Durch geeignete Liganden, die in der 

Lage sind, die helikale Struktur zu stabilisieren und ausreichend interne 

Wasserstoffbrückenbindungen in der α-Helix zu erhalten, lässt sich die Aggregation zu 

β−Faltblatt-reichen amyloiden Fibrillen inhibieren. Eine vielversprechende Strategie besteht 

im Design eines stabilen helikalen Liganden, der in der Lage ist, spezifisch mit den helikalen 

Elementen innerhalb der amyloidogenen Sequenz zu interagieren und die helikale 

Konformation zu stabilisieren (Abbildung 15, B). Ein Ligand, bestehend aus einer 

 

Abbildung 15:  Ein schematisches Diagramm, wie ein potentieller helikaler Inhibitor bzw. ein 
Inhibitor, der die helikalen Elemente in einer amyloidogenen Sequenz unterstützt, die Aggregation 
zu amyloiden Fibrillen verhindern kann (erweitert nach Lit. [160]).   
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Erkennungsdomäne, die spezifisch mit den helikalen Elementen innerhalb der amyloidogenen 

Sequenz interagiert und einer zusätzlichen Einheit, die den Übergang zu β-Faltblatt-reichen  

Oligomeren verhindert, ist ebenfalls vorstellbar (Abbildung 15, A).[160] Ausgehend von nativ 

partiell helikal gefalteten amyloidogenen Proteinen und Peptiden ist auch eine Stabilisierung 

der nativen Struktur denkbar, was zusätzlich das Risiko der Stabilisierung toxischer 

Oligomere, das bei der Inhibition zu bedenken ist, möglicherweise völlig ausschließen kann 

(Abbildung 15, C). Die Stabilität der helikalen Oligomere aus Inhibitor und amyloidogenem 

Protein bzw. Peptid ist entscheidend. Sind sie nicht ausreichend stabil, kann der Inhibitor 

durch die Bildung helikaler Übergangsstrukturen möglicherweise als Nukleus für die 

amyloide Aggregation fungieren und sie entsprechend beschleunigen. Bei ausreichender 

Stabilität sollte durch die  Bildung helikaler Oligomere aus Inhibitor und amyloidogenem 

Protein bzw. Peptid die Rate der amyloiden Aggregation verlangsamt werden bis hin zur 

völligen Inhibition der Aggregation. Derartige helikale Strukturen sind nicht 

thermodynamisch stabiler als β-Faltblatt-reiche amyloide Aggregate.[188, 233] So kann man hier 

von einer kinetischen Stabilität sprechen bzw. von einer Metastabilität.[160, 233]  

6.3.2 Nicht-peptidische Inhibitoren 
 
Mit Hilfe einfacher in vitro Testreihen und Screening-Methoden gelang es, zahlreiche 

Verbindungen zu identifizieren, welche die Bildung von amyloiden Fibrillen verhindern oder 

sogar bereits gebildete Fibrillen wieder auflösen können.[61, 189, 234] Die meisten der 

Verbindungen sind Inhibitoren der Aggregation des Aβ-Peptids. Jedoch bleiben die 

mechanistischen Details oft unklar. Viele der Inhibitoren können verschiedene amyloidogene 

Proteine inhibieren, was die Spezifität in Frage stellt. Darüber hinaus werden unterschiedliche 

Spezies des gesamten Prozesses der Bildung amyloider Aggregate adressiert.[235] Zu den 

identifizierten Verbindungen mit inhibitorischer Wirkung gehören z.B. Rifampicin[236, 237], 

Melatonin[238], Glykosaminoglykane[239], Fullerene[240], Apomorphinderivate[241],   

Indolderivate[242], Detergentien[243], Curcumin[244], Aminopyrazol[245], Inositol[246], 

Polyphenole[247-249], 3-Amino-1-Propansulfonsäure (AlzhemedTM oder Tramiprosat)[250], 

Salvianolische Säure B[251] und Kongorot[252] sowie Memoquin[253], aber auch nicht-steroidale 

Antirheumatika wie z.B. Nanoproxen (NSAR engl. NSAID)[254-256]. Im Folgenden sollen 

ausgewählte Bespiele einen kurzen Einblick in verschiedene Mechanismen der Inhibition 

durch nicht-peptidische Inhibitoren geben. Darüber hinaus wird auf die neueste Entwicklung 

von bereits in klinischen Studien befindlichen Verbindungen eingegangen.  
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6.3.2.1 Unspezifische Modulatoren der Aggregation 
 
Eine Reihe von nicht peptidbasierten meist kleinen, aromatischen Verbindungen sind bisher 

als Inhibitoren identifiziert worden, wie z.B. Kongorot. Kongorot [Dinatrium-3,3′-((1,1′-

biphenyl)- 4,4′-diylbis(azo))bis- (4-aminonaphthalin-1-sulfonat] ist ein hydrophiler, 

symmetrisch sulfonierter Azofarbstoff, der spezifisch an amyloide Fibrillen bindet und 

daraufhin eine charakteristische apfelgrüne Doppelbrechung unter polarisiertem Licht 

zeigt.[257] Neben der Funktion in der Analyse amyloider Aggregate wird von Kongorot 

berichtet, dass zum einen die Bildung von Fibrillen von Aβ(1-40) inhibiert und zum anderen 

durch das Binden an bereits gebildete amyloide Fibrillen deren Toxizität reduziert wird.[200, 

258, 259] Darüber hinaus konnte in einer weiteren Studie gezeigt werden, dass Kongorot das Aβ-

Monomer/Oligomer-Verhältnis in Zellkulturen erhöht, indem es die Aβ-Monomere 

stabilisiert.[200, 260] Weiterhin wurde berichtet, dass Kongorot in vitro und in vivo zur 

Auflösung von amyloiden Polyglutamin-Aggregaten, die u.a. mit der Huntingtonschen 

Krankheit in Zusammenhang stehen, beiträgt.[189, 261] Weitere Derivate von Kongorot und 

anderen Farbstoffen wurden ebenfalls als Inhibitoren der Aggregation zu amyloiden Fibrillen 

identifiziert.[189, 262, 263]  

Kongorot gehört zu den gut untersuchten Verbindungen, jedoch sind die Details des 

Mechanismus wie bei vielen anderen Verbindungen nicht vollständig aufgeklärt. Kürzlich 

berichtete Ergebnisse über die Inhibition der Aggregation des Aβ-Peptids und des 

α-Synucleins durch Kongorot und Lacmoid unterscheiden sich von den zuvor beschrieben, 

geben jedoch einen Einblick in den Mechanismus der Inhibition. Es ist bekannt, dass 

 

Abbildung 16:  Chemische Struktur von Kongorot, Lacmoid[270] und Orcein-Derivat O4[225]. 
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Kongorot oberhalb einer Konzentration von 5 µM zu Mizellen-ähnlichen supramolekularen 

Komplexen aggregiert.[264-266] Lendel et al. stellte hierbei einen Zusammenhang zwischen der 

Eigenschaft der Selbst-Assoziation und der Wirkung auf den Prozess der amyloiden 

Aggregation her, was möglicherweise als genereller Mechanismus der Inhibition und 

Reduktion der Toxizität durch eine ganze Reihe nicht-peptidischer Inhibitoren herangezogen 

werden kann.[258, 266-269] Darüber hinaus konnte man feststellen, dass trotz der Ähnlichkeit im 

Bindungsmechanismus beider Verbindungen, sie jedoch zu unterschiedlichen Effekten 

führen. Kongorot induzierte die Bildung von amorphen Aggregaten, Lacmoid dagegen 

inhibierte die Aggregation vollständig.[267] Kongorot zeigte in Gegenwart von Aβ einen 

ähnlichen Bindungsmechanismus wie kleinere Konzentrationen von Natriumlaurylsulfat 

(SDS, sodium dodecyl sulfate), einem anionischen Detergens. Ähnlich zum Einfluss von 

anionischen Detergentien[271, 272] auf amyloide Aggregate vermögen nicht-peptidische 

Verbindungen mit einer Tendenz zur Selbstassoziation, wie z.B. Kongorot, den Prozess der 

Aggregation zu verändern und die toxischen Eigenschaften zu reduzieren.[235, 252] Obwohl die 

Anwesenheit von Kongorot β-Faltblattstruktur bei Aβ induziert, fördert es die Bildung von 

bestimmten Aggregaten, deren toxische Eigenschaft reduziert ist.[252, 267] Möglicherweise wird 

durch die Eigenschaft, als Detergens zu wirken, die Eigenschaft der Oberfläche der amyloiden 

Aggregate verändert.[252] Die negativen Ladungen von Kongorot ermöglichen womöglich 

über elektrostatische Wechselwirkung die Stabilisierung nicht-toxischer Oligomere, wie es 

z.B. für einen Protein-Engineering-Ansatz berichtet worden ist.[273] In einer weiteren Studie 

mit Lacmoid in Gegenwart des Aβ-Peptids konnte man wiederum mit Hilfe von NMR zeigen, 

Abbildung 1:  Vereinfachte schematische Darstellung der Wirkung unspezifischer Modulatoren auf 
das Aβ-Peptid. (A) Unspezifische Bindung von Lacmoid (rot) reduziert die Wechselwirkungen, die 
zur Aggregation von amyloiden Fibrillen führen (B) Kongorot, Ocerin-Derivat O4 induziert die 
Bildung von β-Faltblatt-Strukturen und fördert die Bildung von amyloiden Fibrillen (nach Lit. [225, 270])  
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dass der Bindungsmechanismus von Lacmoid und Kongorot ähnlich ist, jedoch wie im Falle 

des zuvor beschriebenen α-Synucleins zu unterschiedlichen Effekten führt. Lacmoid ist im 

Gegensatz zu Kongorot in der Lage, die Bildung von jeglichen Aggregaten zu verhindern.[270]  

Da jedoch auch die Förderung der Bildung amyloider Fibrillen eine Strategie sein kann, die 

Konzentration potentiell toxischer Oligomeren zu reduzieren, kann auch die Entwicklung 

entsprechender Modulatoren ein Ziel der Forschung sein. Bieschke et al. zeigten, dass ein 

Orcein-Derivat mit einer zu Lacmoid sehr ähnlicher Struktur an die hydrophoben 

Aminosäuren des Aβ-Peptids bindet und die Nukleation und die Bildung von Protofibrillen 

und amyloiden Fibrillen fördert.[225]    

Man kann feststellen, dass viele der identifizierten Inhibitoren im Allgemeinen hydrophob 

sind und entsprechend in wässrigen Lösungen zur Selbst-Assoziation neigen. Die 

Hydrophobizität ist ebenfalls die hauptsächliche Triebkraft beim Prozess der Aggregation von 

Peptiden und Proteinen zu amyloiden Fibrillen. Diese Studien deuten darauf hin, dass die 

hydrophoben Inhibitoren unspezifisch ähnlich wie Detergentien an die hydrophobe 

Oberfläche der amyloidogenen Peptide und Proteine binden, was zu einer Veränderung bis 

hin zur vollständigen Inhibition des Prozesses der Aggregation führen kann.[270] Darüber 

hinaus können derartige Liganden die konformationelle Eigenschaften verändern, das den 

entscheidenden Schritt, d.h. den strukturellen Übergang zu Amyloiden, stark beeinflusst.[270] 

Beide Effekte in Abhängigkeit von der Verbindung und von der Konzentration können ganz 

unterschiedliche Folgen haben, von der Inhibition bis hin zu Induzierung der Aggregation.  

6.3.2.2 Natürliche Polyphenole 
 
Eine Reihe von Studien konnte zeigen, dass viele Formen natürlicher Polyphenole in der Lage 

sind, die Bildung von amyloiden Fibrillen zu inhibieren. Dazu gehören Polyphenole, die z.B. 

in Wein oder in Grünem bzw. Schwarzem Tee zu finden sind.[274-277] So inhibieren 

Polyphenole wie (-)-Epicatechin, (-)-Epigallocatechingallat (EGCG), Tannine, Theaflavine,  

Resveratrol sowohl die Bildung als auch das Wachstum der Fibrillen und vermögen bereits 

gebildete Fibrillen wieder aufzulösen.[248, 274, 275, 277-280] Es konnte gezeigt werden, dass 

Polyphenole einerseits vor der toxischen Wirkung durch amyloide Aggregation induzierter 

Akkumulation freier Radikale schützen[274, 277, 281] und zum anderen direkt über ihre Struktur 

mit β-Faltblattstrukturen interagieren[91] und die Bildung von toxischen Oligomeren und 

ferner die Bildung von amyloiden Fibrillen verhindern.  Ausführliche Studien zur Bildung 

von amyloiden Fibrillen amyloidogener Proteine bzw. Peptide in Gegenwart von EGCG 

ergaben ein hohes Potential dieser Verbindung zur Inhibition der amyloiden Aggregation. Es 
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inhibiert die Aggregation und reduziert die Toxizität von vielen verschiedenen 

amyloidogenen Proteinen, wie z.B. das Aβ-Peptid, das Huntington Protein, α-Synuclein oder 

das Prion-Protein.[158, 247-249, 276, 277, 280, 282, 283] Dabei verändert EGCG den Reaktionsweg der 

amyloiden Aggregation und fördert die Bildung von nicht-toxischen Oligomeren.[248, 276, 282] 

EGCG bindet an das ungefaltene Protein über Wasserstoffbrückenbindungen und 

hydrophoben Wechselwirkungen.[248, 284] Darüber hinaus wurde von einer kovalenten Bindung 

von EGCG an Lysinseitenketten über die Bildung einer Schiffschen Base berichtet.[285] Porat 

et al. stellen ferner eine Verbindung zwischen den aromatischen Ringen der Polyphenole und 

der relativen Häufigkeit von aromatischen Aminosäuren wie Phenylalanin und Tryptophan in 

den amyloidogenen Kernsequenzen verschiedener Proteine[86] her und schlagen eine 

spezifische aromatische Wechselwirkung vor, unterstützt durch Wasserstoffbrückenbindung 

vermittelt durch die zahlreichen Hydroxylgruppen als mechanistische Grundlage der Bindung 

von Polyphenolen, aber auch von Farbstoffen wie Kongorot an β-Faltblattstrukturen und der 

daraus folgenden Störung der Aggregation zu amyloiden Fibrillen.[91, 283, 286] NMR-

Experimente mit EGCG in Gegenwart des amyloidogenen Proteins Calcitonin deuten hier 

ebenfalls auf eine Wechselwirkung zwischen den aromatischen Ringen des EGCG und den 

aromatischen Seitenketten.[287] Ehrnhöfer et al. schlagen im Rahmen ihres Models zur 

Inhibition der Aggregation von α-Synuclein vor, dass EGCG an einem frühen Punkt im 

Prozess der Bildung amyloider Aggregate mit dem amyloidogenen Protein interagiert und den 

nativ ungefalteten Zustand stabilisiert und intramolekulare Wechselwirkung unterstützt.[248] 

Als Folge werden in Gegenwart von EGCG stabile Oligomere gebildet, die nicht Teil des 

Bildungsprozesses amyloider Fibrillen sind („off-pathway“ Oligomere).[248] 

Die bisher berichteten Ergebnisse machen deutlich, dass die Klasse der Polyphenole 

vielversprechende Verbindungen birgt, welche als Grundlage für neue Therapien zur 

Behandlung von neurodegenerativen Erkrankungen wie der Alzheimerschen und 

 
Abbildung 18:  Polyphenole mit inhibitorischer Wirkung: A: (-)-Epigallocatechingallat (EGCG); B: 
Resveratrol; C: Theaflavin. 
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Parkinsonschen Krankheit dienen können.[288, 289] Jedoch sind noch einige Untersuchungen 

zur Bioverfügbarkeit und pharmakokinetischen Eigenschaften an Zellen und transgenen 

Tiermodellen notwendig.  

6.3.2.3 Kinetische Stabilisierung des nativen Zusta nds 
 

J. W. Kelly aber auch anderen Wissenschaftlern gelang es, durch einen strukturbasierten 

Ansatz Inhibitoren gegen die Aggregation des Transthyretin Protein, kurz TTR, zu 

entwickeln.[288, 290, 291] TTR ist ein homotetrameres, 127 Aminosäuren langes Protein mit β-

Faltblatt-reichen Domänen. Über mehrere Bindungsstellen erfüllt es seine Funktion als 

Transportprotein für das Schilddrüsenhormon Thyroxin. Die Verschiebung des 

thermodynamischen Gleichgewichts in Richtung des amyloidogenen ungefalteten Monomers 

führt zur Bildung von amyloiden Aggregaten.[290, 292] In mehreren Studien konnte gezeigt 

werden, dass kleine organische Moleküle an den unbesetzten Bindungsstellen des tetrameren 

TTR binden und kinetisch stabilisieren.[292-295] Die Dissoziation des Proteins in vier 

Monomere wird durch diese Inhibitoren unterbunden und die Aggregation zu potentiell 

toxischen Oligomeren und amyloiden Fibrillen wird verhindert.[290] Eine ganze Reihe von 

verschiedenen Inhibitoren, die an den Bindungsstellen für Thyroxin binden, wurden bisher 

meist auf Grundlage von Kristallstrukturen synthetisiert.[296-302] Sie zeigen eine große 

strukturelle Ähnlichkeit. So bestehen sie zumeist aus zwei aromatischen Ringen, die jeweils 

zwei Bindungsstellen im tetrameren TTR-Protein besetzen. Diese beiden Ringe können direkt 

miteinander verbunden werden[298], z.B. zu  Biphenylen, oder über kurze hydrophobe 

Linker[301, 302]. Die verschiedenen Liganden binden zum einen über hydrophobe und zum 

anderen über elektrostatische Wechselwirkungen.[290] Zur Optimierung dieser 

 

Abbildung 19:  Komplex aus dem tetrameren TTR-Protein und Inhibitor (links). Schematische 
Bindungsstelle des tetrameren TTR-Proteins, besetzt durch einen Inhibitor (Mitte), wo das Y für 
einen Linker, X und Z für verschiedene substituierte Aryl-Reste stehen (verändert nach Lit. [290] © 
2010 Copyright Elsevier Ltd.). Chemische Struktur von Tafimidis (links).  
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Wechselwirkungen müssen entsprechende Substituenten an den beiden Aryl-Resten und ein 

passender Linker gewählt werden. Polare Substituenten wirken durch die Wechselwirkung 

mit den Lysin- und Glutamatseitenketten an Position 15 bzw. 54 des TTR-Proteins 

stabilisierend.[303] Darüber hinaus unterstützen Wasserstoffbrückenbindungen die Bindung 

zwischen Inhibitor und Tyrosin- und Serinseitenketten in Position 116 bzw. 117 des TTR-

Proteins.[290] Die systematische Optimierung beider Aryl-Reste und des Linkers auf der Basis 

von Kristallstrukturen führten bei diesem Beispiel zu einer Reihe von potentiellen und hoch-

selektiven Inhibitoren, die den tetratmeren Proteinkomplex kinetisch stabilisieren.[288, 290, 300-

302, 304] Die Verbindung Tafimidis wurde bereits in im Jahr 2011 beendeten klinischen Studien 

der Phase II und Phase III getestet und man erwartet die Zulassung.[305] Dies wäre die erste 

wirkstoffbasierte Therapie gegen eine Form der Amyloidose.  

6.3.2.4 Rationales Design und Wirkung von Metall-Ch elatoren 
 
Das Aβ-Peptid besitzt Bindungsstellen für Cu2+ und Zn2+ Ionen und es gibt mehr und mehr 

Hinweise, dass die Cu2+- und Zn2+-Ionen mit Aβ-Peptiden interagieren und sowohl einen 

Einfluss auf die Bildung der amyloiden Fibrillen besitzen als auch auf die Toxizität.[306-308] 

Cu2+- und Zn2+-Ionen sind in hoher Konzentration im Bereich der Synapsen im Gehirn 

vorhanden und spielen auch bei anderen neurologischen Erkrankungen ein Rolle.[309] 

Möglicherweise gibt es einen Zusammenhang zwischen einem im hohen Alter auftretenden 

Ungleichgewicht dieser Metallionen und der Alzheimerschen Krankheit. So ist es 

nachvollziehbar organische Verbindungen zu testen, die als Chelatoren für die entsprechenden 

Metallionen fungieren können. In in vitro-Studien konnte gezeigt werden, dass einige 

Chelatoren die durch Cu2+ bzw. Zn2+ ausgelöste Aggregation von Aβ(1-40) und Aβ(1-42) 

inhibieren.[306, 307, 310] Clioquinol [5-chloro-7-iodo-8-hydroxyquinon] ist einer dieser 

wirksamen Chelatoren (Abbildung 20). Es bindet Cu2+- bzw. Zn2+-Ionen mit höherer Affinität 

als Ca2+ und Mg2+, ebenfalls biologisch relevante Ionen. In einer Studie mit transgenen 

Mäusen wurde eine ca. 50%-ige Reduktion von Aβ-Ablagerung bei oraler Zugabe (ca. 20 

mg/Kg/d) von Clioquinol festgestellt.[310] Die Wirkung von Clioquinol wurde schließlich auf 

der Ebene klinischer Studien untersucht. Man konnte einige signifikante Effekte bei an 

Alzheimer erkrankten Patienten feststellen, was sich u.a. in einer Verbesserung der kognitiven 

Fähigkeiten und Reduzierung der Aβ−Konzentration im Plasma zeigte.[311, 312] Aufgrund von 

Schwierigkeiten in der Herstellung, die zu Unreinheiten durch zweifache Iodierung führten 

und den damit gestiegenen Risiko von Nebenwirkungen, wurde sowohl die Produktion als 
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auch weitere klinische Studien der Phasen II und III eingestellt.[312] In der Folge konzentrierte 

man sich schließlich auf PBT2, ein 8-hydroxy-Chinolin Derivat, das nicht iodiert ist.  

Es wird angenommen, dass PBT2 zu einen Aβ-Cu2+ (oder Zn2+)-Komplex bindet und auf 

diese Wiese mögliche zelltoxische oxidative Reaktionen unterbindet. PBT2 zeigt ebenfalls 

inhibitorische Wirkung auf durch Cu2+ bzw. Zn2+ ausgelöste Aggregation von Aβ,  ist jedoch 

effektiver als PBT1 und besitzt eine größere Fähigkeit, die Blut-Hirn-Schranke zu 

durchdringen.[313]  PBT2 inhibiert die Bildung von Aβ-Oligomeren, löst vorhandene 

Aβ-Oligomere wieder auf, reduziert die Konzentration von interstitiellem Aβ im Gehirn und 

erhöht die kognitiven Fähigkeiten transgener Alzheimer-Mäuse in vorklinischen Studien.[313] 

Eine Phase II-Studie mit männlichen und weiblichen Patienten, die über 55 Jahre alt waren 

und an einer milden Form von Alzheimer erkrankt sind, zeigte eine generelle gute 

Verträglichkeit von PBT2 und, in Abhängigkeit von der Konzentration, verschiedene positive 

Effekte, wie die Reduzierung von Aβ(1-42) in der Gehirn-Rückenmarks-Flüssigkeit 

(Cerebrospinal fluid, CSF) und eine Verbesserung der kognitiven Fähigkeiten in 

neuropsychologischen Tests.[314] Weitere Studien sind geplant.[312]  

In einer Reihe von weiteren Arbeiten gelang es durch die Kombination von amyloid-

 
Abbildung 20:  Überblick über die zwei rationalen Ansätze des struktur-basierten Designs von 
Inhibitoren der Metall-induzierten amyloiden Aggregation (verändert nach Lit. [320]). Inhibitor XH1 
aus Lit. [318] und Inhibitor HBT aus Lit. [317].  
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bindenden Molekülen mit Metall-komplexierenden Einheiten in vitro und in vivo, 

vielversprechende Inhibitoren der Metall-induzierten amyloiden Aggregation zu 

entwerfen.[315-320] Als Ausgangspunkt für amyloid-bindenden Einheit dienten häufig 

chromophore Moleküle, die zur Analyse amyloider Aggregate eingesetzt werden oder auch 

die amyloide Kernsequenz KLVFF des Aβ-Peptids, da sie an amyloide Aggregate binden. Als 

Vorbild für die Metall-komplexierende Einheit diente u.a. das zuvor beschriebene Clioquinol 

oder EDTA sowie Cyclen.[320] Zwei verschiedene Ansätze wurden bisher umgesetzt. Zum 

einen wurden die Metall-komplexierenden Moleküle und amyloid-bindenden Moleküle durch 

eine kovalente Bindung verbunden und zum anderen wurde die Metall-komplexierende 

Funktion in das amyloid-bindende Molekül eingefügt.[320] Diese bifunktionalen Moleküle 

zeigten bisher vielversprechende Ergebnisse, jedoch stehen noch ausführlichere in vivo 

Untersuchungen zur Optimierung der Permeabilität durch die Blut-Hirn-Schranke, zur 

metabolischen Stabilität und zur Toxizität aus.[320]   

6.3.2.5 Stabilisierung der αααα-helikalen Konformation  
 

Mit unterschiedlichen methodischen Ansätzen zeigten verschiedene Arbeitsgruppen, dass z.B. 

mit Insulin die Aggregation hIAPP über die Stabilisierung helikaler Intermediate inhibiert 

werden kann.[179, 321-323]  Die Stabilisierung der α-helikalen Intermediate muss jedoch nicht 

durch Peptid-Peptid-Wechselwirkungen vermittelt werden. Saraogi et al. verwendeten zur 

Inhibition von IAPP ein synthetisches Foldamer, das Seitenketten von Aminosäuren in 

α-helikalen Konformation imitiert.[324, 325] In vorangegangenen Studien konnte gezeigt 

werden, dass derartige Verbindungen in der Lage sind, als α-Helix mit Proteinen zu 

interagieren und als Inhibitor für Helix-Protein-Wechselwirkungen eingesetzt werden 

können.[326-328] In der Arbeit von Saraogi et al. übertrug man dieses Konzept auf die 

Aggregation von IAPP und adressierte die helikalen Intermediate im Aggregationsprozess 

von IAPP mit einer Oligopyridylamid-Gerüststruktur, die durch intermolekulare 

Wasserstoffbrückenbindungen stabilisiert wird und polare Seitenkettenfunktionen analog zur 

einer peptidischen α-Helix präsentiert.[329, 330] Wie in Kapitel 5.1 Die Bedeutung α−helikaler 

Intermediate beschrieben, bindet IAPP an Lipidmembranen unter Ausbildung von helikalen 

Intermediaten und bildet schließlich amyloide Fibrillen. Saraogi et al. testeten Variationen der 

in Abbildung 21 dargestellten Verbindung als Inhibitor der Aggregation von IAPP in 

Gegenwart von Liposomen, bestehend aus einer Mischung aus anionischen 

Dioleoylphosphatidylglycerol (DOPG) und zwitterionischen Dioleoylphosphatidylcholin 

(DOPC). Der ThT-Assay ergab eine Reduktion der Rate der Lipid-vermittelten Aggregation 
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von IAPP in Gegenwart der verschiedenen Inhibitoren. Die Wirkung ist abhängig von der 

Länge sowie von der Anzahl und Orientierung der Ladung an den imitierten Seitenketten. Die 

in Abbildung  22 gezeigte Struktur gehörte zu den effektivsten Verbindungen.  

Nerelius et al. gingen bei ihrem Design von Inhibitoren der Aggregation des Aβ-Peptids von 

der zentralen Region 13HQKLVFFAEDVGS26 des Aβ-Peptids aus, das unter bestimmten 

Bedingungen eine Tendenz zur helikalen Konformation besitzt (siehe Kapitel 5.1 Die 

Bedeutung α−helikaler Intermediate). Sie entwarfen Inhibitoren, die in der Lage sind, mit 

dieser Region zu interagieren und sie in der helikalen Konformation zu stabilisieren.[166] Das 

Fragment weist mit 17LVFFA21 eine größere hydrophobe Domäne und mit 22ED23 eine 

anionische Domäne auf. Beim Design des Inhibitors kombinierten sie daher eine hydrophobe 

Alkylkette mit einer kationischen Funktion, um eine optimale Bindung an diese Region zu 

erreichen. Das Design resultierte in die Verbindung Dec-DETA (Abbildung 22). Bei in vitro-

Experimenten führte die Anwesenheit dieses Inhibitors zu einer Zunahme der helikalen 

Konformation.[166] Die Autoren konnten darüber hinaus zeigen, dass dieser Inhibitor den 

 

Abbildung 21:  (A) Chemische Struktur eines als Inhibitor wirksamen Oligopyridylamids (B) 
Kristallstruktur des Rückgrats (Seitenketten sind als rote Kreise dargestellt) (nach Lit. [324] © 2010 
WILEY-VCH Verlag GmbH & Co)  

 

Abbildung 22:  Struktur des Inhibitors Dec-DETA und Interaktionen mit Positionen des zentralen 
Peptidfragment des Aβ-Peptids (nach Lit. [166])  
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Prozess der Aggregation von Aβ(1-42) verändert, die Toxizität sowohl in Zell-Tests als auch 

im in vivo-Modell  Drosophila melanogaster reduziert.[166]  

6.3.2.6 Mimetika der ββββ-Faltblattstruktur 
 
Die Darstellung nicht-peptidischer β-Faltblattstrukturen, die in der Lage sind, an 

β-Faltblatt-reiche Strukturen amyloidogener Sequenzen zu binden, stellt einen weiteren 

Ansatz des rationalen Designs von Inhibitoren der Amyloidbildung dar.[51] Schrader und seine 

Mitarbeiter entwickelten nicht-peptidische, oligomere Aminopryrazole, die das 

komplementäre Donor-Akzeptor-Donor-Muster der Wasserstoffbrückenbindungen von 

β-Faltblattstrukturen imitieren.[245] Man konnte zeigen, dass diese selektiv an das 

Peptidrückgrat amyloidogener Sequenzen mit charakteristischer cross-β-Struktur binden[331] 

und im Falle des Aminopyrazolcarboxylat-Trimers bereits gebildete amyloide Fibrillen von 

Aβ(1-42) wieder auflösen.[332] Studien zur Wirkung von verschiedenen Derivaten des 

Aminopyrazolcarboxylat-Trimers auf die Aggregation von Aβ(1-42) führten zu einer Reihe 

von wirksamen Inhibitoren, welche die Bildung von amyloiden Aggregaten inhibieren und die 

Toxizität im Zell-Assay reduzieren.[333, 334] Mit Hilfe von MD-Simulationen konnte man 

zeigen, welche Derivate an die Aβ(1-42) in dem fibrillären Zustand binden und in der Lage 

sind, die Struktur der Fibrille zu verändern.[334] Zum Beispiel vermag das 

Aminopyrazolcarboxylat-Trimer mit über TEG C-terminal gebundenen Lysinresten durch 

Interaktion mit Glutamat an Position 22 von Aβ(1-42) die cross-β-Struktur der Fibrille 

aufzulösen.[334] Man konnte ferner zeigen, dass der TEG-Linker die turn-Struktur des 

Aβ(1-42) im fibrillären Zustand destabilisiert.[334] Zusätzliche strukturelle Daten durch 2D-

Festphasen-NMR-Studien oder Kristallographie sollen die Ergebnisse weiter unterstützen.[334]   

 

Abbildung 23:  Struktur des Aminopyrazolcarboxylat-Trimers in Interaktion mit einem 
Peptidrückgrat nach Lit. [334](X = C-terminale Gruppe, z.B. TEG-KKKKG). 
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6.3.2.7 Inhibition durch Nanopartikel  
 

In den letzten Jahren gelangten Nanopartikel für den gezielten Einsatz in der Medizin in den 

Fokus der wissenschaftlichen Forschung, so auch als Grundlage für neue therapeutische 

Ansätze gegen neurodegenerative Krankheiten wie Alzheimer. Nanopartikel weisen ein 

extremes Oberflächen-Volumen-Verhältnis auf, das eine hohe Absorption von Proteinen und 

Peptiden möglich macht. Die Absorption und Wechselwirkung der Nanopartikel mit einem 

Protein bzw. Peptid lässt sich durch die Modifikation der Oberfläche und Größe der 

Nanopartikel kontrollieren.[335, 336] Nanopartikel sind in der Lage, die Blut-Hirn-Schranke zu 

überwinden; so können Nanopartikel u.a. als Transportsystem für pharmazeutische Wirkstoffe 

verwendet werden oder selbst als Wirkstoff fungieren. Es lassen sich anorganische und 

polymere Nanopartikel unterscheiden, wobei beide Formen auf ihre Fähigkeit, in den Prozess 

der amyloider Fibrillen einzugreifen, getestet wurden.[337, 338] Die Bindung des Proteins an 

Nanopartikel kann zu Änderungen in der Konformation und zu einer stark erhöhten 

Konzentration des Proteins an der Oberfläche führen. Beide Faktoren können die Aggregation 

begünstigen.[339] Ziel ist es jedoch, spezifisch die amyloidogene Spezies an der Oberfläche 

dauerhaft zu binden und sie in einer nicht-toxischen Konformation zu stabilisieren. In den 

bisherigen experimentellen Arbeiten konnte sowohl eine inhibitorische Wirkung[340, 341] als 

auch die Fähigkeit zur Nukleation der Fibrillenbildung[342] gezeigt werden. Die gleiche Art 

polymerer Nanopartikel kann zum Teil gegenteilige Effekte in Abhängigkeit vom 

amyloidogenen Protein bzw. Peptid zeigen.[343] Cabaleiro-Lago et al. kommen in der Arbeit 

zur Wechselwirkung von amyloidogenen Monellin und polymerer Nanopartikel zu dem 

Schluss, dass die Funktionalisierung der Oberfläche sowie die intrinsische Stabilität des 

amyloidogenen Proteins darüber entscheiden können, ob die Aggregation gefördert oder 

inhibiert wird.[344]  

6.3.2.8 Nicht-peptidische Verbindungen in klinische n Studien 
 

Einige nicht-peptidische Verbindungen wurden bereits in klinischen Studien bezüglich ihrer 

Wirkung auf Alzheimer getestet. Dazu gehören Dimebon, AlzhemedTM, AZD-103. Die 

Verbindung, der Inhibitionsmechanismus sowie die Ergebnisse der klinischen Studien dieser 

Verbindungen werden an dieser Stelle kurz beschrieben.  
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AlzhemedTM  (Tramiprosate) 
 
Tramiprosate (3-Amino-1-propansulfonsäure,  3-APS, NC531, AlzhemedTM) gehört zu ersten 

Generation von Inhibitoren der amyloiden Aggregation, die im Rahmen klinischer Studien 

getestet wurden (Abbildung 24).[312]  Es hat ein geringes Molekulargewicht und ist oral 

applizierbar. Es bindet und stabilisiert lösliche Formen von Aβ und verhindert die Bildung 

von amyloiden Fibrillen. Das Molekül imitiert Glykosaminoglykane (GAG), saure 

Polysaccharide, die den Prozess der amyloiden Aggregation Aβ fördern.[345-347] 

Glykosaminoglykane binden über negative geladene Sulfatreste an die 13HHQK16–Region des 

Aβ-Peptids.[312] Tramiprosate bindet ebenfalls über elektrostatische Wechselwirkung an das 

Aβ-Peptid, wodurch die Interaktion mit Glykosaminoglykanen inhibiert wird.[348, 349] 

Tramiprosate zeigte in vorklinischen Studien positive Ergebnisse in vitro und in vivo.[345, 350] 

In einer Phase II-Studie an Patienten mit einer milden Form von AD führte es zur 

Reduzierung von Aβ in der Gehirn-Rückenmarks-Flüssigkeit. Es konnten im getesteten 

Zeitraum aber keine positiven Effekte bezüglich der Kognition festgestellt werden.[250, 351] 

Man nahm an, dass Tramiprosate erst über einen längeren Zeitraum wirken kann.[312] 

Ergebnisse der klinischen Studie der Phase III ließen jedoch keinen endgültigen Schluss über 

die Wirksamkeit von Tramiprosate zu.[312] 

 
AZD-103  
 

AZD-103 (scyllo-Cyclohexanhexol) von Transition Therapeutics ist in der Lage, die 

Geschwindigkeit des Krankheitsverlaufs von Alzheimer zu verlangsamen und kognitive 

Funktionen zu verbessern. Man nimmt an, dass AZD-103, ähnlich wie die zuvor 

beschriebenen Inhibitoren, den Prozessweg der Aggregation verändert und die Aggregation zu 

toxischen Oligomeren verhindert.[352] Die Anwendung von AZD-103 an Mäusen führte zu 

einer signifikanten Reduktion von löslichem und unlöslichem Aβ(1-40) und Aβ(1-42) sowie 

 
Abbildung 24: Eine Auswahl von Verbindungen, die bereits in klinischen Studien getestet wurden 
(Lit. [155]).  
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der Anzahl und der Größe der Ablagerung.[353, 354] Die inhibitorische Wirkung scheint von der 

Stereochemie abhängig zu sein, da das Stereoisomer chiro-Inositol wenig bis keine Effekte 

zeigte.[155, 312]  

Klinische Studien der Phase I mit AZD-103 ergaben günstige pharmakokinetische 

Eigenschaften für die Anwendung als therapeutischer Wirkstoff. Es kann oral eingenommen 

werden und ist in der Lage, die Blut-Hirn-Schranke zu überwinden. Darüber hinaus weist es 

eine gute Verträglichkeit auf.[312]  AZD-103 wurde im Rahmen von klinischen Studien der 

Phase II getestet.[246] Untersucht wurden die Sicherheit und die Effektivität der Wirkung mit 

Hilfe von Biomarkern und Imaging-Methoden. Der Wirkstoff zeigt keine negativen Effekte 

bezüglich der Sicherheit, jedoch waren die klinischen Effekte nicht signifikant verschieden im 

Vergleich zum Placebo.[246] Jedoch wurde die Aβ(1-42)-Konzentration in der Gehirn-

Rückenmarks-Flüssigkeit im Vergleich zum Placebo signifikant reduziert.[246] Die Autoren 

sehen die Ergebnisse der Studie als Grundlage zur Optimierung der Dosis in notwendigen 

weiteren Studien und erwarten gute Ergebnisse, wenn man den Wirkstoff in einem frühen 

Stadium der Alzheimer-Krankheit appliziert.[246]  

 
Dimebon®  
 
Dimebon® oder Dimebolin ist ein Antihistamin-Medikament, zu dem es zwar kaum 

vorklinische Studien bezüglich der Wirkung auf die Aggregation des Aβ-Peptids gibt, jedoch 

zeigte es in kleineren klinischen Studien mit Patienten mit einer milden Form von Alzheimer 

positive Effekte bezüglich der Kognition.[355, 356] Eine darauf folgende, erst kürzlich 

durchgeführte klinische Studie der Phase III mit 598 Personen zeigte überraschenderweise 

keine signifikanten Verbesserungen im Vergleich zur Placebo-Gruppe.[357] Weitere klinische 

Studien werden durchgeführt, u.a. mit einer kombinierten Applikation mit ARICEPT® 

(Donepizil HCl).[357, 358] Jedoch spricht man beim Beispiel Dimebon® schon von einem 

kostspieligen Fehler, da klinische Studien durchgeführt wurden, ohne dass es verlässliche 

Ergebnisse aus vorklinischen Studien gibt und der Mechanismus der Wirkung völlig 

unbekannt ist.[359] Erste vorklinische Studien werden nun veröffentlicht, jedoch sind noch 

weitere Studien notwendig, um eine klare Aussage zur Wirkung von Dimebon machen zu 

können.[357, 360, 361] Dimebon® wurde ebenfalls zur Behandlung der Huntingtonschen 

Krankheit angewendet und erste klinische Studien der Phase II zeigten positive Ergebnisse 

bezüglich kognitiver Funktionen der Patienten.[362]  Eine klinische Studie der Phase III wird 

zurzeit durchgeführt.[357]  
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6.3.3 Peptidbasierte Inhibitoren 
 
Peptide und Proteine sind bedeutende Vermittler verschiedenster biologischer Funktionen. Sie 

regulieren physiologische Prozesse und können sowohl als endokrine oder parakrine Signale 

als auch als Neurotransmitter sowie als Wachstumsfaktoren agieren. Sie weisen im 

Allgemeinen eine geringe Toxizität auf, zeigen gleichzeitig aber eine hohe Spezifität. Die 

molekulare Erkennung von Peptiden und Proteinen ist daher auch Grundlage für die 

Entwicklung von pharmazeutischen Wirkstoffen. Peptide und Proteine zeichnen sich durch 

ihren modularen Aufbau und ihre große Variabilität ihrer Funktionalitäten aus. Einige 

kleinere Peptide sind in der Lage, die Zellmembran zu überwinden, was im Hinblick auf den 

medizinischen Einsatz von Vorteil ist.  

Sie lassen sich mit Hilfe der Festphasensynthese oder durch biologische Synthese mit 

entsprechenden Expressionssystemen leicht herstellen.[193] Darüber hinaus lassen sie sich 

durch Konjugation mit anderen kleineren organischen Molekülen erweitern und durch den 

Einbau von nicht natürlichen Aminosäuren modifizieren, wodurch die Einsetzbarkeit erhöht 

und die  Funktionalität erweitert werden kann.[363] Peptide gewinnen daher in der Entwicklung 

von wirkstoffbasierten Therapien immer mehr an Bedeutung.[193, 363] Das therapeutische 

Potential wird bei der Behandlung von Erkrankungen wie AIDS, Krebs, Alzheimer oder 

Malaria deutlich.[363]  

Peptide als therapeutische Ausgangssubstanzen bergen jedoch auch einige Nachteile.[363] Im 

Allgemeinen wird es als Nachteil angesehen, dass aus L-Aminosäuren aufgebaute Peptide 

eine geringe metabolische Stabilität in vivo zeigen, denn sie werden schnell durch Proteasen 

abgebaut. Jedoch kann es auch von Vorteil sein, wenn der Wirkstoff schnell abgebaut wird, 

sofern man dies bei der Dosierung berücksichtigt. Häufig lassen sich Peptide wirksam nur 

über Injizierung applizieren, da die pharmakokinetischen Eigenschaften sowie die 

Bioverfügbarkeit für eine medizinische Anwendung nicht optimal sind. Darüber hinaus sind 

Peptide potentiell immunogen, d.h. sie können als Antigen wirken und eine unerwünschte 

Immunantwort auslösen.   

Aber es gibt zahlreiche synthetische Lösungsansätze, die helfen, derartige Nachteile zu 

überwinden.[363] So kann die Stabilität gegen Proteasen durch Glykosylierung[364], 

PEGylierung[365] und durch den Austausch der L-Aminosäuren gegen D-Aminosäuren bzw. 

gegen nicht kanonische Aminosäuren[366] erhöht werden. Darüber hinaus lassen sich 

Peptidsequenzen z.B. durch die Modifikation des Peptidrückgrats durch N-Methylierung, 

durch α,α-disubstituierte Aminosäuren oder durch die Verwendung von β− bzw. 

γ−Aminosäuren optimieren.  
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peptidbasierte Inhibitoren stellen zusammenfassend eine Alternative zu den nicht-

peptidischen organischen Verbindungen dar. Da man bereits weiß, dass amyloidogene 

Kernsequenzen im Prozess der Aggregation sich zur cross-β-Struktur zusammen lagern, 

gehen viele Ansätze des rationalen Designs von den entsprechenden amyloiden 

Kernsequenzen aus, die zur Optimierung ihrer Eigenschaften weiter modifiziert werden.[51] Im 

Folgenden werden verschiedene Ansätze der Entwicklung peptidbasierter Inhibitoren 

beschrieben, wobei der Schwerpunkt auf das rationale Design gelegt wurde.   

6.3.3.1 Screening  von inhibitorisch wirksamen Peptiden 
 

Wie bereits in den vorangegangenen Kapiteln beschrieben, treten bei dem Prozess der 

Bildung amyloider Fibrillen eine Reihe bezüglich der Struktur und der Stabilität sehr 

unterschiedlicher Spezies auf. Dies erschwert die genaue Charakterisierung, so dass das 

direkte rationale Design eines pharmazeutischen Wirkstoffs sich oft schwierig gestaltet. Daher 

werden auch peptidbasierte Inhibitoren mit Hilfe von Screening-Methoden gesucht. Ein 

Screening-System zur Identifizierung von peptidbasierten Inhibitoren der amyloiden 

Aggregation muss folgende Voraussetzungen erfüllen:[51]  

 

I. Einfache, schnelle, sensitive Detektion der Blockierung der Polymerisation 

II.  Möglichkeit zur Synthese großer Mengen an verschiedenen Peptidsequenzen  

III.  Möglichkeit zur Analyse der Bindung des Inhibitors an das amyloidogene 

Protein/Peptid zur strukturgesteuerten Optimierung des Inhibitors 

 

Eine Möglichkeit, schnell und einfach eine große Menge von Peptidensequenzen herzustellen 

und nach bestimmten Gesichtspunkten zu selektieren, bietet die Methode des Phagen- 

Displays.[367, 368] Das generelle Prinzip beruht auf der Verbindung des Genotyps (Variationen 

der Nukleotidsequenz) mit dem Phänotyp (Variation in der Aminosäuresequenz). Der Phagen-

Display ermöglicht kurz gesagt die schnelle und einfache Darstellung einer Bibliothek aus 

verschiedenen Peptidsequenzen, die an der Oberfläche eines Phagen präsentiert wird. Der 

Inhibitor wird anhand der Affinität gegenüber dem Zielpeptid, d.h. dem amyloidogenen 

Protein/Peptid aus der Bibliothek selektiert. Aufgrund der Verknüpfung mit dem codierenden 

Gen kann die Sequenz des selektierten Peptids mit Hilfe der üblichen Technologie eines 

molekular-biologischen Labors identifiziert werden.  

Nagai et al. gelang es mit der Erstellung einer Peptid-Bibliothek, die an der Oberfläche eines 

M13 pIII Phagen präsentiert wurde, sechs Peptidsequenzen zu selektieren.[369] Das QBP1 



Eingriff in den Prozess der Bildung amyloider Aggregate 

 52 

(polyQ Binding Protein) SNWKWWPGIFD bzw. das ohne Funktionsverlust weiter verkürzte 

WKWWPGIF binden an die pathologische Polyglutamin-Domäne (Huntington) und 

reduzieren die Aggregation und Toxizität.[369] In einer nachfolgenden Studie konnte die 

Gruppe zeigen, dass der peptidbasierte Inhibitor auch in vivo im Drosophila-Modell wirksam 

ist.[370] Es ist auffällig, dass 5 von 6 selektierten Peptidsequenzen reich an Tryptophan sind. 

Meist weisen die Peptide einen Cluster von 3 Tryptophanresten auf, wobei zwei als Paar 

auftreten.[369] Man nimmt an, dass diese eine wichtige Rolle bei der Bindung an die 

amyloidogene Sequenz und bei der Entfaltung der inhibitorischen Aktivität spielen (siehe 

Kapitel 2.3.4 Die Rolle aromatischer Seitenketten).   

Wie in der Einleitung zu peptidbasierten Peptiden erwähnt, haben D-Peptide aufgrund der 

größeren metabolischen Stabilität gegenüber den natürlichen L-Peptiden gerade im Hinblick 

auf ihre medizinische Anwendung einige Vorteile.[371] Für das Screening von D-Peptiden, die 

spezifisch an eine Zielstruktur binden, bietet sich die Methode des Mirror Image Phage 

Display an. Im Gegensatz zur Methode des Phage Displays dient hier das Spiegelbild der 

Zielstruktur, vollständig aus D-Aminosäuren aufgebaut, als Grundlage für den 

Selektionsprozess, der schließlich zu L-enantiomeren Liganden führt. Das Peptid der Wahl 

wird schließlich in die D-enantiomere Form übersetzt.[371] Ergebnis ist ein D-Peptid als 

Ligand für eine L-enantiomere Zielstruktur. Diese Strategie wurde von Willbold und 

Mitarbeiter auf das Alzheimerpeptid Aβ(1-42) angewendet und führte zur Identifizierung 

eines D-Peptids mit Namen D3 bei Bedingung des Mirror Image Phagen-Display, wo man 

von Monomere des Aβ(1-42) ausgegangen ist. Es besteht aus 12 Aminosäuren und hat die 

Sequenz RPRTRLHTHRNR.[372-375] Die hohe Anzahl an positiv geladenen Argininresten ist 

auffällig und hat u.a. zur Folge, dass dieses Peptid in der Lage ist, durch die Membran zu 

 
Abbildung 25:  Das Prinzip des Mirror Image Phagen-Displays (nach Lit.[371]). 
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diffundieren. Das D-Peptid inhibiert die Bildung von Fibrillen in vitro und reduziert die 

Toxizität. Es reduziert das Ausmaß der Plaquebildung und der Entzündungserscheinungen im 

Gehirn bei direkter Applizierung in das Gehirn von transgenen Mäusen.[375] In einer weiteren 

Studie konnte man in vivo zeigen, dass dieses Peptid auch bei oraler Applizierung die 

Plaquebildung reduziert und positiv auf die kognitiven Fähigkeiten wirkt.[372] Darüber hinaus 

konnte man in vitro demonstrieren, dass es mit den toxischen Oligomeren interagiert und sie 

in größere, nicht-toxische, ThT negative, amorphe Aggregate überführt.[372] Mit Hilfe von 

Computersimulation konnte man einen Einblick die Funktionsweise des Inhibitors D3 

gewinnen. Demnach kompensiert D3 die negative Ladung an der Seitenkette des Glutamats 

an Position 22 des Aβ-Peptids, die aufgrund der Aneinanderlagerung in einer Reihe 

angeordnet sind. Dadurch wird zum einen die Löslichkeit des Aβ-Peptids-D3 Komplex 

reduziert und zum anderen werden die zusammengelagerten Aβ-Peptide gegeneinander 

verschoben. Die charakteristische cross-β-Struktur wird gestört und es erfolgt die 

Aggregation in größere nicht-amyloidogene amorphe Aggregate.  

Zusammenfassend zeigen diese Arbeiten einen neuen Mechanismus der Inhibition der 

Bildung von toxischen Oligomeren und darüber hinaus demonstrieren sie das Potential von 

peptidbasierten Inhibitoren.   

6.3.3.2 Rationales Design von peptidbasierten Inhib itoren 
 

Den meisten bisher in der wissenschaftlichen Literatur beschriebenen peptidbasierten 

Inhibitoren liegt ein rationales Design zu Grunde. Oft wird hierbei vom Zielpeptid selbst 

ausgegangen, da man weiß, dass dieses Peptid im Prozess der Aggregation mit sich selbst 

interagiert (siehe Kapitel 2.3.1 Amyloidogene Kernsequenzen, Abbildung 26).[189] In vitro-

Studien an amyloidogenen Fragmenten und der systematische Austausch von Aminosäuren 

(mutational analysis) haben gezeigt, dass eine kurze amyloidogene Kernsequenz eine 

wesentliche Voraussetzung für die Bildung von amyloiden Fibrillen ist (siehe Kapitel 2.3.1 

Amyloidogene Kernsequenzen). Diese kurzen Sequenzen bilden daher häufig den 

Ausgangspunkt für die Entwicklung von peptidbasierten Inhibitoren.[51, 61, 376, 377] Sie lassen 

sich durch experimentelle Methoden identifizieren und inzwischen durch Algorithmen[79, 86, 

378] bestimmen. Die experimentelle Analyse verschiedener kurzer Fragmente des Aβ-Peptids 

ergab, dass das Pentapeptid KLVFF, die amyloidogene Kernsequenz des Aβ-Peptids, 

spezifisch an das vollständige Aβ-Peptid bindet.[56] Die ersten peptidbasierten Inhibitoren auf 

der Basis von amyloidogenen Kernsequenzen zeigten zwar einen inhibitorischen Effekt auf 

die Aggregation, jedoch bildeten sie mitunter selbst Fibrillen.[56, 379-381] Die folgenden 
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Arbeiten konzentrierten sich daher auf verschiedene Modifikationen der Ausgangssequenz 

mit dem Ziel, einerseits die Bindung an das amyloidogene Protein bzw. Peptid zu 

gewährleisten und die weitere Anlagerung von amyloidogenen Monomeren zu verhindern, 

andererseits aber auch Eigenschaften wie die Aggregationstendenz des Inhibitors selbst zu 

verändern und das Potential der Peptide als Inhibitor zu erhöhen. Zu den häufigsten 

Modifikationen gehören der Austausch von einzelnen Aminosäuren, die Modifikation der 

Aminosäureseitenketten, die Modifikation der Peptidtermini sowie die Modifikation des 

Peptidrückgrats.  

6.3.3.2.1 Austausch von Aminosäuren 
 

Man kann zusammenfassend drei wesentliche Ziele, die mit Hilfe des Austauschs von 

Aminosäuren erreicht werden sollen, herausheben. Dazu gehören die Inhibition durch die 

Einführung von polaren Aminosäuren, die Inhibition durch die Einführung 

sekundärstrukturbrechender Aminosäuren wie Prolin sowie die Erhöhung der metabolischen 

Stabilität durch eine Einführung von D-Aminosäuren.  

 

Erhöhung der Polarität  

Sowohl die experimentelle Analyse als auch verschiedene Algorithmen zur Vorhersage 

amyloidogener Regionen zeigten, dass die Sequenz 17KLVFF21 die amyloidogene 

Kernsequenz des Aβ-Peptids ist. Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass das 

entsprechende Pentapeptid KLVFF an das vollständige Aβ-Peptid bindet.[56] Des Weiteren 

 
Abbildung 26:  Wechselwirkung des Inhibitors (amyloidogene Kernsequenz) mit dem vollständigen 
amyloidogenen Protein bzw. Peptid (nach Lit. [56]). 
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konnte gezeigt werden, dass kurze Peptidfragmente QKLVFF, LVFFA, LPFFD und FFVLK 

als Inhibitor der Aggregation des vollständigen Aβ-Peptids wirken. Es wird deutlich, dass die 

Aminosäure Phenylalanin sowohl in der Aggregation des vollständigen Aβ-Peptids eine 

wichtige Rolle spielt als auch die Bindung von kurzen inhibitorisch wirkenden Peptiden 

vermittelt. Sie treten signifikant häufig in amyloidogenen Kernsequenzen auf und sind 

wichtiger Bestandteil der Kernsequenz 17KLVFF21 des Aβ-Peptids oder auch der Kernsequenz 

22NFGAIL27 des hIAPP (siehe Kapitel 2.3.4 Die Rolle aromatischer Seitenketten).[91, 382] 

Ausgehend von der 17KLVFFAE23-Sequenz konnte aber auch mit dem Peptid QKLVTTAE 

gezeigt werden, dass der Austausch von Phenylalanin gegen Threonin die Bildung von 

amyloiden Fibrillen verhindert wird.[383] Auf der Basis der amyloidogenen Kernsequenz des 

hIAPP 22NFGAILSS29 konnte mit dem Peptid NYGAILSS gezeigt werden, dass der 

Austausch von Phenylalanin gegen Tyrosin die Bildung von Fibrillen verhindert. Das Peptid 

NYGAILSS war ebenfalls in der Lage, der Änderung in der Konformation von hIAPP 

entgegenzuwirken und die Bildung amyloider Fibrillen zu inhibieren.[91] Zusammenfassend 

lässt sich sagen, dass die aromatische Seitenkette von großer Bedeutung für die Bindung des 

Inhibitors an das amyloidogene Peptid oder Protein ist, sie jedoch durchaus durch 

Seitenketten mit einer höherer Polarität zur Optimierung der Eigenschaften des Inhibitors und 

unter Erhalt der inhibitorischen Wirkung ersetzt werden können.  

 

Einführung der Aminosäure Prolin  

Die Verwendung von Prolin in Kombination mit amyloidogenen Kernsequenzen führte zu 

einer Klasse von peptidbasierten Inhibitoren amyloider Aggregation, die als „β-sheet breaker“ 

bezeichnet wird. Prolin „bricht“ die Sekundärstruktur. Es weist eine sehr starre Struktur auf, 

wobei die φ und ψ Winkel der Peptidbindung außerhalb des Bereichs für β-Faltblattstrukturen 

liegen. Zudem fehlt dem Prolin das Amid-Proton, wodurch die Ausbildung von 

Wasserstoffbrückenbindungen, wie z.B. in β-Faltblattstrukturen, aus-geschlossen wird. Die 

Aminosäure Prolin wurde in zahlreichen Scanning-Studien verwendet, wobei die 

Aminosäuren systematisch gegen Prolin ausgetauscht werden, um den Einfluss auf die 

Aggregationstendenz zu untersuchen.[73, 384-388] Der Austausch gegen Prolin führt an 

unterschiedlichen Positionen zur Reduktion der Aggregationstendenz, was den Schluss 

zulässt, dass diese Positionen für die Eigenschaft, amyloide Aggregate zu bilden, von 

Bedeutung sind.[388] Hat der Austausch gegen Prolin nur geringen Einfluss auf die 

Aggregationstendenz bzw. führt er sogar zu einer Erhöhung, lässt dies auf unstrukturierte 
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Bereiche oder turn-Strukturen schließen. Die Ergebnisse dieser Studien lassen sich daher in 

Überlegung zur internen Struktur amyloider Fibrillen mit einbeziehen.[73, 385, 387]   

Auf der Basis der amyloiden Kernsequenz 17KLVFFAE23 des Aβ (1−40) Peptids wurde durch 

die Verwendung von Prolin ein Inhibitor mit Namen iAβ5p und der Sequenz LPFFD 

synthetisiert (Abbildung 27).  Der Inhibitor iAβ5p ist in der Lage, die Bildung von amyloiden 

Aggregaten von Aβ(1-40) und von Aβ(1-42) in vitro zu inhibieren und amyloide Ablagerung 

und Schäden im Gehirn von transgenen Alzheimer-Mäusen zu reduzieren.[389, 390] MD-

Simulationsstudien konnten zeigen, dass iAβ5p die Hydrophobizität des C-Terminus von 

Aβ(1-42) reduziert und die konformationelle Änderung zu β-Faltblattstrukturen inhibiert.[391]  

 

Der Austausch gegen D-Aminosäuren  

Die Bildung von Amyloiden ist stereospezifisch, so dass ein D-Peptid im Fall der Bindung an 

Intermediate des Prozesses in der Lage ist, in gewisser Weise die Chiralität der amyloiden 

Spezies mit L-Konformation zu brechen und so die Aneinanderlagerung und Aggregation zu 

verhindern.[63, 392] D-Peptide sind stabiler gegenüber Proteasen und weniger immunogen als 

die entsprechenden L-Enantiomere. Daher sind sie für den Einsatz in vivo besser geeignet. 

Chailfour et al. konnten zeigen, dass die D-Enantiomere der inhibitorisch wirkenden Peptide 

KLVFFA, KKLVFFA, KFVFFA, KIVFFA, und KVVFFA auf Basis der amyloiden 

Kernsequenz des Aβ-Peptids sogar effektiver bezüglich der Inhibierung der Aggregation und 

der Reduzierung des Toxizität sind, als die entsprechenden L-Enantiomere.[393] So gehört die 

Einführung von D-Enantiomeren zu den generellen Strategien zur Optimierung 

peptidbasierter Inhibitoren und spiegelt sich in vielen weiteren Ansätzen der Entwicklung 

peptidbasierter Inhibitoren in dieser Arbeit wieder.  

 

Abbildung 27: Die chemische Struktur vom Inhibitor iAβ5p (links) und schematischer 
Mechanismus der Inhibition (rechts).  
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6.3.3.2.2 Modifikation der Termini  
 

Die amyloidogene Kernsequenz wird bei diesem Ansatz als Erkennungsdomäne verwendet, 

welche die Bindung des Inhibitors zur wachsenden Fibrille vermitteln soll. Modifikationen an 

den Termini der amyloidogenen Kernsequenz sollen die Bindung weiterer Monomere an die 

wachsende Fibrille verhindern.[51] Die Modifikationen können dabei ihre Wirkung z.B. über 

sterische Effekte entfalten. Auf diese Weise können z.B. sperrige Gruppen die 

Aneinanderlagerung stören. Aber auch polare und geladene Gruppen können die Packung zur 

cross-β-Struktur verhindern und das Wachstum der Fibrille blockieren (Abbildung 28 

Gleichzeitig erhöhen polare Gruppen die Löslichkeit des Inhibitors.  

 
  

Modifikationen des C-Terminus  

In einer der ersten Arbeiten wurde die Oligolysin-Sequenz als geladene Gruppe verwendet. 

Ein Vergleich der Wirkung der Erkennungssequenz VFFAEDVG mit der Kombination aus 

Erkennungssequenz und Oligolysin-Sequenz am C- und N-Terminus zeigte, dass nur das 

Peptid GQKLVFFAEDVGGaKKKKKK mit der Oligolysin-Sequenz am C-Terminus die 

Aggregation im ThT Assay und Toxizität mit MTT Assay mit PC12 Zellen hemmt.[394, 395] In 

folgenden Arbeiten konnte gezeigt werden, dass die Erkennungssequenz KLVFF in 

Kombination mit wenigstens drei Lysinresten oder aber auch Glutamat-Resten effektiv in der 

Reduzierung der Toxizität im Zell-Assay ist. Jedoch wurde die Aggregation des Aβ-Peptids 

selbst nicht verhindert.[395] Die Ergebnisse wurden daher weiterhin kontrovers diskutiert und 

möglicherweise führte der MTT Assay mit dem Inhibitor zur falschen Schlussfolgerung.[396] 

Neben der Einführung von geladenen Aminosäuren ist auch die PEGylierung eine 

Möglichkeit, die Eigenschaften eines peptidbasierten Inhibitors zu optimieren. Die 

PEGylierung ist eine etablierte Methode in der Herstellung von biopharmazeutischen 

 
Abbildung 28: Prinzip der Wirkung von Inhibitoren, basierend auf der amyloiden Kernsequenz als 
Erkennungsdomäne mit terminalen Modifikationen.  
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Wirkstoffen zur Verringerung der Immunigenität sowie zur Erhöhung der 

Proteasestabilität.[397] Burkoth et al. beschrieben die Aggregation des Fragments des 

Aβ-Peptids Aβ(10-35), ergänzt durch eine PEG-Einheit am C-Terminus des Peptids.[398] Das 

Peptid  Aβ(10-35)-PEG3000 bildete trotz PEG-Einheit amyloide Fibrillen, nachgewiesen durch 

das Binden von Kongorot. Es bildeten sich jedoch strukturell verschiedene, stark 

unterschiedliche Fibrillen mit verlangsamter Kinetik im Vergleich zum Aβ(10-35) ohne 

PEG-Einheit.[398] Die PEG-Einheiten des Aβ(10-35)-PEG3000 scheinen die einzelne Fibrille zu 

ummanteln und so die Wechselwirkung zwischen den Fibrillen zu verhindern. PEG-Einheiten 

alleine scheinen aber nicht in der Lage zu sein, die Aggregation vollständig zu verhindern, 

vielmehr zeigte sich, dass sie mitunter die Aggregation beschleunigen können.[399]  

Watanabe et al. verbanden das Aβ 16KLVFF20 Motiv mit [2-[2-(Amino)-ethoxy]-ethoxy]-

Essigsäure (AEEA).[400] In einer weiteren Variation wurden zusätzliche zwei Aspartat-Reste 

zur Steigerung der Löslichkeit hinzugefügt (Abbildung 29). Im Gegensatz zu dem Peptid 

KLVFF-[K]6
[401]

 zeigte gerade der Inhibitor KLVFF-DD-[AEEA-linker]3, bezeichnet als 

DDX3, eine effektive Inhibierung der Aggregation von Aβ im ThT- und Kongorot-Assay.[400] 

Darüber hinaus konnte eine reduzierte Toxizität in Gegenwart von DDX3 in vitro im MTT-

Zell-Assay mit IMR-32 Neuroblastoma-Zellen nachgewiesen werden.[400] 

 

Modifikationen des N-Terminus  

Eine ganze Reihe von N-terminalen Modifikationen von internen Fragmenten des Aβ-Peptids 

wurde von Findeis et al. untersucht.[402] Der vielversprechendste Inhibitor dieser Studie war 

das Peptid Cholyl-LVFFA (PPI-368). Voraussetzung für die hohe Effektivität ist die 

Kombination der Cholyl-Komponente mit der 18LVFFA22 Sequenz des Aβ-Peptids, da die 

 

Abbildung 29:  Strukturen der Inhibitoren (nach Lit. [400]). 
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Cholyl-Komponente keine inhibitorische Wirkung und die 18LVFFA22 Sequenz nur eine 

geringe Aktivität in vitro aufweisen. Der systematische Austausch der Aminosäuren der 

18LVFFA22 Sequenz gegen Alanin, der mit einem Verlust der Wirksamkeit verbunden ist, 

macht deutlich, dass die Bindung an Aβ durch die Peptid-Komponente vermittelt wird. 

Jedoch zeigte der Inhibitor eine verringerte Stabilität gegenüber Proteasen, was 

möglicherweise durch die Cholyl-Komponente, die Grundstruktur von Steroiden, begründet 

ist. Das entsprechende D-Peptid Cholyl-lvffa zeigte die gleiche Wirkung in der Inhibition der 

Aggregation, ist jedoch weit aus stabiler gegenüber Proteasen (Abbildung 30).[402]  

 

6.3.3.2.3 Modifikation des Peptidrückgrats 
 
Wie bereits in der Beschreibung der Struktur amyloider Fibrillen erläutert (Kapitel 2 Struktur 

amyloider Fibrillen), interagieren die amyloidogenen Peptide in der cross-β-Struktur entlang 

der Fibrillenachse über Wasserstoffbrückenbindungen zwischen den Peptidketten. Senkrecht 

zur Fibrillenachse interagieren die Seitenketten der Aminosäuren miteinander. Die zuvor 

beschriebenen Strategien im rationalen Design peptidbasierter Inhibitoren konzentrieren sich 

hauptsächlich auf die Wechselwirkung der Seitenketten. Durch die nun folgenden Strategien 

sollen vor allen Dingen die Ausbildung von Wasserstoffbrückenbindungen zwischen den 

β-Faltblattstrukturen verhindert werden. In der Entwicklung von Inhibitoren konzentriert man 

sich hierbei zumeist auf die Modifikation oder Substitution des Amid-Stickstoffs bzw. des 

α-Kohlenstoffs.  

 
N-Alkylierung  

Die Alkylierung des Amid-Stickstoffs entfaltet die inhibitorische Wirkung in verschiedener 

Art und Weise.[51] Zunächst wird durch die Alkylierung (überwiegend Methylierung) am 

Amid-Stickstoff das Proton, welches stabilisierende Wasserstoffbrückenbindungen zwischen 

 

Abbildung 30:  Chemische Struktur von Cholyl-LVFFA-OH nach Lit. [403]. 
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den β-Faltblattstrukturen bildet, ersetzt. Zusätzlich wird die Aneinanderlagerung der 

Peptidstränge durch die im Vergleich zum Proton größere Alkyl- bzw. Methylgruppe 

aufgrund der sterischen Hinderung erschwert. Darüber hinaus fördert N-Alkylierung die 

Trans-Konformation, wodurch derartig modifizierte Peptide in eine sehr stabile 

β-Faltblatt-Konformation gezwungen werden und die Interaktion mit den 

β-Faltblattstrukturen amyloider Fibrillen ermöglicht wird.  

 

 

Hughes et al. synthetisierten Aβ(20-35) Fragmente, wobei lediglich der Amid-Stickstoff 

einzelner Aminosäuren methyliert wurde und testeten sie als Inhibitoren der Aggregation des 

hoch toxischen Aβ(20-35)-Fragments.[405] Einige derartig modifizierte Aβ(20-35) Fragmente, 

z.B. NMe-Leu34-Aβ(20-35), waren nur in der Lage, die Morphologie der Fibrillen des 

Aβ(20-35)  zu verändern. Andere, wie z.B. NMe-Gly33-Aβ(20-35), zeigten inhibitorische 

Wirkung und waren in der Lage, die Aggregation des Aβ(20-35)-Fragments zu verhindern 

und die Toxizität in MTT-Assay mit PC12 Zellen zu reduzieren. Die Position der 

Methylierung ist somit sehr entscheidend für die inhibitorische Wirkung. So zeigten 

Aβ(20-35)-Fragmente mit der Methylierung in der β-Faltblattdomäne den größten Effekt in 

der Inhibition der Aggregation. Ein ähnlicher Ansatz führte zu einem Inhibitor des 

amyloidogenen und toxischen α-Synuclein(68-78)-Fragments.[406] NMe-Gly73-

α-Synuclein(68-78) konnte in äquimolarer Mischung mit α-Synuclein(68-78) sowohl die 

Bildung der Fibrillen als auch die Toxizität reduzieren.  

Madine et al. identifizierten mit Hilfe von ssNMR zunächst die Positionen 77-82 als die 

amyloidogene Kernsequenz von α-Synuclein und synthetisierten auf Basis dieser Sequenz 

Abbildung 31:  Design-Prinzip peptidbasierter N-alkylierter Inhibitoren (nach Lit.[404]).  
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kurze, einfache N-methylierte Peptidsequenzen und testeten deren Wirkung als Inhibitoren 

der Aggregation des vollständigen α-Synucleins. Auch bei diesem Beispiel ist die Position 

der Methylierung entscheidend, da nur die Methylierung der C-terminalen Positionen der 

Peptidsequenz α-Synuclein(77-82) zu wirksamen Inhibitoren führte und nicht die 

Methylierung im N-terminalen Bereich.[407]  

Der nächste Entwicklungsschritt N-alkylierter Inhibitoren war die Verwendung N-

methylierter Aminosäuren in alternierenden Positionen amyloider Kernsequenzen. Auf diese 

Weise werden die Methylgruppen nur auf einer Seite präsentiert und es entsteht ein 

zweiseitiger Inhibitor, wobei die Seite ohne Methylgruppen der Bindung an den β-

Faltblattstrukturen der wachsenden Fibrille dient und die Seite mit Methylgruppen keine 

weitere Anlagerung von amyloidogenen Sequenzen erlaubt (Abbildung 31).[51] 

Meredith und Mitarbeiter wendeten diese Strategie auf die amyloidogene Kernsequenz 

Aβ(16-22) an.[408, 409] Die mit dieser Strategie synthetisierten Verbindungen inhibierten die 

Aggregation von Aβ(1−40). Darüber waren die Inhibitoren auch in der Lage, bereits gebildete 

Fibrillen von Aβ(1−40) aufzulösen. MD-Simulationen konnten einen Einblick in den 

Mechanismus der Inhibition der Aggregation durch den N-methylierten Inhibitor Ac-K-(N-

Me-)LV(N-Me-)FF-NH2 bei Protofilamenten einer verkürzten Modellsequenz Aβ(16-22) 

geben.[410] Nach diese Studie interagieren N-methylierte Inhibitoren sowohl mit der 

Wachstumsseite der Protofibrille als auch lateral, wodurch sowohl das Wachstum als auch die 

laterale Aneinanderlagerung verhindert wird. Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass N-

methylierte Inhibitoren in die Struktur der Protofibrille eindringen und zur Abspaltung von 

Aβ(16-22) führen.  

In der Arbeitsgruppe von A.J. Doig wurde eine Reihe von verschiedenen N-methylierten 

peptidbasierten Inhibitoren gegen Aβ(1-42) basierend auf der amyloiden Kernsequenz 

16KLVFF20 entwickelt und getestet. Es wurden ausführlich verschiedene Parameter des 

Inhibitors getestet. Dazu gehören die Peptidlänge, Position der N-Methylierung, Acetylierung 

und Amidierung des N- und C-Terminus sowie verschiedene Seitenketten und Chiralität.[411] 

Nach diesen Ergebnissen sollte der Inhibitor vollständig D-chiral sein und einen freien 

N-Terminus, einen amidierten C-Terminus und große verzweigte hydrophobe Seitenketten an 

den ersten vier Positionen besitzen. Die fünfte Position erschien als weniger wichtig. Der 

effektivste Inhibitor war das D-Peptid SEN304, chG-Y-chG-chG-(N-Me)L-NH2, wo 

schließlich jede Seitenkette verändert und die Chiralität umgekehrt wurde (Abbildung 32). 

Auch die besten Inhibitoren in dieser Studie führten immer noch nur zur einer 60%igen  

Reduzierung der ThT-Fluoreszenz und die Morphologie der Fibrillen wurde in vielen Fällen, 
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auch bei SEN304, lediglich verändert. Jedoch wurde die Toxizität von Aβ(1-42) im MTT-

Zelltest reduziert. Die Autoren diskutierten einen Mechanismus, nach dem SEN304 und 

andere Inhibitoren an toxische Oligomere binden und die Aggregation von anderen, nicht-

toxischen Fibrillen, an denen ThT nur schwach bindet, fördert. In einer Weiterentwicklung 

von SEN304, dem Inhibitor SEN606, wurde der N-Terminus modifiziert. SEN606 erwies sich 

als ein effektiver Inhibitor bei nanomolarer Konzentrationen und besitzt ein noch größeres 

Potential für die Entwicklung eines therapeutischen Ansatzes.[411, 412] 

In einer weiteren Studie wurde der Ansatz der N-Alkylierung erfolgreich zur Inhibierung von 

hIAPP genutzt. Zunächst wurde ebenfalls von der amyloidogenen Kernsequenz 22NFGAIL27 

des hIAPP ausgegangen und N-methylierte Analoga von Glycin und Isoleucin eingefügt. Das 

synthetisierte Hexapeptid NF-(N-Me)-GA(N-Me)-IL bindet mit einer hohen Affinität an 

hIAPP, ist jedoch nicht in der Lage, die Aggregation von IAPP vollständig zu inhibieren.[413-

415] In einem weiteren Ansatz synthetisierte die Arbeitsgruppe von Kapurnitou das Peptid 

IAPP-GI mit der Primärstruktur von hIAPP, wobei für Position 24 und an Position 26 

innerhalb der amyloidogenen Kernsequenz 22NFGAIL27 ebenfalls N-methylierte Analoga von 

Glycin und Isoleucin eingefügt wurden. Dies erhöhte die Löslichkeit von IAPP-GI um das 

100fache, reduzierte deutlich die amyloidogene Aggregationstendenz und führte zum Verlust 

der toxischen Eigenschaften im Vergleich zu hIAPP. Darüber hinaus führte dies zu einer 

10fachen Erhöhung der Affinität im Vergleich zum vorher beschrieben N-methylierten 

Hexapeptid. IAPP-GI ist im Gegensatz zum Hexapeptid in der Lage, die Aggregation von 

hIAPP vollständig mit hoher Effektivität zu inhibieren. Dies gilt gleichermaßen für die Phasen 

vor und nach der Nukleation. Selbst bereits gebildete Fibrillen von hIAPP lassen sich mit 

diesem Inhibitor wieder auflösen. Bezüglich des Mechanismus der Inhibition gehen die 

Autoren davon aus, dass IAPP-GI aufgrund der hohen Affinität an verschiedene Spezies, d.h. 

 

Abbildung 32:  Struktur der N-methylierten Inhibitoren SEN304, und SEN606.  
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nicht-toxische und toxische Oligomere, bindet und durch kinetische Stabilisierung das 

Gleichgewicht in Richtung nicht-toxischer Oligomere verschiebt.[416]  

Diese Klasse von peptidbasierten Inhibitoren zeigt eine ganze Reihe von für ihre intendierte 

Aufgabe günstigen Eigenschaften. Die CD-Spektren zeigen ein einziges Minimum, das im 

Vergleich zu Peptiden in β-Faltblattkonformation (218 nm) etwas in Richtung höherer 

Wellenlängen verschoben ist (225-226nm). Das Spektrum ist in einem Temperaturbereich von 

0° bis 90°, in einem pH-Bereich von 2-11 und selbst bis zu einer Harnstoff-Konzentration von 

8 M stabil. Sie sind sehr gut löslich in wässrigen Medien und bilden selbst keine größeren 

Aggregate oder Fibrillen.[408] Darüber hinaus sind sie aber auch in organischen 

Lösungsmitteln, wie DMSO, DCM oder DMF, sehr gut löslich. Sie vermögen durch eine 

Doppellipidmembran zu diffundieren, wie man an POPC-Vesikeln und COS-Zellen zeigen 

konnte[409] und zeigen eine größere Stabilität gegenüber Proteasen.[417]  

Die positiven Ergebnisse der in vitro-Studien und die pharmakologisch vielversprechenden 

Eigenschaften N-methylierter Inhibitoren ermutigten zu Tests der Wirksamkeit in einem in 

vivo-System. Die Applikationen des Inhibitors Ac-K-(N-Me)-LV(N-Me)-FF(N-Me)-AE-NH2 

in APP transgenen Mäusen, die das Vorläuferprotein des Aβ-Peptids expremieren und an 

Alzheimer erkranken, führten jedoch zu einem Anstieg der amyloiden Aggregate im Gehirn 

der Mäuse. Möglicherweise führte der Inhibitor zu Veränderung der Zellumgebung der 

Nervenzellen bzw. veränderte den Prozess der Aβ-Produktion.[418] Die enttäuschenden 

Ergebnisse machen deutlich, dass weitere Entwicklungsarbeit notwendig ist und wie wichtig 

die Evaluation der Wirkung in vivo ist.  

 

Peptoide  

Durch die Verschiebung der Seitenketten der Aminosäuren am α-Kohlenstoff um eine 

Position im Peptidrückgrat auf das Stickstoffatom, erhält man Polymere mit N-substituierten 

Glycinen. Diese Strukturen werden als Peptoide bezeichnet und zeigen für die Verwendung in 

der Pharmazie günstige Eigenschaften. Dazu gehören Stabilität gegenüber Proteasen, hohe 

Variabilität der funktionellen Gruppen, die einfache chemische Synthese (SPPS) sowie hohe 

 

Abbildung 33:  Vergleich der Ausschnitte von einer Peptid- und einer Peptoidkette. 
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Flexibilität und ein damit verbundener variabler Konformationsraum ohne zusätzliche 

Einschränkung durch die Chiralität am α-C-Atom.[193, 419] Peptoide lassen sich als Inhibitoren 

der Aggregation amyloider Fibrillen verwenden, da durch sterische Hinderung als auch durch 

die Eliminierung des wichtigsten Donors für die Ausbildung von Wasserstoffbrücken die 

charakteristischen intermolekularen Wechselwirkungen zwischen den β-Faltblattstrukturen 

gestört werden.[420]  

Ein erstes Beispiel für einen Inhibitor mit Peptoidcharakter gegen die Bildung von amyloiden 

Fibrillen wurde von Rijkers et al. beschrieben.[404] Hier wurde ein N-butylierter Serinrest an 

die Position 28 der erweiterten amyloiden Kernsequenz des hIAPP(20-29) eingeführt. Der 

Inhibitor mit der Sequenz NH2-SNNFGAIL-nButS-S-CONH2 bildet zwar selbst 

unstrukturierte Aggregate, wie EM-Untersuchungen zeigen, jedoch wurden die Aggregation 

IAPP inhibiert. In darauf folgenden Arbeiten wurde die hoch amyloidogene Sequenz 

hIAPP(20-29) vollständig in das entsprechende Peptoid überführt und weiter in ein retro-

Peptoid, wobei die relative Orientierung der Carbonyl-Funktionen gegenüber den Seitenketten 

im Vergleich zur Peptidsequenz gewahrt bleibt.[420] Die dem hIAPP(20-29) entsprechende 

Peptiod-Sequenz bildete keine amyloiden Aggregate und war in der Lage, die Aggregation 

des hIAPP(20-29) in einer äquimolaren Mischung zu inhibieren. Das retro-Peptoid bildete 

trotz fehlender Donatoren für Wasserstoffbrückenbindung selbst nicht-amyloidogene 

bänderartige Aggregate. Die Tendenz wurde auf die der amyloidogenen Sequenz 

vergleichbaren Orientierung der Carbonyl-Funktion relativ zu den Seitenketten zurückgeführt. 

Das retro-Peptoid zeigte eine geringere inhibitorische Wirkung, was möglicherweise auf die 

Aggregationstendenz des retro-Peptoids zurückgeführt werden kann. Diese Arbeiten zeigen, 

dass Peptoide das Potential als Inhibitoren der amyloiden Aggregation besitzen und 

synthetisch zugänglich sind.[420-422] 

 

Austausch der Peptid-Bindung gegen Ester- und Olefi nbindung  

Eine weitere Möglichkeit der Inhibition der Aggregation ist die Vermeidung der Ausbildung 

von Wasserstoffbrückenbindung des Peptidrückgrats. Verschiedene Arbeiten setzten diesen 

Ansatz durch die Einführung von Esterbindung und Olefinbindung anstelle der Peptidbindung 

um. Die Esterbindung führt zur Eliminierung des Donors und Schwächung des Akzeptors von 

Wasserstoffbrückenbindungen, wohingegen die Olefinbindung zur Eliminierung des 

Akzeptors und des Donors führt (siehe Abbildung 34). Gordon und Meredith synthetisierten 

auf der Basis der amyloiden Kernsequenz Aβ(16-20), ähnlich wie beim N-methylierten 

Inhibitor Ac-K16-(Me)L17-V18-(Me)F19-F20-NH2, ein Depsi-Peptid mit Esterbindungen in 
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alternierenden Positionen.[424] Dieses Peptid zeigte ähnlich zu den N-methylierten Beispielen 

eine gute Löslichkeit in Wasser und bildet keine Fibrillen. ThT Assay und EM-Studien 

zeigten eine vergleichbare inhibitorische Wirkung gegen die Bildung amyloider Fibrillen. Es 

konnte aber auch gezeigt werden, dass die Esterbindung erwartbar labil gegenüber Basen ist. 

Innerhalb von 24 h wurde die Esterbindung bei einem schwach basischen pH-Wert von 7.4 

hydrolysiert. Man nimmt an, dass ein solcher Inhibitor über die fehlende Möglichkeit zur 

Bildung von Wasserstoffbrückenbindungen seine Wirkung entfaltet.  

Bieschke et al. modifizierte das Peptidrückgrat des Aβ(1-40) Peptids zwischen den 

Phenylalaninresten an den Positionen 19 und 20 innerhalb der amyloiden Kernsequenz zu 

einer Esterbindung, wodurch die Amino-Funktion als Donor eliminiert und die Carbonyl-

Funktion als Akzeptor im Vergleich zu Peptidbindung geschwächt wird, sowie zu einer 

Olefinbindung, was sowohl Donor als auch Akzeptor der Wasserstoffbrücken eliminiert.[423, 

425, 426] Der Austausch der Peptidbindung gegen eine Esterbindung führte lediglich zu einer 

Reduktion der Geschwindigkeit der Aggregation. Die Einführung der Olefinbindung in das 

Aβ(1-40) dagegen verhinderte die Bildung von Fibrillen, führte jedoch zur Bildung amorphen 

Aggregaten, welche die Autoren auf eine Störung der Ausbildung von 

Wasserstoffbrückenbindungen zurückführen.[423, 425, 426] Diese amorphen Aggregate waren 

jedoch in der Lage, die Fibrillenbildung des unveränderten Aβ(1-40) Peptids zu induzieren. 

Alle veränderten Aβ(1-40) Peptide waren im PC12-Zelltest toxisch innerhalb einer 

Inkubationszeit von 18 Stunden, was darauf hindeutet, dass es möglicherweise eine 

gemeinsame toxische Quartärstruktur gibt, welche die Grundlage für die Toxizität bildet.[423] 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass derartige Veränderungen im Peptidrückgrat die 

 

Abbildung 34:  Modifikationen des Peptidrückgrats zur Verhinderung von Wasserstoff-
brückenbindungen, a) Peptidbindung b) Esterbindung c) Olefinbindung (nach Lit. [423]). 
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Ausbildung von Wasserstoffbrückenbindung stören und den Prozess der Aggregation zu 

amyloiden Fibrillen verändern. Jedoch wurde dieses Konzept über die hier beschriebenen 

Arbeiten hinaus in der Entwicklung peptidbasierter Inhibitoren meines Wissens nicht mehr 

weiterverfolgt. 

  

Verwendung von αααα,,,,αααα-disubstituierte Aminosäuren  

Peptidbasierte Inhibitoren mit einer zusätzlichen Seitenkette am α-C-Atom der Peptidbindung 

entfalten ihre Wirkung durch sterische Effekte und durch die Begrenzung des 

Konformationsraums. Eine ganze Reihe peptidbasierter Inhibitoren verwenden α-

Aminoisobuttersäure (kurz: Aib, 2-Methylalanin) im Austausch gegen die Aminosäuren 

Alanin und Leucin.[51] Der Einfluss von Aib auf die Konformation wurde anhand einer Reihe 

von Modellpeptiden studiert. Aib besitzt eine große Tendenz zur α-helikalen Helix und 

verhält sich wie die Aminosäure Prolin als Sekundärstrukturbrecher bezüglich β-

Faltblattstrukturen.[427-430] Zwar besitzen Alanin und Leucin ebenfalls eine hohe Helix-

Propensität, jedoch sind die Torsionswinkel φ und ψ im Fall von Aib noch stärker auf den α-

helikalen Bereich beschränkt.  

Auf der Basis der amyloidogenen Kernsequenz des hIAPP 13ANFLVHSS20 wurde eine Reihe 

von peptidbasierten Inhibitoren synthetisiert, wobei Alanin und Leucin gegen Aib 

ausgetauscht wurden.[431] Dazu gehörten die Sequenzen Aib-NF-Aib-VHSS,  Aib-NF-Aib-

VH sowie Aib-NF-Aib-V. Das Peptid Aib-NF-Aib-VH zeigte den größten inhibitorischen 

Effekt auf die Aggregation von hIAPP. Die Wirkung ist jedoch vergleichbar mit den bisher 

schon beschriebenen Strategien zur Darstellung peptidbasierter Inhibitoren. Die Autoren 

schlagen abschließend in ihrer Arbeit vor, die sekundärstrukturbrechenden Eigenschaften von 

Aib mit aromatischen Aminosäuren mit kurzen peptidbasierten Inhibitoren zu kombinieren, 

da gerade aromatische Aminosäuren in der Bildung von amyloiden Aggregaten eine 

entscheidende Rolle spielen (Kapitel 2.3.4 Die Rolle aromatischer Seitenketten).[382, 431, 432] In 

weiteren Studien der Arbeitsgruppe von Gazit wurde aufbauend auf diesem Konzept die 

Wirkung von D-Trp-Aib-OH untersucht.[433] Dieses Peptid stellt eine Kombination aus einem 

 
Abbildung 35:  Modifikation des α-Kohlenstoffs. 
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Indol zur Bindung an aromatischen Seitenketten von Aβ[434] und der Aminosäure Aib zur 

Störung der β-Faltblattstruktur dar. Dieses Dipeptid hat bezüglich des pharmakologischen 

Einsatzes einige günstige Eigenschaften. Dazu gehören die geringe Größe, eine gute 

Löslichkeit, eine hohe metabolische und chemische Stabilität sowie die Möglichkeit der 

oralen Applikation und eine geringe Toxizität.[433] Mit Hilfe eines speziellen Protokolls[435] 

zur Isolierung von Oligomeren des vollständigen Aβ-Peptids konnte gezeigt werden, dass D-

Trp-Aib-OH die Bildung von toxischen Oligomeren verhindert und frühe nicht-toxische 

Oligomere stabilisiert. Die Reduzierung der Toxizität konnte im MTT-Zell-Assay mit PC12 

Zellen gezeigt werden. Die durch das Design intendierte Bindung an die zentrale aromatische 

Region des Aβ-Peptids konnte durch NMR-Studien bestätigt werden. Die Bindung beruht 

hierbei auf hydrophoben Wechselwirkungen zwischen D-Trp-Aib-OH und den mit 

Phenylalanin besetzten Positionen 19 und 20 des Aβ-Peptids.[433] Der Inhibitor wurde 

schließlich noch in vivo an einer transgenen Maus getestet, die das Vorläuferprotein des 

humanen Aβ-Peptids, hAPP, überexpremiert. Es konnte eine signifikante Reduzierung von 

amyloiden Ablagerungen und eine verbesserte kognitive Leistung der mit D-Trp-Aib-OH 

behandelten Mäuse festgestellt werden.   In  den folgenden Untersuchungen wurden α,α-

disubstituierte Aminosäuren in alternierenden Positionen (i, i+2, i+4) in amyloide 

Kernsequenzen Aβ(16-21) eingeführt, so dass sie in β-Faltblattkonformation ausschließlich 

auf einer Seite präsentiert werden und durch sterische Hinderung die weitere Anlagerung von 

amyloidogenen Sequenzen verhindern.[418, 436, 437] 

Wie zuvor beschrieben, ist bereits eine zusätzliche Methylgruppe am α-C-Atom ausreichend, 

um β-Faltblattstrukturen zu brechen. Etienne et al. verwendeten α,α-disubstituierte 

Aminosäuren mit größeren Seitenketten, die wiederum eine gestreckte Konformation 

bevorzugen, in der Annahme, eine gute Affinität des Inhibitors zu den β-Faltblattstrukturen 

bei gleichzeitiger Inhibition der Aggregation zu erreichen.[438] In TEM- und SFM-Studien 

konnte man zeigen, dass der Inhibitor AMY1 die Aggregation von Aβ  bei äquimolarer 

Mischung vollständig blockieren kann. Selbst bei fünfzigfachem Überschuss an Aβ � wurden 

nur wenige amyloide Aggregate beobachtet.[436] In der Arbeit von Bett et al. wurden 

 

Abbildung 36 : Struktur des Inhibitors D-Trp-Aib-OH. 
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aufbauend auf den Inhibitor AMY1  beim Inhibitor AAMP sowohl Anzahl als auch Position 

der  α,α-disubstituierten Aminosäuren variiert.[437] Grundsätzlich, so konnte herausgefunden 

werden, ist die Wechselwirkung zwischen den Seitenketten bedeutend für die Inhibition, 

wobei aber eine α,α-disubstituierte Aminosäure genauso effektiv ist wie zwei oder drei. Das 

Molekulargewicht kann also möglicherweise reduziert werden, um die Bioverfügbarkeit zu 

verbessern, wie beim zuvor beschriebenen Beispiel D-Trp-Aib-OH der Arbeitsgruppe Gazit. 

Die vielversprechenden Ergebnisse gaben Anlass, die Inhibitoren auch in vivo zu testen.[418] 

Tests zur Effektivität des Inhibitors mit APP transgenen Mäusen zeigten einen leichten Trend 

zur Reduzierung von amyloiden Aggregaten im Gehirn der Mäuse. Höhere Konzentrationen 

des Inhibitors zeigten jedoch toxische Wirkung.   

 

Verwendung von ββββ- und γγγγ-Aminosäuren  

Eine weitere Möglichkeit, das Peptidrückgrat zu verändern und so die hydrophobe 

Wechselwirkung oder die Bildung von Wasserstoffbrückenbindungen zu verhindern, ist die 

Verwendung von β− bzw. γ-Aminosäuren. Auf diese Weise wird das Peptidrückgrat um ein 

oder zwei Methyleinheiten verlängert (Abbildung 38), wodurch möglicherweise das 

charakteristische Muster der Wasserstoffbrückenbindung in der β−Faltblattstruktur gestört, 

aber auch nicht völlig unterbunden wird, so dass eine Bindung an die Zielstruktur immer noch 

möglich ist. Der Einbau wirkt sich auch auf die Struktur der Peptide aus. So erhöht sich z.B. 

durch den Einbau von β-Aminosäuren die Tendenz der Peptide zur Bildung α-helikaler 

Strukturen.[439, 440] Darüber hinaus erhöht sich die Stabilität gegenüber Proteasen.[440, 441]  

 

 

Abbildung 37:  Struktur des Inhibitors AAMP-1 mit α,α−Disubstitution in alternierenden Positionen, 
so dass sie nur auf einer Seite des Inhibitors präsentiert werden und die Assoziation weitere 
Peptidstränge blockiert (nach Lit. [437]).  
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Madine et al. konnten mit Hilfe von ssNMR die amyloidogene Kernsequenz 77VAQTV82 

innerhalb des α-Synucleins identifizieren und bereits erfolgreich für die Synthese von 

N-methylierten Analoga als Inhibitoren der Aggregation des α-Synucleins verwenden.[407] In 

einer weiteren Studie wurden verschiedene Analoga der Kernsequenz 77VAQTV82  durch den 

Austausch von Alanin durch β-Alanin oder γ-Aminobuttersäure hergestellt und ebenfalls als 

Inhibitoren der Aggregation des vollständigen amyloidogenen Proteins α-Synuclein 

getestet.[442] Da gerade im Hinblick auf die therapeutische Anwendung und die Verwendung 

als pharmazeutischer Wirkstoff die Größe sehr wichtig ist, wurden ebenfalls noch kürzere 

Varianten hergestellt. Schließlich identifizierte man zwei Peptidtrimere, die β-Alanin anstelle 

von Alanin enthielten und die in der Lage waren, die Aggregation von α-Synuclein zu 

inhibieren. Das Peptidtrimer (β-Ala)QK ist darüber hinaus gegen die Aggregation von Aβ(1-

40) und Amylin wirksam.[442]  

Castelletto et al. veränderten die amyloide Kernsequenz 17KLVFF21 des Aβ-Peptides durch 

die N-terminale Addition von zwei β-Alaninresten. Die Aggregation diese Peptids selbst 

wurde nicht inhibiert, aber die Struktur der Aggregate wurde stark verändert.[443, 444] Dieses 

Peptid aggregierte zu helikalen Bändern, die alle Charakteristika amyloider Aggregate 

aufzeigten. In einer weiterführenden Studie wurde das βAβA-KLVFF Peptid als Inhibitor der 

Aggregation des Aβ(1-42) Peptids getestet. Es konnte gezeigt werden, dass βAβA-KLVFF an 

Aβ(1-42) bindet und die Morphologie der Aggregate zu kurzen Ketten verändert. Der 

Thioflavin-T-Assay deutet jedoch auf eine gesteigerte Aggregation in Gegenwart von 

βΑβΑ-KLVFF hin und die Toxizität im MTT-Zell-Assay konnte nicht reduziert werden. Man 

kommt zu dem Schluss, dass βAβA-KLVFF zwar die Aggregation zu den typischen langen 

Fibrillen blockiert, jedoch nicht die Bildung toxischer Aggregate verhindert.[445] Dieser 

Ansatz in der Entwicklung peptidbasierter Inhibitoren wurde in der nächsten Studie durch die 

Verwendung von verschiedenen γ-Aminosäuren und von vollständig aus D-Aminosäuren 

bestehender KLVFF-Sequenz erweitert und an Aβ(1-42) getestet.[446] In Übereinstimmung mit 

 

Abbildung 38:  Struktur von α-, β- und γ-Aminosäureresten zur Verdeutlichung der Ausdehnung 
des Peptidrückgrats.  
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den zuvor gemachten Studien führte das entsprechende Peptid βAβA-klvff sowie das mit 

γ-Aminobuttersäure modifizierte klvff-Peptid ebenfalls nicht zu einer Reduzierung der 

Zelltoxizität. Analoga mit jeweils zwei γ-Aminosäuren mit Phenylalanin-, Tyrosin- und 

Leucinseitenketten am γ-C-Atom waren dagegen erfolgreich in der Reduzierung der Toxizität 

im MTT-Zell-Assay, wobei die Verbindung mit 2 [(R)-(4-amino-5-phenyl]pentanoyl-Resten 

am D-Peptid klvff (Abbildung 39) den stärksten positiven Effekt auf die Viabilität der Zellen 

hatte. Jedoch bilden diese Verbindungen allein fibrilläre Aggregate, die im MTT-Zell-Assay 

keine toxische Wirkung zeigen. Die Verbindung mit der größten Wirkung zeigte die stärkste 

Aggregationstendenz zu Fibrillen mit β-Faltblattstruktur, wobei in Strukturuntersuchungen 

mit Röntgenbeugung die γ-Aminosäure mit dem [(R)-(4-amino-5-phenyl]pentanoyl-Rest im 

Gegensatz zu den anderen zwei Verbindungen nicht das charakteristische Muster der 

Wasserstoffbrückenbindungen einer β-Faltblattstruktur zu stören scheint, was dem generellen 

Konzept widerspricht.[446] Möglicherweise ist jedoch die Wirkung dieser Verbindung nur auf 

diese besonderen Eigenschaften dieser Verbindung zurückzuführen. Schließlich muss noch 

bemerkt werden, dass die Aggregationstendenz des Inhibitors aus pharmakologischer Sicht 

eher von Nachteil ist, jedoch sind in vivo-Experimente noch abzuwarten.  

6.3.3.2.4 Zyklisierung von Peptiden 
 
Durch die Zyklisierung von Peptiden lässt sich dem wesentlichen Nachteil der medizinischen 

Anwendung von peptidbasierten Inhibitoren, der geringen metabolischen Stabilität, 

entgegenwirken.[51]   

Kapurnitou et al. synthetisierten ein zyklisches Aβ(1-28) Analogon mit einer kovalenten 

Bindung zwischen dem Lysin an Position 17, das gegenüber der Sequenz Aβ(1-28) gegen ein 

Leucin ausgetauscht worden ist, und dem Aspartat an Position 21. Das zyklisierte [Lys17-

Asp21]Aβ(1-28) bildet im Gegensatz zu Aβ(1-28) keine Fibrillen und inhibiert die 

 

Abbildung 39 : Aβ(1-42) Inhibitor, bestehend aus dem D-Peptid klvff mit zwei N-terminal 
gekuppelten γ-Aminosäuren ([(R)-(4-amino-5-phenyl]pentanoyl-Rest).  
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Fibrillenbildung von Aβ(1-28) und Aβ(1-40). Die Zyklisierung durch die kovalente 

Verbindung zwischen Lys17 und Asp21 entspricht einer Bindung zwischen der Position i und 

i+4, was die Bildung helikaler Strukturen fördert. CD Spektroskopie-Studien zeigen eindeutig 

eine Steigerung der helikalen Propensität des zyklisierten [Lys17-Asp21]Aβ(1-28) gegenüber 

dem Aβ(1-28). Diese Eigenschaft scheint für die inhibitorische Wirkung sehr entscheidend zu 

sein, denn im Vergleich dazu führte ein früherer Zyklisierungsansatz zwischen Asp23 und 

Lys28 im Aβ(1-40) zu einer beschleunigten Aggregation[447], so dass man nicht schließen 

kann, dass generell eine Zyklisierung einer amyloidogenen Peptidsequenz zum 

entsprechenden Inhibitor führt.  

In einem weiteren Ansatz wurde das Peptid LPFFD, das in vitro die Aggregation des Aβ-

Peptids inhibiert[390], durch Einführung von Cystein am N- und C-Terminus und der 

anschließenden Bildung von Disulfidbrücken ebenfalls zyklisiert. Jedoch verlor die Sequenz 

ihre inhibitorische Wirkung.[417]  

James S. Nowick synthetisierte auf der Basis der amyloiden Kernsequenz 306VQIVYK311 des 

Tau-Proteins verschiedene makrozyklische peptidbasierte Inhibitoren mit β-Faltblattstruktur, 

um zum einen die Aggregation der amyloiden Kernsequenz zu untersuchen und zum anderen 

die Aggregation zu inhibieren.[448] Er verwendete nicht das vollständige Tau-Protein, sondern 

ein auf die amyloide Kernsequenz verkürztes Modell-Peptid Ac-VQIVYK-NH2 (AcPHF6). 

Zengh et al. synthetisierten verschiedene Makrozyklen, bestehend aus einem Pentapeptid (R1-

R5) im oberen Strang und einem Templat Hao und zwei weiteren Aminosäuren (R6, R7) im 

unteren Strang.[448] Das Templat Hao bildet einen Ersatz für drei Aminosäurereste im unteren 

Strang, das als Templat für die Faltung des oberen Stranges dient und gleichzeitig die 

 

Abbildung 40:  Struktur des Makrozyklus VQIVY-KL. Das Hao-Templat ist grau unterlegt (nach Lit. 
[448]). 
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Ausbildung von Wasserstoffbrückenbindungen am unteren Strang und damit die Assoziation 

weiterer Peptidstränge unterbindet.  Der untere und obere Strang sind über Aminofunktion am 

δ-C-Atom des Ornithins miteinander verbunden, die eine β-turn–Struktur imitieren. Zheng et 

al. verwendeten die Pentapeptide 306VQIVY310 und 307QIVYK311 für den oberen Strang, der 

die Erkennungsdomäne bildet. Das Hao-Templat im unteren Strang blockiert die Ausbildung 

von Wasserstoffbrückenbindungen und die weitere Assoziation.  

Die Aminosäuren im unteren Strang erlauben die Veränderung der Löslichkeit des gesamten 

Moleküls. In vitro-Tests in verschiedenen Variationen führten schließlich zum optimalsten 

Inhibitor, wie in Abbildung 40 dargestellt. Darüber hinaus zeigte sich ein nicht-lineares 

Verhältnis zwischen der Konzentration des Inhibitors und der Verlängerung der zur 

Nukleation der Aggregation notwendigen Zeit (lag-time), was auf eine kooperative Inhibition 

durch den Makrozyklus hindeutet.[448] Das vorgeschlagene Modell des 

Inhibitionsmechanismus geht von einer synchronen Bindung zweier Makrozyklen zur 

vollständigen Inhibierung des Wachstums der Fibrille aus.[448] Im ersten Schritt bindet 

zunächst der obere Strang des Makrozyklus über die Ausbildung von 

Wasserstoffbrückenbindungen an die amyloidogene Sequenz. Im zweiten Schritt bindet ein 

zweiter Makrozyklus ebenfalls mit dem oberen Strang an die darunter liegende amyloidogene 

Sequenz, so dass nun zwei Makrozyklen nebeneinander liegen und ebenfalls über die 

Seitenketten aneinander binden. Die Wachstumsseite der Fibrille wird auf diese Weise durch 

zwei Makrozyklen besetzt, wobei das Hao-Templat die Assoziation weiterer amyloidogener 

Sequenzen unterbindet.[448] Dieses Modell des Inhibitionsmechanismus eröffnet neue 

Möglichkeiten für die Entwicklung peptidbasierter Inhibitoren.  

 

Abbildung 41:  Schematische Darstellung des Modells des Inhibitionsmechanismus (nach Lit. [448]) 
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6.3.3.2.5 Multivalente Inhibitoren 
 
Die Realisierung von vielen, gleichzeitig stattfindenden spezifischen Bindungsereignissen zur 

Erhöhung der Affinität ist ein in der Biologie weit verbreitetes Konzept, welches als 

Multivalenz bezeichnet wird. In Bezug auf das Design von peptidbasierten Inhibitoren wird 

ein Vielfaches der entsprechenden amyloidogenen Kernsequenz an eine mehrfach verzweigte 

Gerüststruktur gebunden. Das Ziel ist es, die Affinität der Bindung an amyloidogene Proteine 

und Peptide und folglich auch das inhibitorische Potential zu erhöhen. 

Zhang et al. wendeten bei der Umsetzung dieses Prinzips in der Entwicklung eines 

peptidbasierten Inhibitors das retro-inverse Peptid ffvlk, d.h. das D-Peptid der umgekehrten 

amyloidogenen Kernsequenz KLVFF des Aβ-Peptids, an.[449] Die Autoren stellten fest, dass 

dieses Peptid mit eher durchschnittlicher Affinität an Fibrillen Aβ(1-40) bindet. Die 

Kombination aus sechs ffvlk Peptiden verbunden über einen verzweigten PEG-Linker 

verbesserte jedoch die Affinität der gesamten Verbindung um das 10000fache. Im Vergleich 

führte diese Modifikation zu einer entsprechend effektiveren Inhibition der Aggregation.[449] 

Chafekar et al. verwendeten die amyloidogene Kernsequenz KLVFF des Aβ-Peptids.[450] 

Dieses Motiv wurde vierfach durch Native Chemische Ligation an ein Dendrimer der ersten 

Generation gebunden. Die so geschaffene Verbindung bildete keine ThT-positiven Aggregate, 

woraus die Autoren schlossen, dass dendritische KLVFF Verbindungen keine amyloiden 

Aggregate bilden, sondern lediglich andere amorphe Aggregate mit hohem Anteil an β-

Faltblattstrukturen. Im ThT-Assay sowie in den elektronenmikroskopischen Studien erwies 

sich die dendritische Verbindung als der deutlich effektivere Inhibitor, da im Vergleich mit 

der unmodifizierten KLVFF Sequenz für die gleiche inhibitorische Wirkung deutlich 

niedrigere Konzentrationen notwendig waren.[450] Der Inhibitor war darüber hinaus auch in 

 

Abbildung 42:  Struktur des Inhibitors. Das KLVFF-Motiv ist vierfach jeweils über zwei Glycin-
Reste an ein Cystein-Dendrimer gebunden (nach Lit.[450]) 



Eingriff in den Prozess der Bildung amyloider Aggregate 

 74 

der Lage, bereits gebildete amyloide Fibrillen wieder aufzulösen. Durch 

Vergleichsexperimente mit dem Dendrimer ohne KLVFF Motiv und dem Dendrimer mit 

einen poly-Glycin-Analogon, die keine bis geringe inhibitorische Wirkung zeigten, bestätigte 

man die Grundannahme der Potenzierung der Wirkung durch Multivalenz.[450]   

6.3.3.2.6 Strukturbasiertes Design  
 
Einen ersten Ansatz des strukturbasierten Designs wurde von Smith und Mitarbeiten 

berichtet. In dieser Arbeit ging man davon aus, dass die parallel und in-register angeordneten 

β-Faltblattstrukturen in der cross-β-Struktur an der Oberfläche „Wölbungen“ und 

„Einkerbungen“ durch unterschiedlich große und kleine Seitenketten aufweisen.[451] Auf 

dieser Grundlage wurden komplementäre kleine peptidbasierte Inhibitoren aus Aminosäuren 

mit abwechselnd großen und kleineren Seitenketten designt. Die Inhibitoren waren in der 

Lage, die Bildung der Fibrillen zu inhibieren und bereits gebildete Fibrillen wieder 

aufzulösen.  

Eisenberg und Baker et al. verwendeten einen strukturbasierten und computergestützten 

Ansatz für das Design einer neuen Klasse von peptidbasierten Inhibitoren. Die strukturelle 

Grundlage bildete das Modell des „sterischen Reißverschlusses“, ein Paar dicht 

gepackter β-Faltblattstrukturen mit komplementären und ineinander verzahnten Seitenketten 

(Kapitel 2.3.3 Modell des sterischen Reißverschlusses („steric zipper“). Beim Design des 

spezifischen Inhibitors wurde das Ziel verfolgt, die Kontaktfläche zwischen Inhibitor und 

amyloidogener Sequenz möglichst komplementär und optimal ineinander verzahnt zu 

gestalten, so dass der Inhibitor optimal an die amyloidogene Sequenz am Ende der 

wachsenden Fibrille bindet und die Elongation inhibiert. Das Inhibitorpeptid bindet über eine 

möglichst große Anzahl an Wasserstoffbrücken und über hydrophobe Wechselwirkung an das 

amyloidogene Peptid. Wenn der Inhibitor über die Kontaktfläche gebunden ist, wird die 

Aneinanderlagerung von weiteren amyloidogenen Sequenzen durch sterische Hinderung der 

Seitenketten unterbunden. Als erstes Templat diente das Hexapeptidsegment 306VQIVYK311 

des Tau-Proteins, dass eine entscheidende Rolle bei der Aggregation des vollständigen Tau-

Proteins bildet. Das D-Peptid tlkivw zeigte die größte inhibitorische Wirkung und inhibiert die 

Aggregation des Hexapeptids VQIVYK sowie die Aggregation zweier Tau-Fragmente mit 130 

und 150 Aminosäuren. Das entsprechende L-Peptid TLKIVW zeigte dagegen keine 

inhibitorische Wirkung und das D-Peptid tlkivw zeigte darüber hinaus keine Wirkung auf die 

Aggregation des Aβ-Peptids. Das macht deutlich, dass die inhibitorische Wirkung des D-

Peptids tlkivw auf dem spezifischen Design für das VQIVYK–Segment basiert. Lange Zeit 
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war das strukturbasierte Design von Inhibitoren eine große Herausforderung, da notwendige 

strukturelle Informationen auf atomarer Ebene nicht zur Verfügung standen.[82] Dieser Ansatz 

demonstriert eindrucksvoll das Potential des computergestützten Designs von peptidbasierten 

Inhibitoren auf der Basis der Strukturaufklärung kristalliner Aggregate amyloider 

Kernsequenzen.  

6.3.3.2.6 Stabilisierung der αααα-helikalen Konformation 
 
Wie bereits im Rahmen der Erläuterung zu den Inhibitionstrategien beschrieben, bilden einige 

amyloidogene Proteine und Peptide helikale Intermediate stabilisiert durch Peptid-Peptid-

Wechselwirkungen oder Peptid-Membran-Wechselwirkungen im Rahmen des 

Aggregationsprozesses. Mit Hilfe von peptidbasierten Verbindungen lassen sich diese 

stabilisieren und so die Bildung von β-Faltblatt-reichen Aggregaten verhindern.  

Mit unterschiedlichen methodischen Ansätzen zeigten verschiedene Arbeitsgruppen, dass z.B. 

mit Insulin die Aggregation hIAPP über die Stabilisierung helikaler Intermediate inhibiert 

  

Abbildung 43:  Prinzip des struktur-basierten Designs (verändert nach Lit. [82] © 2011 Macmillan 
Publishers Limited) 
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werden kann.[179, 321-323] NMR-Studien als auch Docking-Studien ergaben, dass Insulin über 

eine helikale Domäne des IAPP miteinander interagieren.[322] Darüber hinaus konnten Gilead 

et al. die Interaktionsdomäne des Insulins identifizieren.[321] Sie liegt im Zentrum der 

helikalen B-Kette des Insulins und umfasst die Positionen 9 bis 20 und interagiert mit der 

Domäne des IAPP von Position 7 bis 19. Diese helikale Domäne bildet somit den idealen 

Ansatzpunkt für die Stabilisierung der helikalen Struktur durch peptidbasierte Liganden, 

wobei z.B. eine amphipathische Helix als Ligand denkbar ist.  

Nerelius et al. gingen beim Design eines peptidbasierten Inhibitors der Aggregation des Aβ-

Peptids von der zentralen Region 13HQKLVFFAEDVGS26 des Aβ-Peptids aus. Diese 

Sequenz zeigt unter bestimmten Bedingungen eine Tendenz zur helikalen Konformation, die 

sich mit einer entsprechenden Verbindung adressieren und stabilisieren lässt.[166] Sie 

designten einen peptidbasierten Inhibitor, der in der Lage ist, mit der zentralen Region 

13HQKLVFFAEDVGS26 zu interagieren und sie in der helikalen Konformation zu 

stabilisieren.[166] Die zentrale Region des Aβ-Peptids besteht aus einer größeren hydrophoben 

Domäne 17LVFFA21 und mit 22ED2 aus einer anionischen Domäne. Das Design des 

peptidbasierten Inhibitors weist mit einem Argininrest zwei positive Ladungen auf, die mit 

der negativ geladenen Glutamatseitenkette an Position 22 und der Aspartatseitenkette an 

Position 23 interagieren können. Zusätzlich ermöglicht die negative geladene Carboxyl-

Funktion die Interaktion mit dem teilweise protonierten Histidin an Position 13 und der 

positiv geladenen Seitenkette des Lysins an Position 16. Für die Realisierung von 

hydrophoben Wechselwirkungen wurde D-Tryptophan im Zentrum des Inhibitors platziert, 

das mit den hydrophoben Seitenketten des Phenylalanins an Position 20 interagiert. CD-

Spektren der äquimolaren Mischung von Aβ(12-28) mit dem Inhibitor in Phosphat-Puffer mit 

20% TFE zeigten die Stabilisierung der helikalen Konformation in Gegenwart des Inhibitors. 

Der Inhibitor greift so in den Prozess der Aggregation von Aβ(1-42) ein und reduziert die 

  

Abbildung 44:  (links) Struktur und des Inhibitors pep1b und Interaktionen mit Positionen des 
zentralen Peptidfragments des Aβ-Peptids (rechts) MD Simulation der Stabilisierung des helikalen 
Aβ-Peptids durch pep1b  (nach Lit. [166] © 2009 by The National Academy of Sciences of the USA).  
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Toxizität in Zell-Tests sowie im in vivo-Modell Drosophila melanogaster.[166] Da man 

ebenfalls einen nicht peptidbasierten Inhibitor auf der Basis der gleichen rationalen 

Überlegung synthetisierte und dieser ebenso erfolgreich war, lässt sich die inhibitorische 

Wirkung eindeutig auf die durch das Design intendierten Wechselwirkungen 

zurückführen.[166]  

Die Strategie der Stabilisierung der helikalen Konformation zur Inhibition der Aggregation 

lässt sich auch auf amyloidogene Proteine bzw. Peptide anwenden. Einige aktuelle Arbeiten 

weisen darauf hin, dass der 17 Aminosäuren lange N-Terminus der poly-Q Sequenz des 

Huntigton-Proteins, bezeichnet als httNT und mit großer Tendenz zur helikalen Konformation, 

eine entscheidende Rolle im Aggregationsprozess spielt (siehe Kapitel 5 Amyloidogene 

Oligomere und ihre pathologische Bedeutung). Im Prozess der Aggregation entstehen 

zunächst Oligomere, in denen mehrere amyloidogene Sequenzen über eine stabile helikale 

Struktur am N-Terminus miteinander agieren. Dies führt in der Folge aufgrund der erhöhten 

lokalen Konzentration zur Nukleation der Aggregation und zu der Bildung von amyloiden 

Fibrillen.[172]  Im Unterschied zu dem von Abedini und Raleigh[159, 160] vorgeschlagenen 

einfachen mechanistischen Modell des Einflusses helikaler Strukturen auf die Bildung 

amyloider Aggregate bleiben die helikalen Elemente jedoch auch im amyloiden Zustand 

erhalten.[172, 452, 453] Die zur Bildung einer Helix befähigte httNT-Sequenz wurde von Wetzel 

und Mitarbeiter als Basis zur Entwicklung von neuen peptidbasierten Inhibitoren verwendet. 

Ihnen gelang das rationale Design von Inhibitoren, wobei der inhibitorische Effekt stark von 

der Fähigkeit abhängt, amphipathische Helices zu bilden. Sie testeten verschiedene Analoga 

der httNT-Sequenz als Inhibitoren der Aggregation des amyloidogenen Peptids httNTQ30P6K2. 

Dazu gehören u.a. das entsprechende D-Peptid, die retro-inverse Sequenz von httNT sowie die 

httNT-Sequenz, ergänzt durch die Prolin und Glycin modifizierte poly-Q-Sequenz 

httNTPGQ9P(1,2,3).  Schon die httNT-Sequenz selbst zeigte inhibitorische Wirkung und war in 

der Lage, die Nukleation zu verzögern. Auf der Basis von einigen Vorarbeiten der Gruppe[385, 

454] wurde ein Inhibitor, bestehend aus der N-terminalen httNT-Sequenz und der poly-Q-

Sequenz, ergänzt durch turn-induzierende Prolin/Glycin-Abfolge und 3 Prolin-Resten in den 

jeweiligen Q9-Sequnzen. Das Peptid httNTPGQ9P(1,2,3) zeigte einen konzentrationsabhängigen 

inhibitorischen Effekt und war in der Lage, die Aggregation von httNTQ30P6K2 vollständig in 

äquimolarer Mischung zu inhibieren.[452] Größenaustauschchromatografie, Trp-Fluoreszenz 

und FTIR-Experimente unterstützen einen Inhibitionsmechanimus, nach dem der Inhibitor mit 

der httNT- Domäne von httNTQ30P6K2 gemischte, helikale Oligomere bilden. Dadurch wird die 

lokale Konzentration an freien poly-Q-Segmenten reduziert und die Interaktion und die 

Bildung von amyloiden Aggregaten erschwert. Sowohl das D-Peptid als auch die retro-
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inverse httNT-Sequenz, bestehend aus D-Aminosäuren mit umgekehrter Primärstruktur zur 

Bewahrung der Orientierung der Seitenketten im Vergleich zum entsprechenden L-Peptid, 

erwiesen sich als ebenso wirksame Inhibitoren. FTIR-Spektren weisen auf die Bildung 

gemischter helikaler Oligomere hin. Mit dem Ziel, die Hypothese gemischter helikaler 

Oligomere als Grundlage für die Inhibition der Aggregation zu unterstützen, wurden 

verschiedene Sequenzen aus Kombinationen der Aminosäuren der httNT-Sequenz getestet. Die 

Ergebnisse zeigten einen klaren Zusammenhang zwischen der inhibitorischen Effektivität und 

der Fähigkeit, eine Helix zu bilden.[452]  

Darüber hinaus versuchte man ebenfalls Problemen von peptidbasierten Inhibitoren, wie der 

Weg der Applizierung und die metabolische Stabilität, zu begegnen. Sie konnten zum einen 

zeigen, dass der vollständige Austausch der einzelnen L-Aminosäuren gegen entsprechende 

D-Enantiomere zu einer vergleichbaren inhibitorischen Wirkung führt. Zum anderen zeigte 

die Ergänzung durch poly-Lysin-Sequenz mit dem Ziel, die Permeabilität durch die 

Zellmembran zu erhöhen und pharmakokinetische Eigenschaften zu optimieren, zusätzlich 

eine Erhöhung der inhibitorischen Aktivität. 

Zusammenfassend zeigen diese Arbeiten, dass Peptide, die fähig sind, die helikalen Elemente 

in einer amyloidogenen Sequenz anzusprechen und zu stabilisieren, bestehend aus 

D-Aminosäuren bzw. ergänzt durch poly-Lysin-Sequenz, ein Potential als 

Ausgangsverbindung in der Entwicklung von Therapien gegen die Huntingtonsche Krankheit 

besitzen.[452] 

 

Abbildung 45:  Einfluss der htt N-terminalen Domäne im Prozess der Aggregation und Inhibition 
von httNTQ30P6K2. (A) Die Bildung von helikalen Oligomeren führt zur Förderung der Aggregation zu 
amyloiden Fibrillen. (B) Amphipathische Helices führen zur Reduktion der lokalen Konzentration 
der poly-Q Domäne und Verringerung der Aggregation. (C) Amphipathische Helices, kombiniert mit 
mutierter poly-Q Domäne, führt zur Inhibition der Aggregation amyloider Fibrillen (nach Lit. [172, 452, 

453]) 
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6.3.3.2.7 Stabilisierung von ββββ-Faltblatt-Strukturen im nicht amyloiden Zustand 
 

Unabhängig von den jeweiligen amyloiden Kernsequenzen, die häufig als Ausgangspunkt für 

das rationale Design von peptidbasierten Inhibitoren dienen, gibt es einige Ansätze strukturell 

gut definierter β-Faltblatt-Strukturen, die an amyloidogene Proteine und Peptide binden und 

die Fibrillenbildung inhibieren.   

Die Arbeitsgruppe von Ghosh nutzte die sehr stabile B1 Domäne des Protein G, HTB1, als 

Ausgangspunkt für die Entwicklung eines Inhibitors.[455-457] Mit Hilfe der Methode des Phage 

Displays und der Selektion einiger Positionen gegen die Sequenz von Aβ-(1-40)  wurde die 

Sequenz modifiziert, so dass der Inhibitor gut an das Aβ(1-40)-Peptid bindet. 

Interessanterweise ergab der Selektionsprozess den Austausch von polaren gegen aromatische 

Aminosäuren (K → W, G → W, K → Y, und E → Y) in einer neuen, 23 Aminosäuren langen 

Peptidsequenz namens TJ10. Dies erhöht generell die Propensität für β-Faltblattstrukturen, 

zudem werden sie an der exponierten Seite präsentiert, womit TJ10 möglicherweise an Aβ-(1-

40) bindet. Das Peptid TJ10 war in äquimolarer Mischung in der Lage, die Aggregation von 

Aβ-(1-40) zu inhibieren, wie ThT-Assay und TEM-Untersuchungen zeigten. Die Autoren 

gehen davon aus, dass TJ10 das Peptid Aβ-(1-40) in einen β-Faltblatt-reichen Zustand 

festhalten kann und auf diesem Weg keine Fibrillen mehr gebildet werden können. 

Toxizitätstests sind gerade aufgrund der Tatsache, dass Aβ-Oligomere stabilisiert werden, 

entscheidend, aber in diesem Fall noch nicht berichtet worden. Mit dem Ziel, Inhibitoren zu 

entwickeln, die über β-Faltblattstrukturen mit amyloidogene Proteine und Peptide interagieren 

wollen, bieten sich de novo designte Modelle von β-hairpin-Strukturen an. Huggins et al. 

berichteten über β-hairpin-Peptide, die ebenfalls Trp und Tyr enthielten und in der Lage 

 

Abbildung 46:  Schematische Darstellung des Modells der Inhibition der Aggregation zu amyloiden 
Fibrillen durch β-hairpin-Inhibitoren (nach Lit. [457]).  
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waren, die Fibrillenbildung von hAM (human pancreatic amylin) zu inhibieren.[458] Diese β-

hairpin-Peptide zeigten ebenfalls keine Ähnlichkeit in der Sequenz im Vergleich zu hAM und 

exponieren Tryptophan- und Tyrosinreste. In einer weiterführenden Studie untersuchten 

Huggins et al., ob dieser Ansatz generalisiert werden kann.[457] Sie testeten eine Reihe von de 

novo designten β-hairpin-Peptiden, die Tryptophan- und Tyrosinreste enthielten[459], als 

Inhibitoren der Aggregation des amyloidogenen α-Synucleins. Die effektivsten Inhibitoren 

der amyloiden Aggregation hatten die Sequenzen KKLTVW-IpGK-WITVSA (WW2) bzw. 

KKLTVY-IpGK-YITVSA (YY2)[459], in denen sich die aromatischen Reste nahe an der turn-

Sequenz befinden. TEM-Untersuchungen von α-Synucleins in Gegenwart der Inhibitoren 

WW2 und YY2 zeigten entweder keine oder nur sehr wenige Fibrillen, jedoch sind 

mindestens äquimolare Konzentrationen notwendig. Die Inkubation mit dem Inhibitor YY2 

führte zur Bildung von amorphen Aggregaten. Durch die Bindung des Inhibitors entstehen 

möglicherweise zunächst Oligomere, die nicht mehr Teil des Prozessweges der amyloiden 

Aggregation sind (off-pathway).[457]  

Die aromatischen Reste in den β-hairpin-Peptiden sind nicht nur wesentlich für die Bildung 

der β-hairpin-Struktur, sondern auch für eine stabile Bindung an die amyloidogene Sequenz. 

Diese Funktion von z.B. Tryptophan ist auch von anderen Beispielen peptidbasierten 

Inhibitoren bekannt.[460] 

Härd und seine Mitarbeiter verwendeten einen Protein-Engineering-Ansatz, einen Affibody 

zur Stabilisierung des monomeren Aβ-Peptids in einer β-hairpin-Struktur, wodurch die 

Bildung von amyloiden Fibrillen inhibiert wurde.[273] Die speziell designten Affibodies zeigen 

vergleichbar zu Antikörpern eine hohe Affinität zu ihrer Zielstruktur, jedoch ist z.B. die 

Größe und der Einfluss auf das gesamte Immunsystem im Falle einer medizinischen 

Anwendung geringer als bei einem Antikörper. Sie stellen somit eine Alternative zu 

Antikörpern in biotechnologischer, diagnostischer und medizinischer Anwendung dar.[461, 462] 

Das von Härd und Mitarbeiter verwendete Protein basiert auf der 58 Aminosäuren langen und 

aus drei Helices bestehenden Z-Domäne des Staphylokokken-Proteins A. Mit Hilfe der 

Phage-Display-Methode wurden 13 Positionen in zwei der drei Helices, die Teil der 

Bindungsoberfläche sind, mit dem Ziel der Bindung an Aβ variiert.[463] Diese Arbeiten 

führten schließlich zum Affibody ZAβ3,  das in der Sequenz eines helikalen Abschnitts durch 

die Veränderung in der Primärstruktur nun β-Faltblatt-Konformation zeigt und ein über 

Disulfidbrücken verbundenes Dimer bildet.  

NMR-Studien, Isotherme Titrationskalorimetrie (ITC), CD-Spektroskopie und Fluoreszenz-

Assays zeigten, dass ZAβ3 mit hoher Affinität mit dem βZ-Abschnitt in 
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β-Faltblattkonformation an Aβ(1-40) in der β-hairpin Konformation (Abbildung 47) bindet 

und die Bildung von Oligomeren sowie die Aggregation zu amyloiden Fibrillen verhindert 

und die Toxizität in vivo reduziert.[273, 464] 

Diese Arbeiten zeigen, dass die β-hairpin-Konformation des Aβ-Peptids innerhalb des 

Aggregationsprozesses des Aβ-Peptids zum einen eine wichtige Rolle einnimmt und zum 

anderen durch entsprechende Liganden adressiert werden kann.[273]  

Auf der Basis des Proteins Domäne B1 des IgG bindenden Proteins G einwickelte man in der 

Arbeitsgruppe von Avijit Chakrabartty die Hypothese, dass eine amphipathische Helix das 

Aβ-Peptid in eine lösliche, zur nativen Struktur ähnliche Form überführen und die Bildung 

von Oligomeren und amyloiden Fibrillen inhibieren kann.[465] Wie in der Abbildung 48 

gezeigt, besteht die Protein-Domäne B1 aus vier antiparallelen β-Faltblatt-Strängen, worauf 

eine amphipathische Helix gelagert ist. Die hydrophobe Oberfläche der amphipathischen 

Helix bindet an die β-Faltblatt-Stränge, und die hydrophile Oberfläche gewährleistet die 

Wasserlöslichkeit der gesamten Struktur.[466] Ohne die amphipathische Helix bildet die 

Domäne B1 amyloide Fibrillen mit charakteristischer Ultrastruktur.[466] Es wird also deutlich, 

dass die amphipathische Helix die entscheidende Komponente darstellt. Sie ist aufgrund ihres 

amphipathischen Charakters besonders dazu geeignet, einerseits an die vorwiegend 

 

Abbildung 47:  (A) Z-Domäne des Staphylokokken-Proteins A als Ausgangspunkt für Phage 
Display. (B) Über Disulfidbrücken verbundenes Affibody ZAβ3-Dimer mit dem βZ -Abschnitt in 
β-Faltblattkonformation, stabilisiert Aβ(1-40) in β-hairpin-Konformation. (C) Hypothetischer 
Aggregationsmechanismus inklusive des Aβ(1-40) in β-hairpin-Konformation (nach Lit. [273] © 2008 
by The National Academy of Sciences of the USA)  
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hydrophoben, amyloidogenen Sequenzen zu binden und andererseits die Löslichkeit des 

gesamten Komplexes zu erhöhen. Ähnlich zur Protein-Domäne B1 stellte man sich die 

Aufgabe, eine amphipathische Helix zu generieren, die speziell an das Aβ-Peptid in β-

Faltblatt-Konformation bindet und in eine lösliche Form überführt. Dazu verwendeten Arslan 

et al. eine 17 Aminosäuren lange Sequenz mit dem Ziel einer möglichst kleinen Sequenz 

unter Gewährleistung der Fähigkeit zur Einnahme einer stabilen helikalen Konformation zu 

generieren. Diese Sequenz wurde mit dem Ziel der maximalen inhibitorischen Wirkung mit 

Hilfe einer speziellen, auf dem GFP (green fluorescent protein) beruhenden Screening-

Methode[468] optimiert. Das Peptid mit der Sequenz DKAGAEVLAAVKAIKEK wurde als 

effektivster Inhibitor identifiziert. Mit Hilfe von CD-Spektren konnte die Tendenz zur 

helikalen Konformation des Inhibitors gezeigt werden. Mit Hilfe von ThT Fluoreszenz-, 

Kongorot-Bindungs- und Trübungsstudien sowie durch Elektronenmikroskopie konnte die 

inhibitorische Wirkung in vitro nachgewiesen werden und die Hypothese bestätigt werden.[465] 

Obwohl es sicher nicht wahrscheinlich ist, dass eine ähnliche amphipathische Helix die Blut-

Hirn-Schranke überwindet, ist jedoch ein Effekt auf so genannte periphere Aβ-Spezies im 

übrigen Teil des Körpers denkbar.   

6.4 Kontrolle der Proteinfaltung 
 

Grundsätzlich ist die korrekte Faltung eines jeden Proteins in der Primärstruktur angelegt und 

in den meisten Fällen sind neu synthetisierte Peptide und Proteine in der Lage, innerhalb der 

Zelle spontan die richtige Konformation anzunehmen. Doch gerade im Rahmen der 

Forschung an amyloidogenen Sequenzen wird sehr schnell deutlich, dass es in einigen Fällen 

ein empfindliches Gleichgewichts zwischen korrekt gefalteten Proteinen und der Fehlfaltung 

sowie Aggregation eines Proteins gibt. Daher ist es nicht weiter verwunderlich, dass die 

Evolution ein komplexes Regulationssystem hervorgebracht hat, das die biosynthetische  

Generierung von funktionsfähigen Proteinen gewährleisten soll.[289, 469] Dieses System reicht 

von der Synthese und Faltung der Proteine bis hin zur Degradation von Proteinen. 

Proteinfehlfaltungen und Aggregation von Proteinen sowie die damit verbundenen 

 

Abbildung 48:  Struktur der B1-Domäne des Proteins G (Streptococcus) (nach Lit. [467]).  
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Erkrankungen können dabei als Folge einer unzureichenden Proteinqualitätskontrolle 

verstanden werden, wobei das komplexe Regulationssystem durch genetische Defekte oder 

schlicht durch Prozesse des Alterns aus dem Gleichgewicht gerät. Ein Teil dieses Systems 

besteht aus Chaperonen (aus den engl.: Anstandsdame). Es handelt sich hierbei um Proteine, 

die an synthetisierte Proteine binden und sie bei der korrekten Faltung unterstützen und 

Phänomene, wie die Fehlfaltungen und Aggregation von Proteinen verhindern.[470] Darüber 

hinaus sind sie in der Lage, bereits fehlgefaltete Proteine zu erkennen und deren Degradation 

einzuleiten.[470] Aus diesem Grund bilden Chaperone auch einen Ansatzpunkt, der amyloiden 

Aggregation entgegenzuwirken.   

6.4.1 Proteine und Moleküle mit Chaperone -Funktion 
 

Zahlreiche Studien haben bereits gezeigt, dass Chaperone in Lage sind, in den Prozess der 

Bildung von amyloiden Fibrillen verschiedenster amyloidogener Proteine und Peptide 

einzugreifen.[470] Zu einer ganze Reihe anti-amyloidogen wirkender Chaperone gehört die 

Klasse der Hitzeschockproteine (Hsp, heat shock protein). Ihr Name rührt von der Tatsache 

her, dass sie in der Zelle bei Stressfaktoren, wie z.B. Hitze, im erhöhten Maße gebildet 

werden und die Faltung als Erhaltung der Sekundärstruktur unter extremen Bedingungen 

gewährleisten sollen. Die Hitzeschockproteine Hsp20 und HspB8 wurden zum Beispiel 

ebenfalls in amyloiden Ablagerungen gefunden, die im Zusammenhang mit Alzheimer und 

anderen neurodegenerativen Erkrankungen stehen.[471] Man kann daraus ableiten, dass das 

Kontrollsystem auf den Aggregationsprozess reagiert und versucht, die Akkumulation von 

Aggregaten zu verhindern.[471, 472] 

Die intrazellulären Hitzeschockproteine Hsp70, Hsp90 und Hsp104, wobei die 

unterschiedlichen Zahlen die Molekülmasse des jeweiligen Hitzeschockproteins 

widerspiegeln, sind in der Lage, in den Prozess der Fibrillenbildung Aβ(1-42) 

einzugreifen.[470, 471] Für Hsp70 und Hsp104 wurde ebenfalls gezeigt, dass sie in den 

Aggregationsprozess von α-Synuclein und des Hefe Prion Protein Sup35 eingreifen.[470, 471] 

Die meisten amyloiden Ablagerungen befinden sich im extrazellulären Raum, der mit den 

Proteinen Clusterin, Haptoglobulin und α2-Macroglobulin über ein eigenes Kontrollsystem 

verfügt, das ebenfalls in amyloiden Ablagerungen gefunden wurde und in der Lage ist, mit 

amyloidogenen Oligomeren zu interagieren und die Bildung von Fibrillen zu inhibieren.[470, 

471] Es wird deutlich, dass Chaperone eine wichtige Rolle in der Verhinderung von amyloiden 

Aggregaten spielen und die Erforschung der zu Grunde liegenden Mechanismen 

möglicherweise neue Wege für therapeutische Ansätze eröffnet.[470] Ein interessantes Beispiel 
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dieser Forschung ist die BRICHOS-Domäne, ein Proteinabschnitt, der bis heute in 12 

verschiedenen Protein-Familien gefunden wurde und neben anderen Funktionen auch als 

Chaperone fungieren kann.[470, 471] 

6.4.2 Die BRICHOS-Domäne 
 

Die BRICHOS-Domäne zeigte anti-amyloidogene Wirkung gegen verschiedene 

amyloidogene Proteine und Peptide, wie z.B. SP-C, Aβ(1-40) und Medin.[471] Neueste 

Ergebnisse ergaben, dass BRICHOS-Domänen aus zwei verschiedenen Proteinen die 

Fibrillenbildung von Aβ(1-40) in geringeren stöchiometrischen Konzentrationen vollständig 

inhibieren können.[473-475] Für die BRICHOS-Domäne des SP-C Proteins konnte gezeigt 

werden, dass die BRICHOS-Domäne eine Affinität zu Sequenzabschnitten aufweist, die 

Leucin, Isoleucin, Valin und Phenylalanin enthalten. Diese Aminosäuren bilden zum einen 

die molekulare Grundlage für die amyloide Aggregation und zum anderen ermöglichen sie 

das Eindringen von helikalen Transmembransegmenten eines Proteins in die Membran.[470, 475] 

Aus diesen Ergebnissen schlussfolgerten die Autoren, dass die BRICHOS-Domäne nicht 

mehr in der Membran lokalisierte, ungefaltete, hydrophobe und amyloidogene 

Transmembransegmente erkennt und deren Aggregation zu amyloiden Fibrillen 

verhindert.[470] Dieses Beispiel zeigt, dass im Chaperone-Ansatz viel Potential für einen 

therapeutischen Ansatz steckt. Darüber hinaus ist bereits eine Reihe von chemischen bzw. 

pharmakologischen Molekülen mit Chaperone-Funktion identifiziert und entwickelt worden, 

die ebenfalls fähig sind, in den Faltungsprozess unterstützend einzugreifen und z.T. bereits 

ihre medizinische Anwendung gefunden haben.[476]  

6.5 Immunotherapie 
 
Die körpereigene Immunabwehr gegen die Oligomerisierung und Aggregation des Aβ-Peptids 

zu nutzen, ist eine weitere sehr bedeutende Strategie in der Entwicklung von therapeutischen 

Ansätzen gegen Alzheimer und andere Amyloidosen.[477]  Die Anreicherung des Aβ-Peptids, 

die Oligomerisierung sowie die Bildung charakteristischer Ablagerung geht mit einer 

inflammatorischen Immunabwehr einher und führt u.a. zur Aktivierung von Mikrogliazellen 

(mononukleare Phagozyten), welche die Hauptform der Immunabwehr im Gehirn bilden, da 

Antikörper die Bluthirnschranke nicht überwinden können. Darüber hinaus ernähren und 

schützen Astrogliazellen die Neuronen.[478, 479] Man konnte zeigen, dass gesunde Menschen 

eine Reihe von natürlichen Antikörpern gegen toxische Oligomere des Aβ-Peptids besitzen, 

die als Folge des Alterns in der Menge abnehmen und so die Entwicklung von Alzheimer 
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begünstigen.[480] Eine Reihe von Arbeiten konnte darüber hinaus zeigen, dass spezifische 

Antikörper gegen amyloide Aggregate verschiedenster amyloidogener Proteine in vitro und 

im Fall des Aβ-Peptids in vivo in APP-transgenen Mäusen auflösen bzw. deren Struktur 

verändern und deren Toxizität reduzieren können.[478, 481-488] Spezifische Antikörper sind 

darüber hinaus in der Lage, zwischen verschiedenen Intermediaten des Aggregationsprozesses 

zu unterscheiden.[484, 485] Trotz vieler positiver Ergebnisse bezüglich amyloidogener Peptide 

und trotz jahrzehntelanger Erfahrung im Bereich der Immunisierung ist die Einflussnahme auf 

das Immunsystem riskant, da das Aβ-Peptid keinen Fremdkörper darstellt und eine 

Immunisierung gegen dieses Peptid mit Nebenwirkungen verbunden sein könnte. Der Ansatz 

der Immunotherapie gehört aber auch zu den vielversprechendsten Ansätzen in der 

Entwicklung von Therapien gegen Amyloidosen.[477]  

6.5.1 Formen der Immunisierung  
 

Bei immunotherapeutischen Ansätzen lassen sich zwei Formen unterscheiden, die aktive und 

die passive Immunisierung. Bei der aktiven Immunisierung im Rahmen der Bekämpfung von 

Amyloidosen wird das vollständige oder Teile des synthetischen amyloidogenen Peptids über 

verschiedene Wege verabreicht mit dem Ziel der Aktivierung der körpereigenen 

Immunabwehr und der erhöhten Produktion von körpereigenen Antikörpern gegen 

verschiedene Spezies des amyloidogenen Peptids.[478] Die Wirksamkeit dieses Ansatzes 

konnte zunächst in zahlreichen Arbeiten für APP-transgene Mäuse nachgewiesen werden und 

führte zu ersten Ergebnissen in klinischen Studien, welche im folgenden noch erläutert 

werden sollen.[489] Bei der Methode der passiven Immunisierung hingegen werden direkt für 

einen amyloidogene Sequenzabschnitt spezifische monoklonale Antikörper (mAb) und 

Fragmente eines Antikörpers verabreicht. Auch in diesem Fall wurden bereits zahlreiche 

Arbeiten veröffentlich, die zeigen, dass dieser Ansatz im Mausmodell zur Reduktion von 

amyloiden Ablagerungen führt. 

6.5.2 Wirkungsmechanismen immunotherapeutischer Ans ätze 
 

Für die Wirkungsweise von anti-amyloidogenen Antikörpern werden verschiedene 

Mechanismen diskutiert.[478, 490]  

(I)  Durch Antikörper vermittelte Phagozytose amyloider Ablagerung:  

Der spezifische Antikörper bindet an amyloide Aggregate und vermittelt die körpereigene 

Phagozytose, d.h. den Abbau amyloider Aggregate innerhalb phagozytotischer Zellen, wie 

z.B. Mikrogliazellen.  
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(II)  Periphere Senke:  

Der spezifische Antikörper bindet an amyloide Aggregate außerhalb des Gehirns und 

verschiebt das Gleichgewicht bezüglich der amyloidogenen Spezies zwischen Gehirn und 

dem übrigen Blutkreislauf in Richtung des übrigen Blutkreislauf, was zu einer Reduktion 

der Menge der amyloidogenen Spezies im Gehirn führt.[491, 492]  

(III)  Direkter Abbau amyloider Aggregate: 

Durch die Bindung des spezifischen Antikörpers an die amyloidogene Sequenz wird die 

Aggregation zu Fibrillen, Akkumulierung in amyloide Ablagerungen verhindert und 

bereits gebildete fibrilläre Aggregate werden wieder abgebaut.   

6.5.3 Generierung spezifischer anti-amyloidogener A ntikörper 
 

Mit Display-Techniken, wie z.B. Phagen-Display, lassen sich für amyloidogene Peptide 

spezifische Antikörperdomänen auf Basis einer synthetischen Bibliothek verschiedener 

Antikörperdomänen generieren. Eine synthetische Bibliothek aus Einzeldomänenantikörper, 

z.B. VHH-Domänen (Camelidae)[493] oder VNAR-Fragmente (Chondrichthyes)[494], bietet sich 

an, da sie im Vergleich zum klassischen Antikörper neben der schweren Kette keine leichte 

Kette aufweisen, so dass nur eine Polypeptidsequenz die Grundlage für die Bibliothek bildet, 

was der Methode des Phagen-Displays entgegenkommt.[17, 495] 

Die Anwendung von VHH-Domänen ist aufgrund der Homologie zwischen VHH-Fragmenten 

der Kamele und VH-Fragmenten des Menschen unproblematisch. Aber auch scFv-Fragmente 

(single chain variable fragment), d.h. künstlich hergestellte Antikörperfragmente mit kovalent 

verbundenen Antigen-erkennenden variablen Domänen der leichten und der schweren Kette 

eines klassischen Antikörpers, können als Basis dienen.[496-498] Mit Hilfe des Phagen-Displays 

Abbildung 49 : Denkbare Mechanismen des Abbaus amyloider Aggregate durch anti-
amyloidogene Antikörper (verändert nach Lit. [478]).   
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lassen sie sich schließlich bezüglich der Spezifität und Affinität zu den entsprechenden 

amyloidogenen Sequenzen die optimalsten Domänen selektieren und z.B. in E. coli 

expremieren. Prinzipiell kann jeder Sequenzabschnitt als Epitop, der Sequenzabschnitt des 

Antigens, der von den Antikörpern erkannt wird, dienen. Bezüglich des Aβ-Peptids hat sich 

herausgestellt, dass der N-Terminus, speziell die Sequenz 3EFRHD7, das dominante Epitop, 

zu sein scheint. Neben dieser Sequenz dient auch die zentrale Domäne Aβ(13-26) 

(Solanezumab, LY2062430) oder der C-Terminus (Ponezumab, PF-04360365) als Epitop. Die 

Bindung kann jedoch auf unspezifischen elektrostatischen Wechselwirkungen, wie zum 

Beispiel auf hoch organisierten anionischen Oberflächen, beruhen.[499, 500] 

6.5.4 Ergebnisse und Studien  

 

Zahlreiche Arbeitsgruppen konnten bereits die Wirksamkeit der aktiven und passiven 

Immunisierung in Bezug auf amyloidogene Peptide unter Beweis stellen. Ein bekanntes 

Beispiel des Ansatzes der aktiven Immunisierung ist der Impfstoff AN-1792 von Elan 

Pharmaceuticals. Hierbei handelt es sich um das synthetische Aβ(1-42) Peptid, gebunden an 

ein Saponin. Die Ergebnisse der Studien an APP-transgenen Mäusen waren umfangreich und 

sehr vielversprechend, jedoch führte der Impfstoff in der ersten großen klinischen Studie 2001 

bei 6% der Patienten zu Meningoenzephalitis und anderen Entzündungserscheinungen im 

Gehirn.[501, 502] Die Studie wurde daraufhin abgebrochen. Folgestudien konnten aber zeigen, 

dass die Immunisierung mit AN-1792 zur Reduzierung von amyloiden Ablagerungen und 

Reduzierung von neuronalen Schäden führte, ohne jedoch die Demenzerscheinungen zu 

verhindern.[503, 504] Bapineuzumab (AAB-001, ELN115727) ist ein Beispiel für den Ansatz der 

Tabelle 3 : Therapeutische Wirkstoffe in der Entwicklung (nach Lit.[505]) 

 Epitop Klinische 
Studien 

Applikation 

 aktiv:      
    
AFFITOPE AD02 Synthetisches Peptid, das den N-

Termin von Aβ imitiert.  
II subkutan 

    ACC-001 Aβ (1-7) II intramuskulär 
    
passiv:     
    
Solanezumab 
(LY2062430) 

Aβ (13-28) III intravenös 

    
Ponezumab 
(PF-04360365) 

Aβ (33-40) II intravenös 

    
Bapineuzumab 
(AAB-001, ELN115727) 

Aβ (1-5) III intravenös 
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passiven Immunisierung, für die ebenfalls Nebenwirkungen, wie die Entstehung von 

Hirnödemen und intrazerebrale Blutungen, festgestellt wurden.[505] Möglicherweise ist einer 

der Gründe für die bisher eher enttäuschenden Ergebnisse neben der Feststellung einiger 

Nebenwirkungen, dass die Konzentration auf das Aβ-Peptid zu kurz greift, da 

Entzündungserscheinungen oder auch das Entstehen von amyloiden Aggregaten des Tau-

Proteins außer Acht gelassen werden.[477] Zurzeit befindet sich eine weitere Reihe von 

immunotherapeutischen Ansätzen in klinischen Studien, wobei die Ergebnisse noch 

abzuwarten sind (siehe Tabelle 3).[505] Doch nicht zuletzt das Beispiel AN-1792 zeigt, dass 

der Weg zu einem Impfstoff gegen Alzheimer noch weit ist.[477]  

6.6 Zusammenfassung 
 

Die Diversität zuvor beschriebener nicht-peptidischer Verbindungen ist auffallend, was darauf 

hindeutet, dass diese Inhibitoren an unterschiedlichen Stellen und durch verschiedene 

Mechanismen an das amyloidogene Protein bzw. Peptid binden und ihre Wirkung 

entfalten.[61] Die Spezifität der einzelnen Verbindungen ist fragwürdig. Die fehlende 

strukturelle Ähnlichkeit organischer Verbindungen zur Inhibition der Aggregation amyloider 

Fibrillen erschwert es zudem Schlussfolgerungen zur Beziehung zwischen Struktur des 

Inhibitors und dessen Aktivität zu treffen und allgemeine Grundlagen eines rationalen 

Designs von organischen Verbindungen zur Inhibition der Fibrillenbildung zu erschließen.[61, 

189] Aus der Enzymforschung hat man gelernt, dass Inhibitoren in der Interaktion mit größeren 

Proteinen sehr effektiv sein können. Jedoch scheint es bei der Inhibierung der amyloiden 

Aggregation ungleich schwerer zu sein, ähnlich effektive Inhibitoren zu entwickeln. Oft sind 

im Vergleich zu anderen medizinischen Wirkstoffen hohe Konzentrationen notwendig, um 

einen Effekt zu erzielen. Dies lässt sich möglicherweise auf das Fehlen eines aktiven 

Zentrums wie bei Enzymen oder Rezeptoren zurückführen. Die Natur des 

Aggregationsprozesses zu Amyloide ist dagegen eher mit Polymerreaktionen vergleichbar.[226] 

Vor diesem Hintergrund scheint es sinnvoll, sich auf die Entwicklung von Modulatoren zu 

konzentrieren, welche die Aggregation so beeinflussen, dass keine toxischen amyloiden 

Aggregaten entstehen.[226] Wie verschiedene Beispiele zeigen, lässt sich auch auf diesem Weg 

das Ausmaß toxischer Oligomere reduzieren.[225] Das Beispiel TTR-Inhibitoren und u.a. die 

Metall-Chelatoren zeigen, dass Ansätze des rationalen Designs möglich sind, jedoch sind sie 

am wirkungsvollsten, wenn sie mit dem amyloidogenen Proteinen nicht im amyloiden 

Zustand, sondern im nativen Zustand interagieren und sie stabilisieren. So lässt sich der 
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schwierige polymere Charakter der amyloiden Aggregation umgehen und gleichzeitig die 

Bildung toxischer Oligomere verhindern.  

Die zahlreichen Ansätze der Entwicklung peptidbasierter Inhibitoren machen deutlich, dass 

sie sich eher für ein rationales Design eignen. Primärer Ansatz ist die Vermittlung der 

Bindung und Inhibition durch amyloidogene Kernsequenzen, die auf vielfältige Weise 

modifiziert werden. Nachteile, wie eine geringe metabolische Stabilität und Bioverfügbarkeit, 

lassen sich durch diverse Modifikation optimieren. Doch in diesem Ansatz liegt per se schon 

die Zielstruktur im amyloiden Zustand als Ausgangspunkt begründet. Auch der im Kapitel  

6.3.3.2.6 Strukturbasiertes Design beschriebene Ansatz von J. W. Kelly geht von amyloiden 

Kernsequenzen im aggregierten Zustand aus. Möglicherweise können so identifizierte 

Inhibitoren die Bildung von toxischen Oligomeren nicht nur nicht verhindern, sondern sie 

sogar begünstigen. Ansätze, die speziell die Konformation im nicht-amyloiden Zustand 

ansprechen, sind daher besser geeignet, die Bildung toxischer Oligomere zu verhindern.  

Alle Beispiele geben einen Einblick in die Diversität der Inhibitionsmechanismen und deuten 

die Möglichkeit des rationalen Designs von Inhibitoren an, das jedoch durch ausreichende 

vorklinische Studien bestätigt werden muss. Zum Beispiel eröffnet die Kombination von 

amyloid-bindenden Molekülen mit Metall-komplexierenden Einheiten zu bifunktionalen 

Inhibitoren der Metall-induzierten amyloiden Aggregation ein neues Feld des struktur-

basierten Designs von nicht-peptidischen Inhibitoren.  

Die naturwissenschaftliche Forschung bringt immer wieder potentielle Inhibitoren hervor. 

Jedoch müssen sie die Anforderungen eines pharmazeutisch nutzbaren Wirkstoffes erfüllen. 

Die Ergebnisse der bereits in klinischen Studien getesteten Verbindungen sind gemischt und 

die Entwicklung von nicht-peptidischen Inhibitoren für die verschiedenen Amyloidosen ist 

und bleibt eine Herausforderung. Zudem stehen Erkrankungen wie die Alzheimer-Krankheit 

am Ende einer langen Reihe von verschiedenen Ereignissen und die verbindenden Elemente 

sind z.T. unbekannt. In der Wissenschaft ist man sich daher nicht einig, welches dieser 

Elemente den entscheidenden Ansatzpunkt zur Therapie ermöglicht. Möglicherweise greift 

die Konzentration auf das amyloidogene Protein bzw. Peptid zu kurz. Der komplexe 

Zusammenhang zwischen amyloidogener Spezies und Entwicklung der Toxizität und anderer 

begleitender Prozesse, wie z.B. Entzündungsreaktionen und Phänomene der gegenseitigen 

Beeinflussung (cross seeding) verschiedener amyloidogener Proteine werden oft 

vernachlässigt.  

Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass es zahlreiche, verschiedene und durchaus 

erfolgreiche Ansätze gibt. Jedoch gestaltet sich die Übertragung der erforschten Prinzipien, 

die der inhibitorischen Wirkung zu Grunde liegen, in entsprechende Therapien schwierig.  
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Trotz der Identifikation zahlreicher Verbindungen, die in der Lage sind, in den Prozess der 

Aggregation einzugreifen, führte dies bisher nicht zu einer entsprechenden wirkstoffbasierten 

Therapie. Es wird deutlich, dass die Entwicklung von neuen Strategien mit entsprechenden 

Wirkstoffen noch immer eine bedeutende Aufgabe der wissenschaftlichen Forschung 

darstellt.  
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7 Amyloide Modellpeptide 
 

Zahlreiche Studien ergaben, dass auch Peptide, die in keinem Zusammenhang mit 

Erkrankungen stehen und z.B. auf de novo-Design beruhen, in der Lage sind, amyloide 

Fibrillen zu bilden. Sie besitzen die gleichen charakteristischen Eigenschaften, wie Peptide, 

die in Verbindung mit Amyloidosen stehen. Zur Unterscheidung werden amyloide Fibrillen, 

die auf nicht natürlichen Sequenzen beruhen, als amyloid-ähnlich[506] beschrieben. Jedoch 

wird in der wissenschaftlichen Literatur häufig nicht klar zwischen beiden Formen getrennt.[4]  

Diese Peptide können als Modellpeptide des Amyloidbildungsprozesses dienen und sind eine 

sinnvolle Alternative zu den natürlichen amyloidogenen Peptiden und Proteinen, die mit einer 

Reihe von Nachteilen verbunden sind. Zu den Nachteilen gehören die allgemeine schlechte 

Löslichkeit, die erschwerte Synthese mit bekannten Peptidsyntheseverfahren aufgrund des 

starken Aggregationsverhaltens sowie komplexe Aggregationsmechanismen. In Kapitel 2.3 

Molekulare Grundlagen und interne Struktur amyloider Fibrillen  wurde deutlich, dass die 

Fibrillenbildung u.a. auf einer empfindlichen Balance zwischen den spezifischen 

Wechselwirkungen zwischen den Seitenketten in kurzen Peptidfragmenten beruht. In 

größeren Proteinen kann dies durch verschiedene andere Wechselwirkungen überlagert 

werden. Die Fähigkeit, amyloide Fibrillen zu bilden, kann darüber hinaus auf kurze 

amyloidogene Abschnitte in der Primärsequenz natürlicher Proteine, den amyloidogenen 

Kernsequenzen, zurückgeführt werden. Diese kurzen amyloidogenen Abschnitte zeigen 

ähnlich toxische Eigenschaften wie die vollständigen amyloidogenen Proteine und 

Peptide.[507] 

Einfache Modellpeptide können helfen, diese Nachteile zu überwinden. Sie sind synthetisch 

leicht zugänglich und lassen sich für verschiedenste spezifische Fragestellungen modifizieren. 

Der Vorteil und die Nützlichkeit kleinerer einfacher Modellsysteme liegt daher in der 

Möglichkeit, die zum komplexen Prozess der Amyloidbildung beitragenden spezifischen 

Wechselwirkungen zu untersuchen. Modellsysteme bieten außerdem die Möglichkeit, sowohl 

die Inhibition der Aggregation zu untersuchen als auch die Inhibierung der Toxizität und sie 

können zur Beschleunigung der Suche nach therapeutischen Ansätzen beitragen.[68, 508] 

Darüber hinaus lassen sich die gewonnenen Erkenntnisse zur Entwicklung von 

Peptidsequenzen zur Bildung von supramolekularen Aggregaten nutzen. Sie bieten z.B. die 

Möglichkeit der Konstruktion von Materialien im Nanometerbereich. Solche Materialien 

können Anwendung in der Biotechnologie und synthetischen Biologie (tissue engineering) 
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finden[509-513] oder auch als Grundlage anderer Technologien[89] ohne biologischen 

Hintergrund dienen.  

7.1 Fragmente amyloidogener Peptide und Proteine  
 
Kurze amyloidogene Peptidfragmente bilden eine Grundlage für die Amyloidbildung. Daher 

sind kleinere Modellpeptide möglicherweise besser geeignet als die vollständigen Peptide und 

Proteine, die molekularen Grundlagen der amyloiden Aggregation und deren Inhibition zu 

untersuchen.[47] So würden Mutationen in der amyloiden Kernsequenz in kurzen entsprechen 

Modellpeptiden lediglich die Aggregationseigenschaften verändern. Im vollständigen Peptid 

und Protein führt dies möglicherweise zur Destabilisierung des gesamten Peptids bzw. 

Proteins, was die Ableitung von Schlussfolgerungen verkompliziert.[47] Die Arbeit über das de 

novo designte Hexapeptid STVIIE konnte einen Einblick in das sensible Gleichgewicht 

zwischen den spezifischen Wechselwirkungen der Seitenketten und den elektrostatischen 

Wechselwirkungen ergeben (siehe Abschnitt 2.3.1 Amyloidogene Kernsequenzen). Das daraus 

abgeleitete strukturelle Modell steht dabei im Einklang mit der strukturellen  Organisation 

von natürlichen amyloidogenen Peptiden und Proteinen. Darüber hinaus zeigen zahlreiche 

Arbeiten, dass Untersuchungen an Peptidfragmenten, die über die amyloidogene Kernsequenz 

hinausgehen wie z.B. Aβ(25-35)[405], Aβ(16-28)[514] und IAPP(17-29)[515], ebenfalls wertvolle 

Einblicke in den Aggregationsprozess und die Mechanismen der Inhibition erlauben.  

7.2 De novo -Design amyloidogener Modellpeptide  
 
Das de novo Design amyloidogener Modellpeptide geht von unterschiedlichen 

Grundstrukturen aus, zum einen von der β-Faltblattstruktur und zum anderen von der 

α-Helix.[516] Ein wesentliches Strukturmerkmal amyloider Aggregate ist die 

β-Faltblattstruktur. Aber nicht jede β-Faltblattstruktur führt zu amyloiden Aggregaten. Es gibt 

strukturelle Unterschiede, die auf die Orientierung der Seitenketten zueinander beruhen. Und 

trotzdem ist es nachvollziehbar, dass eine ganze Reihe von Ansätzen des Designs 

amyloidogener Modellpeptide von der β-Faltblattstruktur ausgeht. Zu den grundlegenden 

Designregeln gehört die Verwendung von Aminosäuren, welche die β-Faltblatt-Konformation 

bevorzugen. Eine grundsätzliche Strategie bei der Anordnung der Aminosäuren innerhalb 

einer Primärstruktur ist ein sich wiederholendes Muster von abwechselnd hydrophoben (H) 

und polaren (P) Aminosäureresten. Die einzelnen konkreten Ansätze sind z.B. in der 

Dissertation von Dr. Kevin Pagel beschrieben und sollen hier nicht diskutiert werden.[516] 

Wesentliche Grundlage dieser Arbeit sind amyloidogene Modellpeptide, die von der α-Helix 
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ausgehen und Einblick in den konformationellen Übergang von der α-Helix zur 

β-Faltblattstruktur sowie der anschließenden Aggregation zu amyloiden Fibrillen geben 

können. Grundlegende Designkriterien sollen in den folgenden Kapiteln genauer besprochen 

werden.   

7.2.1 Design struktureller Ambivalenz   
 

Der Prozess der Bildung amyloider Aggregate geht mit der Änderung der Konformation vom 

nativen und funktionalen Zustand zu hochorganisierten β-Faltblatt-reichen Amyloiden 

Fibrillen einher. Ein Teil natürlicher amyloidogener Proteine und Peptide weist im nativen 

Zustand eine helikale Struktur auf oder deren Amyloidbildungsprozess verläuft über helikale 

Intermediate. Folglich muss sich zunächst die Konformation von α-Helix zu β-Faltblatt 

ändern, bevor sich die einzelnen Peptide zur cross-β-Struktur zusammenlagern und amyloide 

Fibrillen gebildet werden können (siehe Kapitel 3 Mechanismen der Bildung amyloider 

Fibrillen). Das Design von schaltbaren Modellpeptiden, die Einblicke in diesen Prozess der 

Bildung amyloider Aggregate einschließlich des zuvor geschilderten konformationellen 

Übergangs geben sollen, muss verschiedene Eigenschaften aufweisen.[518, 519] Dazu gehören 

zum einen die strukturelle Ambivalenz, ähnlich den natürlichen amyloidogenen Sequenzen, 

und zum anderen eine Funktionalität, die für spezifische Stimuli sensibel ist und somit auf 

Veränderung der Umgebungsbedingungen reagiert.[518, 519] Eine der ersten Arbeiten zum 

Design von Modellpeptiden, welche die Untersuchungen dieses konformationellen Übergangs 

ermöglicht, wurde von Mutter et al. 1991 veröffentlicht.[517] Diese Arbeit bildet eine 

wesentliche Grundlage einer ganzen Klasse von Modellpeptiden, die in der 

wissenschaftlichen Literatur als Switch-Peptide bezeichnet werden. Sein Konzept besteht in 

der Kombination von zwei unterschiedlichen Konformationen in einer Peptidsequenz. Den 

 
Abbildung 50:  Schematische Darstellung des Konformationsübergangs zwischen aggregiertem 
α−helikalen Zustand, z.B. Coiled Coil-Struktur, und einer β-Faltblatt-Struktur. Graue Flächen 
entsprechen einer hydrophoben Wechselwirkungsdomäne (verändert nach Lit[517]). 
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Ausgangspunkt bildet eine 16 Aminosäuren lange Sequenz, bestehend aus alternierend 

hydrophoben und polaren Aminosäureresten (Abbildung 51, I). Diese Anordnung besitzt eine 

starke Tendenz zur Bildung von β-Faltblatt-Strukturen im wässrigen Milieu, indem sich die 

hydrophoben Seitenketten zueinander und die polaren Seitenketten zum Lösungsmittel hin 

orientieren. Stellt man jedoch diese in Sequenz in einer helikalen Anordnung dar, ordnen sich 

die hydrophoben und polaren Seitenketten gleichmäßig um den helikalen Zylinder und alle 

Seitenketten sind zum Lösungsmittel hin orientiert. Es wird deutlich, dass eine helikale 

Anordnung dieser Sequenz aus diesem Grund nicht wahrscheinlich ist. Auf der Grundlage 

einer amphipathischen Helix mit einer hydrophoben Domäne und einer hydrophilen Domäne 

kann durch den selektiven Austausch von hydrophoben und polaren Aminosäuren gegen eine 

neutrale Aminosäure die Tendenz zur Bildung von helikalen Strukturen erhöht werden 

(Abbildung 51, III, IV). Eine „neutrale“ Aminosäure stellt die Aminosäure Alanin dar, die 

weder polar noch sonderlich stark hydrophob ist und zudem eine hohe Tendenz zur 

Ausbildung helikaler Strukturen besitzt.[520] Das Ergebnis ist eine Peptidsequenz, die 

gleichzeitig Eigenschaften von α-Helix und von β-Faltblatt-Strukturen in sich vereint und 

somit die strukturelle Ambivalenz vieler natürlicher amyloidogener Peptide und Proteine 

widerspiegelt.[517, 521]  

 

 

 
Abbildung 51:  Das Design von Switch-Peptiden. I: Ausgangsequenz einer β-Faltblattstruktur; II: 
Helikale Darstellung der Ausgangssequenz; III: Sequenz eines Switch-Peptids; IV: Helikale 
Darstellung eines Switch-Peptids (graue Domänen verdeutlichen den amphipathischen Charakter) 
(verändert nach Lit.[517] 1991 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co).  
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7.2.2 Coiled Coil -basierte Switch-Peptide 

 

Das Design einer ganzen Reihe verschiedenster Switch-Peptide macht sich eines der 

bekanntesten Faltungsmotive der Natur zu Nutze, das α-helikale Coiled Coil-Faltungsmotiv. 

Coiled Coil-Peptide bestehen aus zwei bis fünf α-Helices, die sich zu einer Superhelix 

umeinander winden. Coiled Coil-Domänen vermitteln über die Interaktion der Helices 

Protein-Protein-Wechselwirkungen, Oligomerisierung und verschiedene andere Funktionen 

sowie die Aggregation vom amyloidogenen Proteinen.[171, 522]  Aufgrund der bedeutenden 

Rolle von Coiled Coil-Domänen bei Protein-Protein-Wechselwirkungen suchten Fiumara et 

al. nach Coiled Coil-Sequenzmustern in amyloidogenen Q/N-reichen und poly-Q Proteinen 

(Huntington) und fanden charakteristische Sequenzen, welche die Q/N-reichen und poly-Q 

Proteine flankieren oder auch überlappen. Mit umfangreichen experimentellen Arbeiten am 

Q/N-reichen Hefe Prion Ure2, dem Aplysia Prion CPEB und dem menschlichen poly-Q 

Protein Huntington konnte man zeigen, dass Coiled Coil-Domänen sowohl die Aktivität als 

auch die Aggregation regulieren und sie postulieren daher ein Modell, in dem Coiled Coil-

Domänen eine entscheidende Rolle in der Aggregation von Q/N-reichen und poly-Q 

Proteinen spielen.[171]         

Das Coiled Coil-Motiv bietet die Möglichkeit der Nutzung einer klaren Sequenz-Struktur-

Beziehung bezüglich der Sekundär-, Tertiär- und Quartärstruktur[523-526] und eignet sich daher 

gut für das de novo Design von Modellpeptiden.[518] Die Primärstruktur weist eine 

charakteristische sich wiederholende Sequenz aus sieben Aminosäuren auf (heptad repeat), 

die typischerweise mit den Buchstaben a, b, c, d, e, f und g beschrieben werden. Die 

Positionen a und d sind mit hydrophoben Aminosäuren besetzt, die das erste 

Erkennungsmotiv durch die Ausbildung eines hydrophoben Kerns bilden. In den Positionen e 

und g befinden sich häufig entgegengesetzt geladenen Aminosäuren wie z.B. Glutamat und 

Lysin. Sie ermöglichen stabilisierende intermolekulare elektrostatische Wechselwirkungen 

und haben einen Einfluss auf die Orientierung der Helices zueinander. Die Positionen b, c und 

f sind zum Lösungsmittel exponiert und oft mit hydrophilen Aminosäuren besetzt. Die 

einzelnen Helices im Coiled Coil-Faltungsmotiv besitzen somit eine hydrophile Domäne 

(Position b, c, e, f, g) und eine hydrophobe Domäne (Position a, d) und sind folglich 

amphipathisch. Das Design verschiedenster Switch-Peptid Systeme nutzt den 

amphipathischen Charakter für den konformationellen Übergang von α-Helix- zu β-Faltblatt-

Konformation. Der amphipathische Charakter ist die thermodynamische Treibkraft sowohl für 

die Faltung und Zusammenlagerung der α-helikalen Coiled Coil-Struktur als auch für die 
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Faltung einer β-Faltblattstruktur und damit auch eine der Grundlagen der Aggregation zu 

amyloiden Fibrillen (siehe Kapitel 5.1 Die Bedeutung α−helikaler Intermediate).[518, 521]  

Mihara et al. veröffentlichten eine Arbeit über Coiled Coil-basierte Switch-Peptide mit einer 

Länge von 14 Aminosäuren. Zwei Helices wurden jeweils am C-Terminus mit Hilfe von 

 β-Alanin und zwei Cysteinresten kovalent verbunden. Am N-Terminus befand sich eine 

Adamantan-Gruppe. Dieses Switch-Peptid mit Namen Ad-2α  durchläuft im neutralen 

wässrigen Medium eine konformationelle Änderung von α-Helix zu β-Faltblattstrukturen und 

bildet amyloide Aggregate in Abhängigkeit von der Zeit.[528, 529]  

Im Gegensatz zum Ansatz von Mihara konnte an mehreren Beispielen gezeigt werden, dass 

die Generierung einer strukturellen Ambivalenz innerhalb eines Coiled Coil-Peptids elegant 

durch die Einführung von Aminosäuren mit einer höheren Propensität für 

β-Faltblattstrukturen in den lösungsmittelexponierten Positionen b, c, und f, generiert werden 

kann (Abbildung 52, B, C).[527, 530-532] Die erhöhte Tendenz zu Bildung von amyloiden 

Aggregaten kann auf die höhere Propensität für β-Faltblattstrukturen oder aber auch auf die 

Stabilisierung der amyloiden Struktur durch Bildung einer hydrophoben Domäne mit den 

hydrophoben Aminosäuren in Position a und d des Coiled Coil-Peptids zurückgeführt 

werden.[518, 530, 531]  

Die Primärstruktur von Switch-Peptiden weist neben der strukturellen Ambivalenz meist 

Funktionalitäten auf, die sie sensibel gegenüber spezifischen Stimuli machen.[518] Dies 

ermöglicht zum einen die Kontrolle der Bildung von amyloiden Aggregaten und zum anderen 

Untersuchungen zum Einfluss verschiedenster Faktoren auf das sensible Gleichgewicht 

zwischen den Konformationen. Erst durch die Wirkung der Faktoren werden die strukturellen 

Abbildung 52:  (A) Helical Wheel-Darstellung eines Coiled Coil-Dimers (Die Farben rot und blau 
stehen für entgegensetzte Ladungen, die stabilisierende elektrostatische Wechselwirkungen 
ermöglichen).(B) und (C) Struktur des 17 Aminosäuren langen amyloidogenen ccβ-Trimers 
(Hydrophobe Aminosäuren Leucin, Isoleucin und Alanin in Position a, d und der für amyloide 
Eigenschaften entscheidenden Position f in grau) (erstellt mit PDB Code 1S9Z nach Lit.[527]) 
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und molekularen Voraussetzungen für die Aggregation zu amyloiden Fibrillen, wie z.B. 

partielle Entfaltung, erfüllt (siehe Kapitel 3 Mechanismen der Bildung amyloider Fibrillen). 

Zu den Faktoren gehören Temperatur[527, 530, 533], pH-Wert[532, 534, 535], Ionenstärke[534], 

Phosphorylierung[536-538] und Glykosylierung[536] sowie Licht[539] und Metall-Ionen[540]. 

Darüber hinaus weisen einige Switch-Peptide Funktionalitäten auf, die erst aufgrund einer 

O-N bzw. S-N Acylverschiebung eine Aggregation zu amyloiden Fibrillen ermöglichen.[541-

543] Die strukturelle Änderung von einem amyloidogenen Coiled Coil-Trimer zu einem 

β-Faltblatt-Trimer als entscheidender Schritt in der Bildung amyloider Aggregate wurde in 

silicio mit Hilfe von MD-Simulationen von Strodel et al. untersucht.[544] Es wurden zwei 

verschiedene Prozesswege identifiziert: (I) Eine interne Änderung der Konformation von α-

Helix zur β-Faltblattstruktur und (II) einen Prozessweg, der die Dissoziation zu Monomeren 

und darauf folgend zur strukturellen Änderung und Assemblierung in ein β-Faltblatt-Trimer 

führt. Diese Arbeit gibt einen Einblick in den Prozess der Bildung amyloider Aggregate aus 

einer Coiled Coil-Struktur heraus. 

7.3 Amyloidogene Kernsequenzen in Kombination mit d em Switch- Peptid-
Ansatz   

 

Host-Guest Switch-Peptide stellen eine besondere Klasse von Modellpeptiden dar. 

Grundlegende Idee dieses Ansatzes ist die Kombination aus einer amyloidogenen 

Kernsequenz eines natürlichen amyloidogenen Peptids oder Proteins mit einer de novo 

designten Peptidsequenz, ergänzt durch eine schaltbare Funktionalität. Durch diesen Ansatz 

werden die Vorteile der Verwendung von einfachen Modellpeptiden mit der erhöhten 

wissenschaftlichen und medizinischen Relevanz natürlicher amyloidogener Systeme 

kombiniert.  

Camus et al. entwarfen ein Modell-Peptid mit der amyloidogenen Kernsequenz von Position 

14 bis 24 des Aβ-Peptids, HQKLVFFAEDV, flankiert durch Sequenzen mit alternierenden 

Aminosäuren Leucin und Serin, die eine hohe Tendenz zur Bildung von β-Faltblattstrukturen 

besitzen.[541] Durch die strategische Platzierung von Switch-Elementen auf der Basis der O-N 

Acyl-Migration am C- und N-Terminus der amyloidogenen Gastsequenz besitzt das 

Modellpeptid keine Struktur. Erst durch die Initiierung des O-N Acyl-Migration aufgrund der 

Änderung des pH-Wertes nach pH 7 liegt ein unmodifiziertes Peptidrückgrat vor und das 

Switch-Peptid bildet amyloide Fibrillen. Dieser Ansatz ist auch auf andere natürliche 

amyloidogene Sequenzen übertragbar. Auf diese Weise lassen sich viele Eigenschaften des 

Aggregationsprozesses schnell und einfach reproduzieren. Die Kombination der Erkenntnisse 
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aus dem Bereich der de novo designten Switch-Peptide mit natürlichen amyloidogenen 

Sequenzen ermöglicht mehr Kontrolle über den Aggregationsprozess und hilft, die Nachteile 

natürlicher Sequenzen zu überwinden.[545-547] Damit leistet dieser Ansatz einen wichtigen 

Beitrag zur Forschung an amyloiden Aggregaten und zur Suche nach neuen Inhibitoren der 

Aggregation bzw. zur Optimierung bekannter Inhibitoren.[541]  

 

Abbildung 53:  Design-Prinzipien eines Host-Guest Switch-Peptids (adaptiert nach Lit. [541]).  
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8 Ziele der Arbeit 
Bei einigen amyloidogenen Proteinen und Peptiden spielen helikale Intermediate eine 

entscheidende Rolle in der Aggregation zu amyloiden Fibrillen. Man nimmt an, dass die 

Helix-vermittelte Assoziation zu einer hohen lokalen Konzentration der amyloidogenen 

Kernsequenzen führt, was die Bildung von β-Faltblatt-reichen amyloiden Fibrillen ermöglicht 

und beschleunigt. Darüber hinaus zeigen einige natürliche amyloidogene Proteine und Peptide 

bereits in ihrem nativen Zustand eine α-helikale Struktur. Die Änderung der Konformation 

von der α-helikalen Struktur zur β-Faltblattstruktur ist daher der entscheidende Schritt im 

Prozess der Aggregation zu amyloiden Fibrillen. Auf dieser Grundlage beruht die Strategie, 

durch eine ausreichende Stabilisierung der α-helikalen Struktur durch geeignete Liganden die 

Inhibierung dieses entscheidenden Schrittes zu ermöglichen und damit die gesamte amyloide 

Aggregation zu inhibieren. Diese Strategie der Inhibition hat mehrere Vorteile. Zum einen 

verhindert die Stabilisierung einer nativen α-helikalen Struktur aber möglicherweise auch die 

Stabilisierung von helikalen Intermediaten, die Bildung potentiell toxischer Oligomere. Zum 

anderen wird der proteolytische Abbau im Rahmen des zelleigenen Degradationsprozess 

erleichtert. Diese Strategie geht nicht von einer amyloidogenen Kernsequenz in gestreckter β-

Faltblatt-Konformation aus und setzt nicht am Punkt der Elongation des amyloiden 

Polymerisationsprozesses an. Dadurch wird der aus der Perspektive der Inhibition schwierige 

Polymerisationscharakter der amyloiden Aggregation umgangen. Im Rahmen dieser Arbeit 

wird das Potential dieser Inhibitionsstrategie anhand von Modellpeptiden u.a. nach dem von 

Pagel et al. beschriebenen Konzept[548] untersucht. Dazu werden amyloid-bildende 

Modellpeptide verwendet, die in ihrer Primärstruktur sowohl Elemente einer α-helikalen 

Sekundärstruktur als auch Elemente von β-Faltblattstrukturen aufweisen und somit eine 

ähnliche strukturelle Ambivalenz zeigen, wie sie in einigen natürlichen amyloidogenen 

Proteinen und Peptiden festgestellt werden kann (siehe Abschnitt 5.1 Die Bedeutung 

α−helikaler Intermediate). Die helikalen Elemente in den amyloidogenen Modellpeptiden 

werden durch stabile helikale Peptide über spezifische Wechselwirkungen angesprochen. Ziel 

ist es entweder, den nativ helikalen Zustand amyloidogener Peptide zu stabilisieren oder nativ 

ungefaltete Peptide in stabile helikale Oligomere zu überführen. Darüber hinaus soll die 

proteolytische Stabilität der verschiedenen Spezies untersucht werden. Ferner soll ein tieferer 

Einblick in die strukturelle Organisation der amyloiden Fibrillen der Modellpeptide gewonnen 

werden, was eine grundsätzliche Voraussetzung für die Inhibition der Aggregation ist.    
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9 Design der verwendeten Modellpeptide 
 

9.1 Modellpeptide basierend auf dem Coiled Coil -Faltungs-Motiv  
 
Der Großteil der verwendeten Modellpeptide basiert auf dem Coiled Coil-Faltungs-Motiv und 

wurde in vorangegangen Arbeiten in der Arbeitsgruppe von Prof. Koksch entwickelt. Die 

Entwicklung des Designs ist ausführlich in der Dissertation von Dr. Kevin Pagel 

beschrieben.[516] Ausgangspunkt bildet das Design eines „idealen“ Coiled Coil-Peptids 

(VW02). Nach dem im Kapitel 7.2.2 Coiled Coil-basierte Switch-Peptide beschriebenen 

Ansatz gelang es durch die Einführung von Valinresten, die eine hohe Propensität für 

β-Faltblattstrukturen besitzen, in den lösungsmittelexponierten b, c, und f-Positionen eine 

amyloidogene Peptidsequenz zu kreieren, die eine strukturelle Änderung von einem 

α-helikalen Coiled Coil zu β-Faltblatt-reichen amyloiden Aggregaten durchläuft (siehe 

Kapitel 10.3 Coiled Coil-basiertes Modellpeptid VW18). Durch die Einführung der Valinreste 

wird zum einen die Tendenz zur Bildung β-Faltblatt-reicher amyloider Aggregate erhöht. 

Zum anderen ergibt sich durch die Einführung von Valin am N-Terminus ein 

charakteristisches alternierendes Muster von hydrophoben und hydrophilen Aminosäuren, 

was die Tendenz zur Bildung einer β-Faltblattstruktur erhöht. Außerdem ergibt die 

Einführung von zwei Valinresten im Zentrum der Sequenz eine hydrophobe Domäne mit den 

 

Abbildung 54:  Helical Wheel Darstellung des Modellpeptids VW02 („ideales“ Coiled Coil) und 
VW18 (amyloidogen).  
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Leucinresten in a und d Position, ähnlich zu den amyloidogenen Kernsequenzen natürlicher 

Peptide und Proteine, was als ein wesentlicher Faktor der Aggregationstendenz diskutiert 

wurde.[531] Diese Peptidsequenz bildet die Grundlage für eine ganze Reihe weiterer 

vielseitiger amyloidogener Modellpeptide mit verschiedenen Eigenschaften. Durch die 

Modifizierung der Primärsequenz gelang es, Coiled Coil-basierter Switch-Peptide zu 

entwickeln, welche die Untersuchung verschiedenster Einflussfaktoren des 

Amyloidbildungsprozesses ermöglichen. Dazu gehören der Einfluss des pH-Werts[532, 534], der 

Ionenstärke[534], der Phosphorylierung[536-538] und Glykosylierung[536] sowie Metall-Ionen[540, 

549-551]  und Nanopartikel[552] als auch der Einfluss der hydrophob-hydrophilen 

Oberflächen.[549-551] Weitere Designspezifitäten sowie die ausführliche Charakterisierung der 

einzelnen amyloidogenen Modellpeptide werden im jeweiligen Kapitel 10 Charakterisierung 

der Modellpeptide beschrieben bevor in Kapitel 11 auf die Inhibition der Bildung amyloider 

Aggregate eingegangen wird.  

9.2 Modellpeptide auf Basis einer amphipathischen H elix  

Eine ganze Reihe natürlicher amyloidogener Peptide und Proteine weisen keine 

Charakteristika einer Coiled Coil-Struktur auf, sind aber trotzdem in der Lage, helikale 

Strukturen auf der Basis einer amphipathischen Helix zu bilden, wie z.B. das Aβ-Peptid oder 

IAPP (siehe Abschnitt 5.1 Die Bedeutung α−helikaler Intermediate). Zudem wird in der 

Dissertation von Dr. Kevin Pagel deutlich, dass das Design Coiled Coil-basierte Switch-

Peptide empfindlich von der Position der hydrophoben Valinreste, aber auch von der 

Verteilung der polaren und geladenen Aminosäuren abhängig ist. Damit ist das Design gerade 

in Bezug auf die Einführung von natürlichen amyloidogenen Sequenzen sehr begrenzt. Im 

Hinblick auf die Aufgabenstellung, d.h. die Inhibition der Bildung amyloider Aggregate durch 

die Stabilisierung helikaler Strukturen, aber auch inspiriert durch die Arbeit von Arslan et 

al.[465] (siehe Abschnitt 6.3.3.2.7 Stabilisierung von β-Faltblatt-Strukturen im nicht amyloiden 

Zustand), wurde die Auswahl an Modellpeptiden erweitert. Grundlage bildet die allgemeine 

und im Vergleich zum Coiled Coil weniger durch die strikte Abfolge von polaren und 

hydrophoben Aminosäuren begrenzte amphipathische Helix. Das einzige Kriterium ist eine 

hydrophobe und hydrophile Domäne entlang des helikalen Zylinders.  

Verschiedene Überlegungen führten zum Design einer amphipathischen Helix α-AH. Es 

weist eine im Vergleich zu einer Coiled Coil-Sequenz ausgedehntere hydrophobe Domäne 

auf, über die einzelne amphipathische Helices miteinander agieren könne (Abbildung 55). Im 

Design von α-AH besteht die hydrophobe Domäne aus Leucinresten, eine hydrophobe 

Aminosäure mit einer relativ hohen helikalen Propensität.[520] Die hydrophile Domäne weist 
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die geladenen Aminosäuren Glutamat und Lysin auf, ebenfalls Aminosäuren mit einer hohen 

helikalen Propensität.[520] Darüber hinaus befinden sich die entgegengesetzt geladenen 

Aminosäuren Lysin und Glutamat in i und i+4  Position, so dass sie interhelikale Salzbrücken 

ermöglichen, die ebenfalls die helikale Struktur stabilisieren. Die restlichen Positionen 

werden durch die Aminosäure Alanin besetzt, welche die höchste helikale Propensität 

aufweist.[520] Im zentralen Teil der Primärstruktur befindet sich mit dem Abschnitt LAAAL 

eine hydrophobe Domäne, die Grundlage für die Einführung amyloidogener Kernsequenzen 

bildet. Im Vergleich zu den Coiled Coil-basierten Modellpeptiden wurde die Länge der 

Primärstruktur auf 18 Aminosäuren reduziert. Ähnlich wie bei den Coiled Coil-basierten 

amyloidogenen Modellpeptiden wird durch die Einführung von Aminosäuren mit einer hohen 

Propensität für die β-Faltblatt Sekundärstruktur  in der hydrophilen Domäne die Tendenz zur 

Bildung von amyloiden Aggregaten erhöht. Durch die Einführung der Aminosäure Valin an 

Position 9 von α-AH konnte eine amyloidogene amphipathische Helix kreiert werden, die 

vergleichbar zu Coiled Coil-basierten amyloidogenen VW18 in Abhängigkeit von der Zeit die 

Struktur zu β-Faltblattreichen amyloide Fibrillen ändert. Die Charakterisierung der einzelnen 

Modellpeptide wird im folgenden Kapitel (siehe Kapitel 10 Charakterisierung der 

Modellpeptide) beschrieben bevor in Kapitel 11 auf die Inhibiton der Bildung amyloider 

Aggregate eingegangen wird.  

 

 

Abbildung 55:  Helical wheel-Darstellung von α-AH (rechts) im Vergleich zum gleichlangen Coiled 
Coil-Peptid VW01 (links) (hydrophobe Domäne = dunkelgrau; hydrophile Domäne = hellgrau).  
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10 Charakterisierung der Modellpeptide 
 

Zunächst werden Untersuchungen zur Charakterisierung der Modellpeptide beschrieben bevor 

in Kapitel 11 auf Untersuchungen zur Inhibition der Bildung amyloider Aggregate 

eingegangen wird. 

10.1 Coiled Coil -basiertes Modellpeptid VW01  

 

Zusätzlich zur ersten und zweiten Erkennungsdomäne sind im Modellpeptid VW01 die 

Positionen b und c mit den geladenen Aminosäuren Glutamat und Lysin besetzt und so 

angeordnet, dass sie eine zusätzliche Stabilisierung der α-helikalen Struktur durch 

intramolekulare Wechselwirkung ermöglichen. Die Position f ist mit polaren Serinresten 

 
Abbildung 57:  CD-Spektren von VW01, gemessen nach unterschiedlichen Inkubationszeiten (0 -
168 h), unterschiedlichen pH-Werten (4,0; 7,4 und 9,0) und unterschiedlichen Konzentrationen 
(100, 300 und 500 µM): pH 4,0: (A) 100 µM, (B) 300 µM (10 mM Azetat-Puffer, pH 4,0; 10 mM 
Phosphat-Puffer, pH 7,4; 10 mM Carbonat-Puffer, pH 9,0) 

Abbildung 56:  (A) Helical wheel – Darstellung und (B) Primärstruktur vom Modellpeptid VW01 (C) 
Ergebnis der Analyse der Primärsequenz von VW01 mit den Algorithmen TANGO und AGADIR bei 
pH 7.4 und Raumtemperatur.  
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Abbildung 58:  CD-Spektren von VW01, gemessen nach unterschiedlichen Inkubationszeiten (0 -
168 h), unterschiedlichen pH-Werten (4,0; 7,4 und 9,0) und unterschiedlichen Konzentrationen (100, 
300 und 500 µM): (C) 500 µM; pH 7.4: (D) 100 µM, (E) 300 µM, (F) 500 µM ;pH 9 (G) 100 µM, (H) 
300 µM, (I) 500 µM (10 mM Azetat-Puffer, pH 4,0; 10 mM Phosphat-Puffer, pH 7,4; 10 mM 
Carbonat-Puffer, pH 9,0)  



Inhibition der Modellpeptide  

 105 

besetzt. Die Ausgabe von AGADIR (Helizität) und TANGO (cross-β-Aggregation) zeigt für 

die Sequenz von VW01 eine starke Tendenz zur helikalen Konformation und keinerlei 

Tendenz zur amyloiden Aggregation (Abbildung 56). CD-Spektren zeigen, dass VW01 bei 

Konzentrationen 100 bis 500 µM in einem pH-Bereich von 4,0 bis 9,0 unabhängig von der 

Zeit eine stabile α-helikale Konformation einnimmt. Jedes Spektrum weist zwei Minima bei 

208 und 222 nm auf, die charakteristisch für α-helikale Konformation sind (Abbildung 57, 

58). Elektronenmikroskopische Studien zeigen eine geringe Tendenz zur Bildung α-helikaler 

Aggregate bei hohen Konzentrationen (c ≥ 300 µM), die jedoch nicht zu einem Anstieg der 

Fluoreszenz im Thioflavin-Assay führen. In Kryo-TEM-Aufnahmen lassen sich bei einer 

Peptidkonzentration von 100 µM kleine Partikel mit einer Größe von 2,5 bis 3,0 nm 

feststellen (Abbildung 59, a).  Die Erhöhung der Konzentration auf 300 µM führt zur Bildung 

vereinzelter fadenartiger Aggregate mit einem Durchmesser von 2,5 ± 0.3 nm und einer 

Länge von 50 bis 100 nm (Abbildung 59, b). Die Tendenz zur Bildung von Aggregaten ist 

pH-abhängig und erhöht sich mit steigenden pH-Wert. Elektronenmikroskopische Aufnahmen 

von VW01 Proben mit 500µM  bei pH 4,0, pH 7,4 und pH 9,0 zeigen im Vergleich zur Probe 

bei pH 4,0 ein deutlich größeres Ausmaß an Aggregatbildung neben immer noch sichtbaren 

kleinen Partikeln (Abbildung 60). Es lassen sich geordnete Bündel erkennen (Abbildung 60, 

c). Die pH-Abhängigkeit macht deutlich, dass bei der Aggregation elektrostatische 

Wechselwirkungen eine bedeutende Rolle spielen. Entsprechend der CD-Spektren bleibt die 

α-helikale Struktur während des Aggregationsprozesses erhalten. Der mit Hilfe der 

Elektronenmikroskopie bestimmte Durchmesser von 2,5 nm ist mit der Struktur von Coiled 

Abbildung 59:  Kryo-TEM-Aufnahmen einer 1 mM VW01 Lösung in 10 mM Azetat-Puffer pH 4,0 
zeigen (a) kleine Partikel von 2,5  bis 3 nm Größe und (b) fadenartige Aggregate (mit weißen 
Pfeilen markiert) mit einem Durchmesser von 2,5 ± 0.3 nm und einer Länge von 50-100 nm.  
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Coil-Aggregaten vereinbar. Diese Aggregate ließen sich nicht kristallisieren, so dass sie nicht 

entsprechend charakterisiert werden können. Jedoch ergaben Röntgenbeugungsmessungen 

mit 5.08 Å eine Reflexion, die mit dem Abstand zwischen Helices in α-helikalen Coiled Coil-

Peptiden übereinstimmt (Abbildung 120).[553] Der Oligomerisierungsgrad lässt sich nicht klar 

 

 

Abbildung 60:  Elektronmikroskopische Studien einer 500 µM VW01-Lösung bei verschiedenen 
pH-Werten. (a) Kryo-TEM in Azetatpuffer, pH 4,0; (b) Kryo-TEM in 10 mM Phosphat-Puffer, pH 7,4; 
(c) TEM angefärbt mit PTA in 10 mM Carbonat-Puffer pH 9, Bildausschnitt zeigt Bildung eines 
Bündels bei stärker Vergrößerung; (d) Kryo-TEM in 10 mM Carbonat-Puffer, pH 9,0.  

 

Abbildung 61:  (A) Verteilung der ermittelten molaren Masse von VW01 bei einer Geschwindigkeit 
von 60000 rpm und einer Konzentration von 20 µM (gestrichelte Linie) und 300µM (solide Linie) in 
10 mM Phosphat Puffer pH 7,4. Die Hauptkomponente entspricht mit einer molaren Masse MW = 
9923 ± 485 (20 µM) g/mol einem VW01 Trimer. Für die höhere Konzentration von 300 µM ist eine 
zweite Komponente mit einer molaren Masse MW = 22985 ± 811 g/mol feststellbar. (B) Verteilung 
der ermittelten molaren Masse von VW01 bei einer Geschwindigkeit von 60000 rpm und einer 
Konzentration von 20 µM (gestrichelte Linie) und 150µM (solide Linie) in 10 mM Azetat Puffer pH 
4,0. Die Hauptkomponente entspricht mit einer molaren Masse MW = 9560 g/mol ebenfalls einem 
VW01 Trimer. 
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aufgrund des Designs vorhersagen. Er ist jedoch ein wichtiger struktureller Parameter, so dass 

eine experimentelle Bestimmung notwendig ist. Daher wurde der Oligomerisierungsgrad 

durch analytische Ultrazentrifugation (AUZ) bestimmt. Die Bestimmung über die 

Sedimentationsgeschwindigkeit ergab eine molare Masse Mw = 9923 g/mol für eine VW01-

Probe mit einer Konzentration von 20 µM und eine molare Masse Mw = 9977 g/mol für eine 

VW01-Probe mit einer Konzentration von 300 µM bei einem pH-Wert von 7,4. Bei einer 

theoretischen Masse für ein einziges VW01-Molekül von Mwtheo = 3190 g/mol entsprechen 

beide experimentellen Werte der Masse eines VW01 Trimers. Bei einer Konzentration von 

300 µM ist eine zweite Komponente mit einer molaren Masse MW = 22985 ± 811 g/mol 

feststellbar. Hier spiegelt sich die bei den elektronenmikroskopischen Studien festgestellte 

Tendenz zu höheren Aggregaten wieder. Zusätzlich wurde der Oligomerisierungsgrad über 

das Sedimentationsgleichgewicht bei zwei verschiedenen Geschwindigkeiten, d.h. bei 25000 

und 30000 rpm, und einem Konzentrationsbereich von 20 bis 500 µM bestimmt. Die 

Auswertung mit Hilfe des Programms WINNONLIN[554] führte zu der molaren Masse MW = 

9706 g/mol bei 25000 rpm und MW = 9757 g/mol bei 30000 rpm. Auch hier entsprechen 

beide experimentellen Werte der molaren Masse eines VW01 Trimers. Da VW01 zum großen 

Teil auch in Experimenten bei einem pH-Wert von 4,0 eingesetzt wurde, wurde ebenfalls für 

pH 4,0 der Oligomerisierungsgrad über die Sedimentationsgeschwindigkeit und das 

Sedimentationsgleichgewicht bestimmt. Auch bei pH 4,0 entsprechen die experimentellen 

Werte der molaren Masse eines VW01 Trimers (Abbildung 61, B; Tabelle , rechts).  

Tabelle 4:   Analyse des Sedimentationsgleichgewichts für VW01. 

pH 7,4  pH 4,0 

c (µM)  Mw (g/mol)  M w (g/mol)   c (µM)  Mw (g/mol)  

500 10113 10391  150 9727 

400 9666 10002  120 9752 

300 10242 9587  100 10094 

200 7866 8763  80 10131 

100 7802 8298  60 9050 

50 8423 7755  40 9531 

20 9680 8547  20 8605 

Durchschnitt 9706 9757   9556 
 

10.2 Modellpeptid VW01-ran 
 
Das Modellpeptid VW01-ran dient als Kontrollpeptid zum Modellpeptid VW01. Mit diesem 

Peptid lässt sich überprüfen, ob die Effekte, hervorgerufen durch VW01, auf das Coiled Coil-
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Design und auf die Bildung von Coiled Coil-Oligomeren zurückgeführt werden können. 

Hierfür wurden die Aminosäuren der Sequenz von VW01 so zur Sequenz von VW01-ran 

angeordnet, dass keine charakteristischen Heptaden entstehen und die Design-Prinzipien eines 

Coiled Coil-Peptids nicht erfüllt werden (siehe Abschnitt 9.1 Modellpeptide basierend auf 

dem Coiled Coil-Faltungs-Motiv). Dieses Peptid weist daher keine hydrophobe bzw. 

elektrostatische Wechselwirkungsdomäne auf. Eine vergleichende Analyse der 

Primärsequenzen von VW01 und VW01-ran mit dem Algorithmus AGADIR zeigt deutlich 

die Reduktion der Tendenz zur helikalen Konformation durch die Veränderung der Sequenz 

von VW01 zu VW01-ran (Abbildung 62, C). CD Spektren einer VW01-ran Lösung zeigen ein 

Minimum bei 200 nm, was für eine überwiegend ungefaltete Struktur spricht. Darüber hinaus 

zeigen Kryo-TEM-Aufnahmen einer 500 µM-Probe kleine Partikel mit einer Größe von 2,5 

Abbildung 62:  (A) Helical wheel–Darstellung (B) Primärstruktur vom Modellpeptid VW01-ran (C) 
Vergleichende Analyse der Primärsequenz von VW01 und VW01-ran mit AGADIR (Helizität) bei 
pH 7.4 und Raumtemperatur.   

Abbildung 63:  (A) CD-Spektren von VW01, gemessen nach unterschiedlichen Inkubationszeiten 
(0 – 144 h) (B) Die Kryo-TEM-Aufnahme einer 500 µM VW01-Lösung in 10 mM Phosphatpuffer pH 
7,4 zeigt kleine Partikel von 2,5  bis 3 nm Größe und keine größeren Aggregate.  
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bis 3,0 nm. Selbst bei einer derart hohen Konzentration ließen sich im Unterschied zu VW01 

keinerlei Aggregate feststellen.  

Um zu zeigen, dass VW01-ran im Unterschied zu VW01, wie durch das Design beabsichtigt, 

keinerlei Oligomere, wurde der Oligomerisierungsgrad ebenfalls mit analytischer 

Ultrazentrifugation bestimmt. Die Bestimmung über die Sedimentationsgeschwindigkeit 

ergab eine molare Masse von Mw = 2940 g/mol bei pH 7.4 und einer Peptidkonzentration von 

150 µM. Der Vergleich mit dem theoretischen Wert von 3190 g/mol lässt den Schluss zu, 

dass unter diesen Bedingungen ausschließlich Monomere des Modellpeptids VW01-ran 

vorliegen. Zusätzlich wurde der Oligomerisierungsgrad über das 

Sedimentationsgleichgewicht bei Rotor-Geschwindigkeiten von 30000 und 50000 rpm 

bestimmt. Die Auswertung mit dem MSTAR-Programm[555] ergab für 30000 rpm den Wert 

von 3383 g/mol sowie für 50000 rpm den Wert von 3093 g/mol und entspricht ebenfalls dem 

theoretischen Wert der molaren Masse von 3190 g/mol für Monomere. Alle dargestellten 

Ergebnisse unterstützen die Richtigkeit des Designs von VW01-ran, ein Peptid, das als 

random coil vorliegt und keinerlei Oligomere bildet.  

10.3 Coiled Coil -basiertes Modellpeptid VW18  
 
Das Modellpeptid VW18 weist als wesentlichen Unterschied zum VW01 drei Valinreste in b, 

c und f  Position auf. Die Aminosäure Valin zeigt eine hohe Tendenz für β-Faltblattstrukturen 

und ermöglicht in diesen Positionen den konformationellen Übergang von der α-helikalen 

Struktur zur β-Faltblattstruktur und ferner die Aggregation zu amyloiden Fibrillen.[516] Die 

Primärstruktur von VW18 weist mit den Elementen einer Helix und Elementen einer 

 

Abbildung 64: (A) Verteilung der ermittelten molaren Masse von VW01-ran bei einer 
Geschwindigkeit von 60000 rpm und einer Konzentration von 150 µM in 10 mM Phosphat Puffer 
pH 7,4. Die ermittelte molare Masse MW = 2940 g/mol entspricht einem Monomer. (B) 
Konzentrationsabhängigkeit der mit Hilfe von MSTAR über das Sedimentationsgleichgewicht 
ermittelten molaren Massen von VW01-ran bei 30000 rpm. Die Extrapolation in Richtung 
unendlicher Verdünnung führt zu der molaren Masse von 3383 g/mol.  
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β-Faltblattstruktur zwei konkurrierende Sekundärstrukturen auf. Dieses Designprinzip wird 

durch die Algorithmen TANGO und AGADIR unterstützt. Die Ausgabe von TANGO zeigt  

für 12LVVLK16 deutlich das Vorhandensein einer amyloiden Kernsequenz, die mit der 

amyloiden Kernsequenz 16KLVFF20 des Aβ-Peptids vergleichbar ist (Abbildung 65). 

Aufgrund der Bedeutung der amyloiden Kernsequenz als molekulare Grundlage der  

amyloiden Aggregation (siehe Abschnitt 2.3 Molekulare Grundlagen und interne Struktur 

amyloider Fibrillen) kann man annehmen, dass diese Sequenz ein wesentlicher Faktor im 

Prozess der amyloiden Aggregation ist. Aber auch die Reduzierung der helikalen Stabilität 

durch den Austausch polarer Aminosäuren mit Valin im Vergleich zum VW01 muss 

berücksichtigt werden. Darüber hinaus führt die Einführung der Aminosäure Valin an dritter 

Position zum Sequenzmuster 1LKVELE6 am N-Terminus mit alternierenden polaren und 

hydrophoben Aminosäuren, das damit eine große Tendenz zu β-Faltblattstrukturen besitzt. Da 

die α-helikale Konformation an den Enden einer Coiled Coil-Struktur zunehmend verloren 

geht, bildet möglicherweise dies den Startpunkt zum Übergang in die β-

Faltblattkonformation. Die Ausgabe von AGADIR zeigt auch eine Tendenz für die α-

helikalen Konformation in der Sequenz. Der ambivalente Charakter der Sequenz spiegelt sich 

im Faltungsverhalten des VW18 in Lösung wider.  

Wie durch das Design beabsichtigt, führt die Einführung dreier Valinreste, der wesentliche 

Unterschied zum VW01, zur Bildung β-Faltblattreicher amyloider Aggregate. Zeitabhängige 

CD-Spektren zeigen deutlich einen Wechsel von der α-helikalen Konformation mit zwei 

Minima bei 208 und 222 nm zur β-Faltblatt-Konformation mit einem charakteristischen 

Minimum bei 218 nm innerhalb von 24 h und bei einem physiologischen pH-Wert von 7,4   

(Abbildung 66). Das Einnehmen der β-Faltblatt-Konformation ist nur eine strukturelle 

Eigenschaft amyloider Aggregate und allein noch kein Nachweis. VW18 zeigt aber darüber 

 
Abbildung 65:  (A) Helical wheel–Darstellung und (B) Primärstruktur vom Modellpeptid VW18. (C) 
Ergebnis der Analyse der Primärsequenz von VW18 mit den Algorithmen TANGO und AGADIR bei 
pH 7.4 und Raumtemperatur.  
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hinaus den typischen zeitabhängigen Anstieg der Fluoreszenzintensität bei 485 nm im 

Thioflavin T Fluoreszenz-Assay, der mit einer sigmoidalen Kurve beschrieben werden kann 

(Abbildung 67). Die Wachstumsphase beginnt nach etwa 5 h (lag time) und endet nach etwa 

24 h mit dem Beginn der Plateau-Phase. Die Zeit bis zum Beginn des Wachstums lässt sich 

durch die Gegenwart von präparierten gealterten Fibrillen (5% (v/v)), die als 

Nukleationskeime dienen, eliminieren. Dieses kinetische Verhalten lässt sich auf einen 

nukleationsabhängigen Prozess schließen, der ebenfalls typisch für die Bildung amyloider 

Fibrillen ist (siehe Kapitel 4 Kinetik der Bildung amyloider Fibrillen). Die vorangegangenen 

beschriebenen Ergebnisse werden unterstützt durch elektronenmikroskopische Aufnahmen. 

Sie zeigen einen Ausschnitt von helikal verdrehten amyloiden Fibrillen von mehreren hundert 

Nanometern Länge und ca. 10 Nanometern Breite. Zusätzlich wurden 

Röntgenbeugungsstudien an ausgerichteten Fibrillen des VW18 durchgeführt 

 

Abbildung 66:  Zeitabhängige Änderung der Konformation. (A) Übereinander gelegte CD-Spektren 
des Modellpeptids VW18 bei verschiedenen Inkubiationszeiten. (B) Darstellung der Elliptizität bei 
218 nm in Abhängigkeit von der Zeit. (Peptidkonzentration = 100µM, in Phosphatpuffer = 10 mM, 
0,1% (w/w) NaN3, pH 7,4).  

 

Abbildung 67:  Thioflavin-T Assay. (A) Charakteristischer Anstieg der ThT- Fluoreszenz bei 485 
nm aufgrund der Bindung des Farbstoffs an amyloiden Aggregaten. (B) Darstellung kinetischen 
Verlaufs anhand der Werte der Intensitäten bei 485 nm der Aggregation von VW18 allein (graue 
Kreise) und in Gegenwart von Nukleationskeimen (schwarze Kreise) (Peptidkonzentration = 
100µM, in Phosphatpuffer = 10 mM, 0,1% (w/w) NaN3, pH 7,4).  
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Abbildung 68 sind TEM- (Abbildung 68, a) und Kryo-TEM- (Abbildung 68, b) Aufnahmen 

(WAXS), die das Vorhandensein der charakteristischen cross-β-Struktur zeigten. Das 

Beugungsmuster besteht aus einer scharfen Reflexion bei 4.7 Å senkrecht zur Fibrillenachse, 

die dem Abstand der Wasserstoffbrückenbindung in der β-Faltblatt-Konformation zugewiesen 

werden kann, und eine diffusere Reflexion bei ca. 10 Å, die auf die Packung der Seiteketten 

zwischen den β-Faltblattstrukturen zurückgeführt werden kann. Auf Basis ausgedehnter 

Studien verschiedener Prolin- und Glycinvariationen des Modellpeptids VW18 mit Hilfe von 

CD-Spektroskopie, ThT- Fluoreszenz und Elektronenmikroskopie wurde ein Strukturmodell 

der amyloiden Fibrillen des Modellpeptids VW18 vorgeschlagen und veröffentlicht.[387] Die 

interne Struktur eines Protofilaments der amyloiden Fibrillen des Modellpeptids VW18 ist in 

Abbildung 69:  (A) 2D WAXS Beugungsmuster an ausgerichteten getrockneten Fibrillen von  
VW18. Die Fibrillenachse ist vertikal. Das Beugungsmuster zeigt eine scharfe Reflexion bei 4.7 Å 
und eine diffusere Reflexion bei ca. 10 Å, charakteristisch für die cross-β-Struktur amyloider 
Fibrillen. (B) 1D Darstellung des WAXS Beugungsmusters.  

Abbildung 68:  (a) TEM-Aufnahme von VW18 im amyloiden Zustand, angefärbt mit PTA nach 2 
Tagen Inkubationszeit (b) Kryo-TEM-Aufnahme von VW18 im amyloiden Zustand 
(Peptidkonzentration = 100µM, in Phosphatpuffer = 10 mM, 0,1% (w/w) NaN3, pH 7,4).  
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Abbildung 70 dargestellt. Zusammenfassend lässt sich sagen, dass CD-Spektroskopie, 

Thioflavin T-Bindungsstudien, elektronenmikroskopische Studien sowie 

Röntgenbeugungsuntersuchungen zeigen, dass VW18 bei physiologischem pH amyloide 

Fibrillen bildet, die alle wesentlichen strukturellen Eigenschaften mit amyloiden Fibrillen 

natürlicher Proteine und Peptide teilen. Darüber hinaus spiegelt sich die Idee des Design eines 

Modellpeptids wieder, dass konkurrierende Sekundärstrukturelemente enthält und zu einer 

ähnlichen α/β-Diskordanz führt, wie es für einige natürliche amyloidogene Proteine und 

Peptide beschrieben wurde (siehe Abschnitt 5.1 Die Bedeutung α−helikaler Intermediate) 

Dieses Modellpeptid stellt somit ein passendes Ausgangsobjekt für die Inhibitionsstudien dar 

und ermöglicht Untersuchungen zur Inhibitionsstrategie der Stabilisierung der α-helikalen 

Konformation.  

 

 

Abbildung 70:  Vorgeschlagene interne Struktur eines Protofilaments der amyloiden Fibrillen des 
Modellpeptids VW18. (A) Darstellung dreier einzelner, übereinander gelagerter Peptidstränge 
entlang der senkrechten Fibrillenachse. Regionen in gestreckter β-Faltblatt-Konformation sind blau 
und gebogene Regionen sind rot dargestellt. Intermolekulare Wasserstoffbrückenbindungen sind 
durch gepunktete Linien dargestellt (•••). (B) Die Querschnittdarstellung zeigt intramolekulare 
hydrophobe Wechselwirkungen mit den entsprechenden Aminosäuren, die als Teil des amyloiden 
Kerns angenommen werden. (verändert nach Lit. [387] 2011 © American Chemical Society) 
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10.4 Coiled Coil -basiertes Modellpeptid VW19  
 
Das Modellpeptid VW19 baut auf dem Design von VW18 auf. Im Unterschied zu VW18 

weist VW19 eine pH-Sensitivität bezüglich der Einnahme einer spezifischen Sekundärstruktur 

auf. Zur Schaffung dieser pH-Sensitivität wurden gleich geladene Lysinreste in b und f 

Positionen platziert. Es ergibt sich auf diese Weise eine große geladene Domäne über die 

Positionen b, e und f. VW19 weist in Abhängigkeit vom pH-Wert verschiedene Konformation 

und morphologisch verschiedene fibrilläre Aggregate auf.[516, 532, 534] Bei einem pH-Wert von 

4,0 sind die Glutamatreste (pKγ(COOH) ≈ 4,3) nahezu vollständig protoniert und 

elektrostatische Abstoßung ist fast vollständig eliminiert. Die Lysinreste (pK(ε-NH3
+) ≈10,5) 

in Positionen b, e und f  sind jedoch positiv geladen und stoßen sich ab, wodurch die helikale 

Konformation destabilisiert wird. Die Analyse der Primärstruktur mit TANGO und AGADIR 

zeigt für 12LVVLKSEL19 eine zur amyloiden Aggregation fähige Kernsequenz und nur eine 

geringe Tendenz zur Einnahme der helikalen Konformation bei neutralem pH-Wert  

(Abbildung 71, C).  

Das Modellpeptid VW19 wurde bereits mit Hilfe der CD Spektroskopie und der 

Elektronenmikroskopie charakterisiert, jedoch ließ sich einge Eigenschaften nicht mehr 

reproduzieren. Dazu gehört z.B. die Konzentrationsabhängigekeit, so dass eine erneute 

Charakterisierung notwendig war. Die CD-Spektren für das Modellpeptid bei einer 

Konzentration 100 µM zeigen direkt nach der Lösung im Azetat-Puffer mit einem pH-Wert 

von 4,0 ein Minimum um 200 nm, was einer überwiegend ungefalteten Struktur entspricht. 

Die elektrostatische Abstoßung der Lysinreste in b, e und f  Position führt, wie durch das 

Design beabsichtigt, zur Destabilisierung der helikalen Konformation. Innerhalb von 48 h 

 

Abbildung 71:  (A) Helical wheel–Darstellung, graue Unterlegung entspricht der gleich-geladenen 
Lysin-Domäne, und (B) Primärstruktur vom Modellpeptid VW19 (C) Ergebnis der Analyse der 
Primärsequenz von VW19 mit den Algorithmen TANGO und AGADIR bei pH 7.4 und 
Raumtemperatur.   
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findet eine konformationelle Änderung in Richtung einer β-Faltblattstruktur statt, angezeigt 

durch die Reduzierung des Minimums bei 200 nm und die Entwicklung eines Minimums bei 

218 nm. Doch im Unterschied zu vorangegangenen Charakterisierungen[516, 532, 534] geschieht 

dies bereits bei einer Konzentration von 100µM. Bei höheren Konzentrationen ab 300 µM ist 

die Ausgangskonformation α-helikal und der Übergang zur β-Faltblattstruktur benötigt mit 

mehr als 140 h deutlich mehr Zeit als zuvor beschrieben. Die α-helikale Struktur scheint dem 

VW19 Stabilität gegenüber einer konformationellen Änderung zur β-Faltblattstruktur zu 

verleihen. Elektronenmikroskopische Aufnahmen zeigen nach 48 h typische unverzweigte 

amyloide Fibrillen mit einer Morphologie ähnlich zu verdrillten Bändern (Abbildung 73). 

Zusätzlich wurden ebenfalls Röntgenbeugungsstudien durchgeführt, welche die für Amyloide 

charakteristische cross-β-Struktur bestätigten. Das Beugungsmuster besteht aus den typischen 

Reflexionen bei 4.7 Å senkrecht zur Fibrillenachse, die dem Abstand der 

Wasserstoffbrückenbindung zwischen den β-Faltblattstrukturen entspricht und eine diffuse 

Reflexion bei 10 Å, die dem Abstand horizontaler Wechselwirkungen über die Seitenketten 

entspricht (Abbildung 73).  

 

Abbildung 72:  CD-Spektren vom Modellpeptid VW19 in 10 mM Azetat-Puffer pH 4,0 und Peptid-
Konzentrationen von (A) 100 µM, (B) 300 µM und (C) 500 µM.  
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Trotz amyloider Struktur zeigt VW19 keine für Amyloide typische Erhöhung der Thioflavin 

T Fluoreszenz während des Prozesses der Aggregation. Dies lässt sich auf die hohe positive 

Nettoladung des Modellpeptids bei pH 4,0 zurückführen. Bei pH 4,0 sind alle Lysinreste 

positiv geladen und Glutamatreste nahezu vollständig protoniert und damit ungeladen. 

Aufgrund elektrostatischer Abstoßung kann das ebenfalls positiv geladene Thioflavin T-

Molekül nicht an amyloide Aggregate des VW19 binden. Es bestand die Möglichkeit, wie in 

zuvor berichteten Protokollen[534], das Modellpeptid bei pH 4,0 zu inkubieren und den pH-

Wert für die Thioflavin T Fluoreszenz-Messung auf 7,4 zu erhöhen, jedoch ist dies für Inhibi- 

tionsstudien von Nachteil, da die Interaktion zwischen den Coiled Coil-Peptiden auch durch 

elektrostatische Wechselwirkung vermittelt wird. Wir verwenden den ungeladenen NIAD-4 

Fluoreszenz-Farbstoff, der zuvor auf Eignung für die Zielsetzungen der Experimente getestet 

Abbildung 74:  (A) NIAD-4 Fluoreszenz-Spektren der Aggregation an VW19 aufgenommen nach 
unterschiedlichen Inkubationszeiten. (B) Darstellung der maximalen Fluoreszenzintensitäten in 
Abhängigkeit von der Zeit von der Aggregation von VW19 in der Gegenwart von Thioflavin T und 
NIAD-4 (Peptidkonzentration = 200µM, in 10 mM Azetat-Puffer, 0,1% (w/w) NaN3, pH 4,0, 10 µM 
ThT, 10 µM NIAD).  

 

Abbildung 73:  (links) Kryo-TEM-Aufnahme einer 500 µM-Probe von VW19 in 10 mM Azetat-Puffer 
pH 4,0. (Mitte) TEM-Aufnahme einer 100 µM-Probe von VW19 in 10 mM Azetat-Puffer pH 4,0. 
(rechts) 2D Röntgenbeugungsmuster gerichteter VW19-Fibrillen mit einen scharfen Reflexion bei 
4,7 Å  und einer diffusen Reflexion bei 10 Å.  



Inhibition der Modellpeptide  

 117 

wurde (siehe Kapitel 14.2.6.2 NIAD-4, 10.7 NIAD-4 Fluoreszenz bei helikalen Fasern und 

amyloiden Fibrillen).[556] NIAD-4 zeigt eine Erhöhung der Fluoreszenz bei ca. 585 nm 

während des Aggregationsprozesses. Im Gegensatz zu Thioflavin T lässt sich mit NIAD-4 der 

Aggregationsprozess von VW19 bei einem pH-Wert 4 verfolgen (Abbildung  74). Das 

Modellpeptid VW19 bildet darüber hinaus bei einer Konzentration von 500 µM und 

neutralem pH-Wert α−helikale Fasern.[532] CD-Spektren zeigen zwei Minima bei 208 und 224 

nm, gleichbedeutend für α-helikale Konformation. Darüber zeigt sich eine zeitabhängige 

Abnahme des Minimums bei 208 nm, relativ zum zweiten Minimum bei gleichzeitiger 

Verschiebung des zweiten Minimums nach größeren Wellenlängen. Dies wurde schon häufig 

beobachtet und lässt sich auf chirale Streuung an ausgedehnten Fasern zurückführen 

(Abbildung 75).[557] Kryo-TEM-Aufnahmen zeigen gleichförmige lange Fasern mit einem 

Durchmesser von circa 2,5 nm.   

 

10.5 Coiled Coil- basiertes Modellpeptid RR01   
 

Das Modellpeptid RR01 stellt das Gegenstück zum Modellpeptid VW19 dar.[516, 534, 558] Zur 

Schaffung einer pH-Sensitivität wurden gleich geladene Glutamatreste in den Positionen c, f  

und g platziert (Abbildung 76, grau unterlegt). Bei neutralem pH-Wert sind alle Glutamatreste 

(pKγ(COOH) ≈ 4,3) negativ und alle Lysinreste (pK(ε-NH3
+ ≈ 10.5) positiv geladen. Die 

elektrostatische Abstoßung führt zur Destabilisierung der α-helikalen Konformation. Die 

Analyse der Primärstruktur mit TANGO und AGADIR zeigt für 12LVVLKS17 eine zur 

amyloiden Aggregation fähige Kernsequenz und nur eine geringe Tendenz zur Bildung der 

helikalen Konformation bei neutralem pH-Wert  (Abbildung 76, C). Im Vergleich zu VW18 

und VW19 ist der TANGO-Wert für die Aggregation deutlich geringer, was für einer 

 
Abbildung 75:  (A) CD-Spektren nach unterschiedlichen Inkubationszeiten (0-120 h) und (B) Kryo-
TEM-Aufnahme von VW19 (Peptidkonzentration = 500µM, in 10 mM Phosphat-Puffer, 0,1% (w/w) 
NaN3, pH 7,4).  
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geringere Aggregationstendenz unter diesen Bedingungen spricht. Die CD-Spektren für das 

Modellpeptid RR01 zeigen direkt nach der Lösung im Phosphat-Puffer mit einem pH-Wert 

von 7,4 einem Minimum um 200 nm, was einer überwiegend ungefalteten Struktur entspricht. 

Innerhalb von 24 h findet eine konformationelle Änderung in Richtung einer β-

Faltblattstruktur statt, zu erkennen an der Reduzierung des Minimums bei 200 nm und der 

Entwicklung eines Minimums bei 218 nm (Abbildung 77, A). Für die konformationelle 

Änderung ist jedoch mit ca. 170 µM eine vergleichbar hohe kritische Konzentration 

notwendig. Eine Probe mit einer Peptidkonzentration unter 170 µM bleibt ungefaltet 

(Abbildung 77, B). In diesem Umstand spiegelt sich die mit Hilfe von TANGO vorhergesagte 

geringe Aggregationstendenz der Primärsequenz wieder. Die konformationelle Änderung 

wird vom charakteristischen zeitabhängigen Anstieg der ThT-Fluoreszenz bei 485 nm 

begleitet. Die Wachstumsphase beginnt nach etwa 5 h (lag time) und endet nach etwa 24 h 

 

 

Abbildung 77:  CD-Spektren vom Modellpeptid RR01 mit Peptid-Konzentrationen von (A) 200 µM, 
(B) 50 µM. (10 mM Phosphat-Puffer, 0,1% (w/w) NaN3, pH 7,4).  

 
 

Abbildung 76:  (A) Helical wheel–Darstellung, graue Unterlegung entspricht der gleich-geladenen 
Lysin-Domäne, und (B) Primärstruktur vom Modellpeptid VW19 (C) Ergebnis der Analyse der 
Primärsequenz von RR01 mit den Algorithmen TANGO und AGADIR bei pH 7.4 und 
Raumtemperatur.   
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mit dem Beginn der Plateau-Phase. Der kinetische Verlauf spricht auch in diesem Fall für 

einen nukleationsabhängigen Mechanismus der Aggregation. Die Zugabe von 

Nukleationskeimen in Form von fragmentierten gealterten Fibrillen (5% (v/v) führt zum 

sofortigen Wachstum der Fibrillen. Elektronenmikroskopische Aufnahmen zeigen nach 24 h 

typische unverzweigte amyloide Fibrillen (Abbildung 79). Es lassen sich gleichzeitig helikal 

gewundene breite Bänder sowie röhren- und trichterförmige Aggregate nachweisen. Eine 

detaillierte strukturelle Charakterisierung mit Hilfe von Röntgenbeugungsstudien und 

Aufnahmen mit dem Rasterkraftmikroskop wurden durchgeführt und sind Teil einer noch 

unveröffentlichten Publikation.[559] In dieser Arbeit konnte ebenfalls die charakteristische 

cross-β-Struktur mit den typischen Reflexionen bei 4.7 Å und einer diffusen Reflexion bei 10 

Å nachgewiesen werden. Darüber hinaus konnte ein tieferer Blick in die Protofilament-

 

Abbildung 79:  (A) TEM-Aufnahme und (B) Kryo-TEM-Aufnahme einer 200 µM-Probe von RR01 
(Peptidkonzentration = 200µM, in 10 mM Phosphat-Puffer, 0,1% (w/w) NaN3, pH 7,4).  

Abbildung 78:  (A) ThT Fluoreszenz-Spektren der Aggregation on RR01, aufgenommen nach 
unterschiedlichen Inkubationszeiten. (B) Darstellung der Fluoreszenzintensitäten bei 485 nm in 
Abhängigkeit von der Zeit der Aggregation von RR01 mit und ohne Nukleationskeim 
(Peptidkonzentration = 200µM, in 10 mM Phosphat-Puffer, 0,1% (w/w) NaN3, pH 7,4, 10 µM ThT).  
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Struktur gewonnen werden (10.5.1 Aufklärung der supramolekularen Struktur des 

Modellpeptids RR01).   

CD-Spektren des Modellpeptids RR01 bei einem pH-Wert von 4,0 zeigen eine α-helikale 

Konformation mit zwei Minima bei 208 und 222 nm, wobei das Minimum bei 208 nm mit 

längeren Inkubationszeiten in Relation zum zweiten Minimum bei 222 nm abnimmt. Dies 

lässt sich auf Streuungseffekte an α-helikale Aggregate zurückführen (Abbildung 80, A).[557] 

Kryo-TEM-Aufnahmen einer 500 µM zeigen fibrilläre Aggregate mit einem konstanten 

Durchmesser von ca. 2,5 bis 3 nm (Abbildung 80, B). Damit zeigt das Modellpeptid RR01  

mit einer zum Modellpeptid VW19 gegensätzlichen Primärstruktur auch ein entgegensetztes 

Faltungsverhalten mit der Bildung amyloider Fibrillen bei pH 7,4 und α-helikalen Fibrillen 

bei pH 4,0.  

10.5.1 Aufklärung der supramolekularen Struktur des  Modellpeptids 
RR01 

 

Die ersten Ergebnisse zur Aufklärung der Struktur durch Dr. Hans v. Berlepsch vom 

Forschungszentrum Elektronenmikroskopie der FU Berlin beruhen auf der Charakterisierung 

der Morphologie durch elektronenmikroskopische Methoden und führten bisher nicht zu 

einem molekularen Modell. Der molekulare Aufbau kann jedoch einen tieferen Einblick in 

den Prozess der Strukturbildung des Modellpeptids einschließlich der zu Grunde liegenden 

Wechselwirkungen geben, was möglicherweise auch Aussagen über den Aggregationsprozess 

von natürlichen amyloidogenen Proteinen und Peptiden ermöglicht. Darüber hinaus bildet die 

strukturelle Charakterisierung die Grundlage für die Entwicklung von Strategien zur 

Inhibition der Aggregation.  

 
Abbildung 80:  (A) CD-Spektren nach unterschiedlichen Inkubationszeiten (0-120 h) und (B) Kryo-
TEM-Aufnahme von RR01 (Peptidkonzentration = 500µM, in 10 mM Azetat-Puffer, 0,1% (w/w) 
NaN3, pH 4,0).  
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Die elektronenmikroskopischen Studien zeigten für das Modellpeptid RR01 diverse 

polymorphe amyloide Strukturen, wie z.B. Bänder, Röhren und Trichter. Die gereiften 

Fibrillen sind außerordentlich groß und hoch geordnet. Die Breite der Bänder und der 

Durchmesser der Röhren können mehrere hundert Å betragen. Die einzelnen Protofilamente 

sind sehr einfach zu detektieren, so dass dieses Modellpeptid für ausführliche strukturelle 

Untersuchungen ausgewählt wurde. Die hochgeordnete Struktur äußert sich in 

elektronenmikroskopischen Studien in einer hohen Kontrastschärfe, was auf ausgeprägte 

elektrostatische Wechselwirkungen zurückgeführt werden kann. Die pH-Abhängigkeit der 

Fibrillenbildung deutet ebenfalls auf eine hohe Bedeutung elektrostatischer Wechselwirkung 

hin. Man kann somit schlussfolgern, dass die elektrostatische Anziehung bzw. Abstoßung der 

zahlreichen geladenen Seitenketten der Aminosäuren Glutamat und Lysin bei neutralem pH-

Wert keine unspezifische Aggregation erlauben, sondern die Bildung der amyloiden cross-β-

Struktur zu einer wenig variablen Packung der amyloidogenen Sequenzen dirigieren. Auf der 

Grundlage der elektronenmikroskopischen Untersuchungen ließ sich eine Elementarfibrille 

identifizieren, die wahrscheinlich das Grundelement der beobachteten diversen 

Überstrukturen, wie Bänder, Röhren und Trichter, bildet.[559] Durch Fourier- Transformation  

einer Kryo-TEM Aufnahme lässt sich die Feinstruktur der Fibrille charakterisieren  

 

 
Abbildung 81: Kryo-TEM Aufnahme eines röhrenförmigen Aggregates von RR01 b) Aus der 
Fouriertransformation des Bildes ergibt sich für den primitiven Streifenabstand ein typischer 
Wert von 36Å. c) Das gemittelte Bild (Klassensumme) der Röhre zeigt, dass die Streifung mit 
einer Periode von ~ 70Å alterniert. d) Aus dem gemittelten Bild (c) errechnetes Dichteprofil der 
Röhre (aus Lit.[559]). 
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(Abbildung 81),[559] was einen periodischen Abstand von 36 Å ergab. Die Errechnung eines 

Dichteprofils auf Basis der Mittlung vieler Kryo-TEM Einzelbilder führt jedoch zu dem 

doppelten Abstand von ~ 70 Å (Bild). Die vorliegenden Daten wurden so interpretiert, dass 

die Elementarfibrille eine Breite von ~ 70 Å besitzt. Darüber hinaus ließ sich die Dicke der 

Elementarfibrille von ca. 36 Å mit Kryo-TEM und 23 Å mit TEM ebenfalls 

elektronenmikroskopisch bestimmen.[559] Der Unterschied zwischen Kryo-TEM und TEM 

lässt sich auf die Anwesenheit von Wasser im Fall von Kryo-TEM und entsprechend einem 

Eintrocknungseffekt bei der TEM-Präparation zurückführen. 

Zusätzlich zur Charakterisierung mit Hilfe von TEM und Kryo-TEM wurden 

Röntgenbeugungsexperimente und Untersuchungen mit dem Rasterkraftmikroskop 

durchgeführt, welche die Dimension der Abhängigkeit von Wasser bestätigen konnten.[559] 

Die Röntgenbeugungsexperimente zeigten darüber hinaus die typischen Reflexe der cross-β-

Struktur amyloider Aggregate bei 4,7 Å und ca. 10 Å.[559]  

Der Abstand von Aminosäure zu Aminosäure in der gestreckten β-Faltblatt-Konformation 

beträgt ca. 3,4  Å. Bei der Breite der Elementarfibrille von ca. 70 Å entspricht dies einer 

Länge von 20 Aminosäuren. Die Primärstruktur von RR01 besteht aber 26 Aminosäuren 

zuzüglich der UV-aktiven Gruppe Abz. Die Dimensionen, die sich aus 

elektronenmikroskopischen Studien ergeben, sprechen nicht für eine Zusammenlagerung der 

amyloidogenen Sequenzen in gestreckter Form, sondern eher der dem Aβ-Peptid nicht 

unähnlichen β-Faltblatt-turn-β-Faltblatt-Struktur. Überlegungen auf Basis der vorhandenen 

Daten führten zu einem vorläufigen Packungsmodell, dass eine Interaktion zwischen zwei 

Molekülen RR01 in einer β-Faltblatt-loop-β-Faltblatt-Struktur vorsieht (Abbildung 82).[78]  

In dieser Modellvorstellung befinden sich im inneren Kern der Fibrille überwiegend 

hydrophobe Aminosäuren. Jedoch gibt es auch sich direkt gegenüberliegende entgegengesetzt 

geladene Glutamat- und Lysinseitenketten, die möglicherweise über elektrostatische 

Wechselwirkungen mit einander interagieren. Für die Erstellung eines Modells auf atomarer 

Ebene sind ausführliche Festphasen-NMR-Studien notwendig. Die chemische Verschiebung 

ist dabei von der Primärstruktur, von der räumlichen Anordnung, d.h. von der 

Sekundärstruktur, als auch von der Umgebung, in der sich die Aminosäure befindet, 

abhängig. Die Primärstruktur von RR01 weist sich wiederholende Sequenzen von den 

Position 4 bis 12 und 18 bis 26 auf, die möglicherweise zur Überlappung der chemischen 

Verschiebung führt, was die spezifische Bestimmung der einzelnen Aminosäuren in der 

Primärstruktur erschwert. Daher wurden vier RR01-Peptide mit 13C und 15N uniform 

markierten Aminosäuren an unterschiedlichen Positionen synthetisiert. Den 
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Abbildung 82:  (oben) Vorläufiges Packungsmodell einer Elementarfibrille des Peptids RR01 
(Blickrichtung längs der Wasserstoffbrückenbindungen in Richtung der Fibrillenlängsachse, 
Dimensionen in Klammern entsprechen dem Zustand in Gegenwart von Wasser). Unterschiedliche 
Labeling-Strategie im vorläufigen Packungsmodell einer Elementarfibrille des Peptids RR01. Für 
die markierten Positionen wurden C13 und N15 uniform markierte Aminosäuren verwendet. 
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Ausgangspunktpunkt der Fragestellung der unterschiedlichen Labeling-Strategien, bildete das 

zuvor beschriebene Modell. Die ersten drei selektiv markierten Variationen von RR01 

(RR01-V3L15V14; RR01-V3L5V13; RR01-L1V3L19K23) sind in Abbildung 82 dargestellt. Es 

wurden nur wenige Position mit markierten Aminosäuren versehen. Die Positionen wurden so 

gewählt, dass sich die Umgebung für jede markierte Aminosäure unterscheidet und es 

aufgrund der räumlichen Nähe der markierten Aminosäuren nach dem zugrundeliegenden 

Modell zu Kopplungen zwischen den Aminosäuren kommt.  

Nach der erfolgreichen Synthese der Peptide wurden die Fibrillen durch Modifizierung des 

pH-Werts präpariert (siehe 14.2.4 Probenpräparation). Die ausführlichen Festphasen-NMR-

Studien wurden von Frau Prof. Monica de Santos Freitas (Instituto de Bioquímica Médica, 

UFRJ) in einer Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Hartmut Oschkinat (Leibniz-

Institut für Molekulare Pharmakologie, FMP) durchgeführt und in einem vorläufigen Bericht 

zusammengefasst.  

Die Abbildung 83 zeigt eine PDSD (Proton Driving Spin Diffusion Experiment) Spektrum 

von RR01-V3L15V14. Im Spektrum werden zunächst einmal gut aufgelöste Peaks, was für eine 

hochgeordnete Struktur spricht. Interessanterweise lassen sich 5 Spin-Systeme feststellen, 

obwohl es nur drei markierte Aminosäuren in der Primärstruktur gibt. Im Bild sind die 

zusätzlichen Spin-Systeme mit V14* and L15* bezeichnet worden. Möglicherweise sind diese 

Aminosäuren in zwei verschiedenen Umgebungen eingebettet. Eine Erklärung kann in dem 

Vorhandensein von polymorphen Strukturen liegen, die häufig bei der Präparation von 

amyloiden Fibrillen auftreten. V14 und V3 zeigen eine ähnliche chemische Verschiebung, so 

dass eine Interaktion zwischen V3 und L15 bzw. V14 und L15 nicht unterschieden werden kann. 

Mit dem Peptid RR01-V3L15V14 gelang es nicht Information über die intermolekularen 

Wechselwirkungen zwischen den β-Faltblattstrukturen zu gewinnen. dem zugrundeliegenden 

Modell sollte das Peptid RR01-V3L5V13 eine Verbindung zwischen L5 und V13 zeigen. 

Darüber hinaus wurde die Position L12  ebenfalls markiert, um eine Unterscheidung zwischen 

V3 und V14 zu ermöglichen. Man konnte alle markierten Aminosäuren identifizieren, jedoch 

ließ sich keine intermolekulare Kontakte feststellen.   

Die Eigenschaft amyloider Aggregate polymorphe Strukturen zu bilden, macht eine Form der 

Kontrolle der Reproduzierbarkeit der Fibrillenstruktur von RR01 notwendig. Die markierte 

Aminosäure V3 ist die gemeinsame Komponente aller markierten Aminosäuren, was einen 

Vergleich der chemischen Verschiebung ermöglicht. Das selektiv markierte Peptid RR01- 

L1V3L19K23 sollte Aufschluss über die vorgeschlagene Dimerbildung des zugrundeliegenden 

Modells geben (Abbildung 84). Nach dem Modell sollte ein Kontakt zwischen L1 und K23 der 

Interaktionsfläche zwischen zwei RR01 Molekülen sichtbar sein, was sich jedoch nicht 
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Abbildung 84: 2D-NMR Spektrum eins Proton Driving Spin Diffusion Experimentes (PDSD) unter 
Verwendung bei einer Mischungszeit von 500 ms, welche neben intra- auch intermolekulare 
Korrelationen sichtbar macht.[560] 

Abbildung 83:  2D-NMR Spektrum eins Proton Driving Spin Diffusion Experimentes (PDSD) unter 
Verwendung zwei Mischungszeiten von 25 ms (schwarz), welche nur die intramolekulare 
Korrelationen deutlich macht und 500 ms (rot), welche neben intra- auch intermolekulare 
Korrelationen sichtbar macht.[560]  
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nachweisen ließ. Dieses Ergebnis spricht gegen das in Abbildung 82 dargestellte Modell.   

Dagegen ließ sich eine schwache Verbindung zwischen V3 und K23, d.h. zwischen V3Cα- 

K23Cγ, V3Cγ-K23Cε and V3Cγ-K23Cγ, nachweisen. Es ließ bisher noch nicht unterscheiden, ob 

diese Verbindung zwischen V3 und K23 inter- oder intramolekular ist.    

Zusätzlich wurden Pulssequenzen angewendet, die eine Unterscheidung zwischen flexiblen 

und starren Segmenten der Fibrillen ermöglichen. Mit Hilfe der Cross-Polarisation (CP 

Tansfer) lassen sich starre Sequenzen detektieren und ein umgekehrtes INEPT-Experiment 

(Insensitive 

Nuclei Enhancement by Polarisation) kann Aufschluss über flexible Regionen geben. Das 

CP-Experiment mit magic angle spinning (MAS) zeigte eine Verteilung gut aufgelöster 

Peaks. Das 1D-13C-INEPT von RR01-V3V14L15 zeigt dagegen keine Peaks. Die 

entsprechenden Spektren der anderen RR01 Variationen zeigten vergleichbare Ergebnisse. 

Dies spricht gegen größere flexible Regionen der amyloiden Fibrillen und für eine generell 

starre Struktur von RR01 Fibrillen. Diese Ergebnisse deuten auf eine nahezu über die gesamte 

Sequenz ausgedehnte amyloide Kernstruktur.  

Für die bis hierhin betrachteten 13C und 15N markierten Variationen deuten die Werte für die 

chemische Verschiebung überwiegend auf eine β-Faltblatt-Struktur, denn innerhalb einer β-

Faltblattstruktur zeigt sich für das Carbonyl-C-Atom und für das Cα-Atom eine chemische 

Verschiebung von 1-3 ppm in Hochfeldrichtung von und für das Cβ -Atom 1−3 ppm in 

Tieffeldrichtung (Abbildung 86).[560] Die Analyse der Torsionswinkel, mit Hilfe der TALOS 

 

Abbildung 85 : Verschiedene Ansätze zur Analyse der Mobilität der amyloiden Fibrillen von RR01-
V3V14L15 (oben )umgekehrtes INEPT-Experiment (Insensitive Nuclei Enhancement by Polarisation) 
(mitte) Direkte Anregung (unten) CP-Experiment kombiniert mit magic angle spinning (MAS).  
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Software deutet auf eine ausgedehnte β-Faltblattstruktur von K2 bis E18. Die Länge der β-

Faltblattstruktur ist bisher durch die fehlende Bestimmung der einzelnen Aminosäuren am C-

Terminus begrenzt und ist womöglich noch länger. Zusätzlich zu den mit Hilfe 

 

Abbildung 87: Sequenzabhängige Darstellung der chemischen Verschiebung (negativ = Tieffeld, 
positiv = Hochfeld).  

 

Abbildung 86:  Sequenzabhängige Ausgabe der TALOS-Software bezüglich der Torsionswinkel φ 
und ψ.   
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der Festphasen-Peptid-Synthese hergestellten RR01-Variationen wurden drei unterschiedlich 

markierte Variationen von RR01 expremiert und gereinigt. Das expremierte RR01 zeigt ein 

zum synthetisierten RR01 vergleichbares Aggregationsverhalten mit einer durchaus 

beschleunigten Kinetik in der CD Spektroskopie sowie im ThT-Assay (Abbildung 88).  

Darüber hinaus zeigt das expremierte RR01 eine zum synthetisierten RR01 vergleichbare 

Morphologie der amyloiden Fibrillen (Abbildung 89) zeigt das 2D-NMR Spektrum eins 

Proton Driving Spin Diffusion Experimentes (PDSD) an 2-13 Glycerol markierten RR01 

Fibrillen. Aufgrund der Mischungszeit von 500 ms sind sowohl kurze als auch weitreichende 

Verbindungen zu erkennen, die sich zum Teil überlappen, was eine 

Abbildung 88:  (A) CD-Spektren nach unterschiedlichen Inkubationszeiten (0-20 h) und (B) ThT-
Assay von expremierten RR01 (Peptidkonzentration = 200µM, in 10 mM Phosphat-Puffer, 0,1% 
(w/w) NaN3, pH 7,4).  

 
Abbildung 89:  TEM-Aufnahme von amyloiden Fibrillen des expremierten RR01 
(Peptidkonzentration = 200µM, in 10 mM Phosphat-Puffer, 0,1% (w/w) NaN3, pH 7,4). 
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Charakterisierung der Struktur erschwert (Abbildung 90). Es ist jedoch deutlich eine 

Verbindung zwischen der V3 und K23 zu erkennen.  

Die bisherigen Untersuchungen führten zur sequenzielle Bestimmung der Mehrzahl der 

einzelnen Aminosäuren von RR01 im amyloiden Zustand (Tabelle 5). Auf Basis der bisher 

zur Verfügung stehenden Ergebnisse wurden zwei neue Modellvorstellungen 

vorgeschlagen.[560] Zum einen eine β-Faltblatt-turn-β-Faltblatt-Struktur, welche die Nähe 

Tabelle 5:  Bestimmung der einzelnen Aminosäuren von RR01 im Zustand der amyloiden Fibrille.  

  

Abbildung 90:  2D-NMR Spektrum eins Proton Driving Spin Diffusion Experimentes (PDSD) an 2-
13 Glycerol markierten RR01 Fibrillen  bei einer Mischungszeit von 500 ms.  
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zwischen V3 und K23 widerspiegelt, aber gegen die Hinweise auf ausgedehnte starre β-

Faltblattstruktur spricht. Zudem würden nach diesem Modell hydrophoben Aminosäuren, die 

mit hoher Wahrscheinlichkeit für die Amyloidogenität verantwortlich sind, sich in einer turn-

Struktur befinden. Daher sieht die zweite Modellvorstellung eine antiparallele Anordnung 

einer ausgedehnten β-Faltblatt-Struktur vor, wobei bisher nur wenig Information über den C-

Terminus existieren und dieser möglicherweise ungeordnet ist. Die Struktur sieht einen 

hydrophoben Kern im Zentrum (gelber Kasten) mit zahlreichen elektrostatischen 

Wechselwirkungen (weißer Kasten) zwischen entgegengesetzt geladenen Aminosäuren 

Glutamat und Lysin vor (Abbildung 91). Zur Überprüfung dieser Modellvorstellungen wurde 

ein viertes RR01-Peptid mit 13C und 15N uniform markierten Aminosäuren an den Positionen 

V3, L5, E10, K16, S17,  und L22. Die Auswertung der entsprechenden NMR-Spektren durch Prof. 

Monica de Santos Freitas (Instituto de Bioquímica Médica, UFRJ) steht noch aus. 

 

 

Abbildung 91 : Modellvorstellungen und vierte Labeling-Strategie zur Aufklärung der Struktur von 
RR01 Fibrillen. (I) β-Faltblatt-turn-β-Faltblatt-Struktur von RR01 die eine Nähe zwischen V3 und K23 
vorsieht. (II) Modell der ausgedehnten β-Faltblatt-Struktur mit ein hydrophoben Kern im Zentrum 
(gelb) und zahlreichen elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen entgegengesetzt geladenen 
Aminosäuren Glutamat und Lysin.  
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10.6 Modellpeptide basierend auf einer amphipathisc hen Helix 
 
Helikale Strukturen einer ganzen Reihe natürlicher amyloidogener Peptide und Proteine 

basieren auf einer amphipathischen Helix ohne die definierten Charakteristika einer Coiled 

Coil-Struktur (siehe Abschnitt 5.1 Die Bedeutung α−helikaler Intermediate). Dazu gehören 

z.B. das Aβ-Peptid oder auch IAPP. Aus diesem Grunde wurde das Repertoire der im 

Rahmen dieser Arbeit untersuchten Modellpeptide erweitert. Der wesentliche Unterschied 

besteht in einer weniger definierte Abfolge von polaren und hydrophoben Aminosäuren (siehe 

auch Kapitel 9.2 Modellpeptide auf Basis einer amphipathischen Helix). Ausgangspunkt 

bildet das Design der amphipathischen Helix α-AH. Es weist eine ausgedehnte hydrophobe 

Domäne aus ausschließlich Leucinresten und eine hydrophile Domäne mit den geladenen 

Aminosäuren Glutamat und Lysin ergänzt durch Alanin auf. Das gesamte Design soll eine 

möglichst hohe Tendenz zu Bildung α-helikaler Strukturen mit sich bringen. Daher wurden 

Aminosäuren mit einer hohen Propensität für α-helikale Konformation verwendet. Zusätzlich 

wurden die entgegengesetzt geladen Aminosäuren Lysin und Glutamat in i und i+4 Position 

gesetzt, so dass die Möglichkeit zur Bildung von interhelikalen Salzbrücken besteht 

(Abbildung 92).  Die Analyse der Primärstruktur mit TANGO und AGADIR ergibt zunächst 

eine hohe Tendenz zur Einnahme der helikalen Konformation bei neutralem pH Wert, aber 

auch eine Tendenz zur cross-β-Aggregation, welche sich nahezu über die gesamte 

Peptidlänge erstreckt (Abbildung 92, B). Die CD Spektren zeigen jedoch, dass α-AH in einem 

pH-Bereich von 4,0 bis 10 α-helikale Strukturen bei einer Konzentration von 100 µM und bei 

einer Inkubationszeit von 0-120 h bildet. Die Spektren weisen überwiegend ein Minimum bei 

 

Abbildung 92:  (A) Helical wheel–Darstellung und Primärstruktur vom Modellpeptid α-AH (B) 
Analyse der Primärsequenz von α-AH mit AGADIR und TANGO bei pH 7.4 und Raumtemperatur.   
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208 nm und ein Minimum bei 218 nm auf (Abbildung 93). Bei einem pH Wert von 4,0 zeigt 

sich eine zeitabhängige Abnahme des Minimums bei 208 nm, relativ zum zweiten Minimum 

Fasern zurückführen, jedoch sind zur Aufklärung elektronenmikroskopische Studien 

notwendig. In TEM-Aufnahmen lassen sich bei neutralen pH-Wert lediglich kleine Partikel 

nachweisen (Abbildung 93, D). Es konnten keine größeren Aggregate detektiert werden.  bei 

 
Abbildung 93:  CD-Spektren nach unterschiedlichen Inkubationszeiten (0-120 h) für pH 4 (A) pH 
7,4 (B) und pH 10 (C)und (D) TEM-Aufnahme von α-AH bei pH 7.4 (Peptidkonzentration = 100µM, 
in 10 mM Azetat-/Carbonat-/Phosphat-Puffer, 0,1% (w/w) NaN3).  

 
Abbildung 94:  (A) Helical wheel–Darstellung und Primärstruktur vom Modellpeptid β-AH-V (B) 
Analyse der Primärsequenz von β-AH-V mit AGADIR und TANGO bei pH 7.4 und 
Raumtemperatur.   
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gleichzeitiger Verschiebung des zweiten Minimums in Richtung größerer Wellenlängen  

(Abbildung 93, A). Dies lässt sich möglicherweise auf die chirale Streuung an α-helikalen  

Durch die Einführung der Aminosäure Valin an Position 9 in der hydrophilen Domäne, 

welche eine hohe Propensität für die β-Faltblattstruktur aufweist, wird die Tendenz zur 

Bildung von amyloiden Aggregaten deutlich erhöht. Die Analyse der Primärstruktur von β-

AH-V mit TANGO und AGADIR ergibt im Vergleich zu α-AH bei neutralem pH Wert 

zunächst eine geringere Tendenz zur Bildung von α-helikalen Strukturen und eine stark 

erhöhte Tendenz zur cross-β-Aggregation (Abbildung 94). Die CD Spektren von β-AH-V in 

einem pH-Bereich von 4 bis 10 und bei einer Konzentration von 100 µM und bei einer 

Inkubationszeit von 0-120 h, zeigen ein klares Minimum bei ca. 218 nm (Abbildung 95). In 

TEM-Aufnahmen lassen bei neutralen pH-Wert lange unverzweigte Fibrillen feststellen 

(Abbildung 95, D). Das Modellpeptid β-AH-V zeigt bei neutralem pH darüber hinaus den 

charakteristischen Anstieg in der Fluoreszensintensität bei 485 nm im ThT Fluoreszenz 

Assay. Die Einführung der Aminosäuren Valin in der hydrophoben Domäne der 

amphipathischen Helix im Modellpeptid AH-V14 führt dagegen nicht zur Bildung von β-

Faltblattstrukturen. Die CD Spektren bei pH 7,4 deuten mit zwei Minima bei 208 und 218 nm 

  
Abbildung 95:  CD-Spektren nach unterschiedlichen Inkubationszeiten (0-120 h) ) für pH 4 (A) pH 
7,4 (B) und für pH 10 (C) und TEM-Aufnahme (D) von β-AH-V bei pH 7.4 (Peptidkonzentration = 
100µM, in 10 mM Carbonat-/Phosphat-Puffer, 0,1% (w/w) NaN3).  
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auf die Ausbildung einer α-helikalen Konformation. Damit unterstreichen ebenfalls die 

Untersuchungen an diesen nicht Coiled Coil-basierten amphipathischen Helices die 

Feststellung, dass die Störung des amphipathischen Charakters einer Helix und damit die 

Reduzierung der Helizität eine Voraussetzung für die Bildung von amyloiden Aggregaten von 

amyloidogenen Peptidsequenzen ist, welche α-helikale Elemente aufweisen. Nur die 

Einführung von Valin im zentralen Abschnitt LAAAL führt letztendlich zur Bildung von 

amyloiden Aggregaten. Damit erfüllt der Abschnitt LAVAL die Eigenschaften einer 

amyloidogenen Kernsequenz und es wird deutlich, dass für die Generierung der 

amyloidogenen Eigenschaft durch die Einführung von Valin ebenso die benachbarten 

Aminosäuren von großer Bedeutung sind.  

 

Abbildung 97: (A)  Helical wheel–Darstellung und Primärstruktur vom Modellpeptid AH-V14.(B) 
CD-Spektren nach unterschiedlichen Inkubationszeiten (0-120 h) für pH 7,4 (Peptidkonzentration = 
100µM, in 10 mM Phosphat-Puffer, 0,1% (w/w) NaN3). 

 
Abbildung 96:  Thioflavin-T Assay. Charakteristischer Anstieg der ThT- Fluoreszenz bei 485 nm 
aufgrund der Bindung des Farbstoffs an amyloiden Aggregaten. (Peptidkonzentration = 100µM, in 
10 mM Phosphat-Puffer, 0,1% (w/w) NaN3, pH 7,4, 10 µM ThT) 
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10.7 NIAD-4 Fluoreszenz bei helikalen Fasern und am yloiden Fibrillen 
 
Trotz der häufigen Anwendung von Thioflavin T in der Amyloidforschung weist es doch 

einige Nachteile auf. So lässt sich mit ThT nicht zwischen verschiedenen Konformationen 

und nicht zwischen verschiedenen oligomeren Zuständen unterscheiden, die während des 

Prozesses der Aggregation durchlaufen werden. Darüber hinaus ist es bekannt, dass ThT nicht 

nur an Amyloide bindet, sondern ebenfalls an Strukturen wie z.B. Nukleinsäuren, Keratin und 

Elastin-Fibrillen.[561] Ein bedeutender Nachteil von ThT als Fluoreszenzfarbstoff basiert auf 

der positiven Ladung am quartären, heterozyklischen Stickstoff, was die Bindung an 

Amyloiden bei aziden pH-Wert auf Grund möglicher elektrostatischer Abstoßung 

erschwert.[561-563] Dies ist der Fall bei der Anwendung von Thioflavin T zur Charakterisierung 

der amyloiden Aggregation des Modellpeptids VW19 bei pH 4,0. VW19 weist ein hohe 

positive Nettoladung (+6) bei pH 4 auf, so dass es zu einer elektrostatischen Abstoßung mit 

dem positiv geladen Thioflavin T kommt. Daher kommt es trotz der Bildung amyloider 

Aggregate nicht zur typischen Verstärkung der Fluoreszenzintensität bei 485 nm (Abbildung 

101). Daher kann Thioflavin T nicht für Inhibitionsstudien am Modellpeptid VW19 

herangezogen werden. Aufgrund der geschilderten Nachteile sind eine Reihe von Alternativen 

entwickelt worden. Eine dieser Alternativen ist der ungeladene Fluoreszenzfarbstoff NIAD-4 

([[5’-(4-Hydroxyphenyl)[2,2’-bithiophen]-5-yl]methylen] propandinitril).[564] Dieser Farbstoff 

zeigt eine rote Fluoreszenz mit einer hohen Quantenausbeute in Methanol. Die Löslichkeit in 

Wasser ist gering begleitet von einer geringeren Quantenausbeute (4.1 µM NIAD-4 in 

Phosphat-Puffer hat eine Quantenausbeute von 8×10-5). Studien zeigen, dass der Farbstoff 

über einer Konzentration von 10 µM Aggregate bildet und in Gegenwart des aggregierten Aβ-

(1-40) zeigt der Fluoreszenzfarbstoff eine erhöhte Emission mit einer Quantenausbeute von 

0,05 im Wellenlängenbereich von 525 bis 700 nm. In vitro-Studien konnten darüber hinaus 

zeigen, dass die NIAD-4 an ähnlichen Stellen an der Aβ -Fibrille bindet wie das ebenfalls 

ungeladene Benzothiazolanilin-Derivat BTA-1. Swager et al. ent-warfen nach dem Vorbild 

des ThT Moleküls den Fluoreszenzfarbstoff NIAD-4. Es weist zwei coplanare Thienylringe 

und einen relativ zu den Thienylringen leicht gedrehten Benzenring auf.[564] 

 
Abbildung 98 : Chemische Struktur von NIAD-4. 
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Proteinbindungsstudien zeigten, dass NIAD-4 mit Ki = 10 nM eine höhere Affinität für 

amyloide Fibrillen aufweist als das ThT-Molekül (Ki = 580 nM). Nach Anregung bei 475 nm 

lässt sich ein Fluoreszenzspektrum zwischen 525 bis 700 nm detektieren (Abbildung 99). 

Diese Eigenschaften, gepaart mit einer starken Rotverschiebung bei Bindung an amyloide 

Fibrillen und der Fähigkeit, die Blut-Hirn-Schranke zu überwinden, ermöglichen den Einsatz 

in vitro und in vivo Bildgebungsverfahren. NIAD-4 wurde bereits in einigen Arbeiten 

verwendet.[565-567] 

Die Anwendbarkeit und Spezifität des Fluoreszenz-Farbstoffs zur Vorbereitung der 

Inhibitionsstudien mit den Modellpeptiden musste zunächst getestet werden. Dazu wurden die 

amyloidogenen Modellpeptide RR01 und VW19 gewählt.[556] Beide Modellpeptide zeigen in 

Abhängigkeit von pH–Wert und Peptidkonzentration komplementäres Faltungs- und 

Aggregationsverhalten.[516] Im Wesentlichen unterscheidet sich das Design nur durch eine 

invertierte Position der geladenen Aminosäuren Lysin und Glutamat in b, c und f Position. 

Dadurch weisen die Peptide einen starken Unterschied in der Nettoladung und ein 

entgegengesetztes pH-abhängiges Faltungsverhalten auf. VW19 zeigt bei pH 7,4 mit einer 

Nettoladung von +2 α-helikale Fasern und amyloide Aggregate bei pH 4,0 und mit 

Nettoladung von +6. RR01 zeigt es im Prinzip ein entgegensetztes Faltungsverhalten mit 

amyloiden Aggregaten bei pH 7,4 mit einer Nettoladung von -2 und α-helikalen Fasern bei 

pH 4,0 mit einer Nettoladung von ca. +3.  

 

 

Zunächst wurde ein Kontrollexperiment mit dem Modellpeptid RR01 durchgeführt, dessen 

Aggregation mit dem Fluoreszenzfarbstoff verfolgt werden kann. Wie erwartet, wurde für den 

ungefalteten Zustand kein Fluoreszenzanstieg im Wellenlängenbereich 470 bis 520 nm 

festgestellt. Nach einer Inkubationszeit von 24 h konnte aufgrund der Aggregation zu 

amyloiden Fibrillen wie erwartet ein Fluoreszenzsignal bei 485 nm festgestellt werden. Der 

 

Abbildung 99:  Absorptions- und Fluoreszenzspektrum von NIAD-4 in Methanol 
(Extinktionskoeffizient e(475 nm) 35700, Fluoreszenz Quantenausbeute 0,15). Lit.[564] 
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gleiche Versuchsansatz mit NIAD-4 anstelle von ThT zeigt im ungefalteten Zustand ebenfalls 

keine Fluoreszenz im Wellenbereich von 525 bis 700 nm. Jedoch lässt sich nach einer 

Inkubationszeit von 24 h eine starke Fluoreszenzemission bei 610 nm feststellen, die im 

Prinzip mit der erhöhten Intensität von Thioflavin T in Gegenwart von amyloiden Aggregaten 

vergleichbar ist (Abbildung 101). Der NIAD-4-Farbstoff scheint damit in ähnlicher Weise 

anwendbar zu sein, wie Thioflavin T. Wie bereits beschrieben, führte die Anwendung von 

Thioflavin T auf amyloide Fibrillen des Modellpeptids VW19 nicht zum gewünschten 

Fluoreszenzsignal. Die Anwendung von NIAD-4 auf VW19 in ungefaltetem Zustand führt 

dagegegen zu einem Fluoreszenzsignal. VW19 im fibrillären Zustand führt zu einem 

Fluoreszenzsignal zwischen 525 und 700 nm mit einem Maximum bei 585 nm. Die 

unterschiedlichen Maxima für RR01 und VW19 lassen sich womöglich auf unterschiedliche 

Bindungsstellen an der Oberfläche der amyloiden Fibrillen oder auf den unterschiedlichen 

pH-Wert zurückführen. Die Spezifität von NIAD-4 wurden anhand von α-helikalen Fasern 

der Modellpeptide RR01 und VW19 bei veränderten pH-Werten gestestet. Eine 500 µM 

Lösung von VW19 bildet bei neutralem pH-Wert innerhalb von 24 h nanometerlange α-

helikale Fasern. Die NIAD-4 Fluoreszenzspektren in Gegenwart des ungefalteten Zustands, 

α-helikale Fasern und amyloide Fibrillen von VW19 sind zum Vergleich in einer Abbildung 

dargestellt. NIAD-4-Fluoreszenzspektren der Probe mit α-helikalen Fasern des VW19 zeigten 

einen leichten Anstieg der Fluoreszenz mit einem Maximum um 600 nm im Vergleich zum 

ungefalteten Zustand. Jedoch muss diese leichte Emission von 15 % im Vergleich zum 

Fluoreszenzspektrum der amyloiden Aggregate relativiert werden, da mit einer Konzentration 

von 500 µM die 2,5fach größere Peptidkonzentration als in der Amyloid-Probe vorlag. Die 

hohe Konzentration war notwendig, um die Bildung von ausgedehnten α-helikalen Fasern zu 

 

Abbildung 100:  (A) Berechnete Nettoladung in Abhängigkeit von pH-Wert für das Modellpeptid 
VW19 und RR01. (B) ThT Fluoreszenz während der Aggregation von VW19 (Peptidkonzentration 
VW19 = 150 µM, in 10 mM Azetat-Puffer, 0,1% NaN3, pH 4,0, 10 µM ThT). 
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gewährleisten. Für das Modellpeptid RR01 konnten ähnliche Verhältnisse gezeigt werden, so 

dass man von einer Spezifität von NIAD-4 für amyloide Aggregate sprechen kann. Zur 

Prüfung der Anwendbarkeit von NIAD-4 für kinetische Untersuchungen wird NIAD-4 im 

Vergleich zu Thioflavin T auf die Aggregation des Modellpeptids RR01 angewendet, da hier 

beide Fluoreszenzfarbstoffe aufgrund der Bindung an amyloiden Aggregaten ein 

Fluoreszenzsignal zeigen. Der kinetische Verlauf mit Thioflavin T weist zumeist eine 

anfängliche Phase ohne Fibrillenwachstum auf (lag time), in der zunächst der Nukleus 

gebildet werden muss. Ist der Nukleus gebildet, beginnt die Wachstumsphase bzw. 

Elongationsphase, in welcher der größte Anteil des amyloidogenen Peptids zu Fibrillen 

aggregiert, was zu einem Anstieg des Fluoreszenzsignals führt. Daran schließt sich die 

Plateauphase an, in der kein weiteres Wachstum der Fibrillen mehr stattfindet und das 

Fluoreszenzsignal entsprechend stagniert. Insgesamt ergibt sich eine für das 

Fibrillenwachstum charakteristische sigmoidale Kurve. Dieser kinetische Verlauf wird auf 

einen nukleationsabhängigen Mechanismus zurückgeführt. Das Modellpeptid RR01 zeigt mit 

Thioflavin T diesen charakteristischen Verlauf. Für den Vergleich des kinetischen Verlaufs 

 

Abbildung 101:  Vergleichende spektroskopische Charakterisierung von VW19 und RR01 (A) CD-
Spektren von 200 µM von RR01 bei pH 7,4 nach 0  (----) und 24 h  (___). (B) ThT 
Fluoreszenzspektren von RR01 nach 0 (·−·−·) und 24 h (___)  und NIAD-4 nach 0 (······) und 24 h (---
-) (C) CD-Spektren von 200 µM von VW19 bei pH 4,0 nach 0  (----) und 72 h  (___). (D) ThT-
Fluoreszenzspektren von VW19 nach 0 (·−·−·) und 72 h (___)  und NIAD-4 nach 0 (······) und 72 h (--
--). Fluoreszenzspektren wurden normalisiert.  
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mit dem Fluoreszenzfarbstoff NIAD-4 wurden identische Präparationsprotokolle verwendet. 

Die vollständigen Emissionsspektren sind Abbildung 103 dargestellt. Zusätzlich wurde die 

konformationelle Änderung mit Hilfe von CD-Spektroskopie verfolgt (Abbildung 103, C). In 

Abbildung 103, D ist der kinetische Verlauf der Aggregation von RR01 in Gegenwart von 

ThT und NIAD-4 dargestellt. Die Anwesenheit von Nukleationskeimen, in Form von 

fragmentierten amyloide Fibrillen des RR01, führt in beiden Fällen zur vollständigen 

Reduktion der lag time. Für den Vergleich des kinetischen Verlaufs der NIAD-4 und ThT- 

Fluoreszenz sowie der Entwicklung der CD-Spektren wurden die Werte bei 485 nm für ThT, 

die Werte für die maximalen Intensitäten für NIAD-4 und die absoluten Werte der Elliptizität 

[Θ] bei 218 nm, wo sich das für β-Faltblattstrukturen charakteristische Minimum entwickelt, 

normalisiert, in Abhängigkeit der Zeit aufgetragen und mit folgender Gleichung gefittet, die 

bereits zur Beschreibung der Kinetik der Aggregation herangezogen wurde[568-570] (Abbildung 

103, E).  

 

 

Abbildung 102:  NIAD-4 Fluoreszenz in Gegenwart von α-helikalen Fasern. (A) CD-Spektren von 
50 µM (·····) und 200 µM (----) bei pH 4,0 und 500 µM (___) Peptidlösung von VW19 bei pH 7,4 nach 
72 h. (B) Normalisierte NIAD-4 (10µM) Fluoreszenzspektren von 50 µM (·····) und 200 µM (----) bei 
pH 4,0 und 500 µM (___) Peptidlösung von VW19 bei pH 7,4 nach 72 h. (C) CD-Spektren von 50 
µM (·····) und 200 µM (----) bei pH 7,4 und 500 µM (___) Peptidlösung von RR01 bei pH 4,0 nach 72 
h. (D) Normalisierte NIAD-4 (10µM) Fluoreszenzspektren von 50 µM (·····) und 200 µM (----) bei pH 
7,4 und 500 µM (___) Peptidlösung von RR01 bei pH 4,0 nach 72 h.  
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Das einfachste kinetische Modell beinhaltet die Zusammenlagerung von Monomeren, die 

Bildung eines kritischen  Nukleus und das fibrilläre Wachstum.[568-570] Die in Abbildung 104, 

E dargestellten Kurven wurden zuvor so normalisiert, dass sie bei a = 0 mit der lag time 

beginnen und die Plateauphase bei b = 1 erreichen. Die übrigen Parameter, d.h. 

Wachstumsrate kapp und lag time tlag stehen mit den Parametern des Fits t50 and τ  durch kapp = 

b/4τ und tlag = t50 – 2τ in Beziehung und beschreiben den Übergang. Es lassen sich nur 

geringe Unterschiede bezüglich des Beginns des Fibrillenwachstums und der Wachstumsrate 

feststellen.[556] Die Unterschiede zwischen dem kinetischen Verlauf von CD und ThT sind 

relativ klein und lassen sich vernachlässigen. Lediglich bezüglich des Beginns der 

Aggregation lassen sich deutlichere Unterschiede feststellen, wobei das CD Signal früher 

ansteigt, als das Signal der ThT Fluoreszenz. Dies ist ein unerwartetes Ergebnis, denn 

eigentlich sollten Veränderungen bezüglich der Konformation vor der Aggregation 

detektierbar sein. Möglicherweise werden in der frühen Phase Intermediate gebildet, 

 

die sich mit Hilfe der CD Spektroskopie nicht verlässlich nachweisen lassen. Der Unterschied 

zwischen den verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen ist größer. Diesen Unterschied zu 

erklären fällt relativ schwer, da der Bindungsmechanismus der Fluoreszenzfarbstoffe an 

amyloide Fibrillen relativ unbekannt ist.[556]  Möglicherweise gibt es zwischen dem neutralen 

Farbstoff NIAD-4 und dem amyloidogenen Peptid stärkere hydrophobe Wechselwirkungen, 

 

Abbildung 103:  Kinetische Untersuchung der Aggregation des Modellpeptids RR01. (A) (B) (C) 
(D) Kinetischer Verlauf der ThT (o) und NIAD-4 (●) Fluoreszenz der Aggregation von RR01 mit und 
ohne Nukleationskeime („seed“) (E) Normalisierter Verlauf der ThT (o) und NIAD-4 (●) 
Fluoreszenz. 
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die zusätzliche Bindingsstellen an der Fibrille ermöglichen. Ein möglicher „seeding“-Effekt 

kann ausgeschlossen werden, da in diesem Fall keine Nukleation für den Beginn der 

Aggregation notwendig wäre und somt keine lag-time zu beobachten wäre. Sowohl für 

NIAD-4 als auch ThT ließ sich die lag-time durch die Zugabe von zu „seeds“ präpartierten 

amyloiden Fibrillen eliminieren. Die Ergebnisse zeigen, dass NIAD-4 qualitativ in ähnlicher 

Weise verwendet werden kann wie ThT. Darauf folgend wurde der Fluoreszenzfarbstoff 

NIAD-4 auf das Modellpeptid VW19 angewendet, deren Fibrillen mit ThT bei pH 4 nicht 

nachgewiesen werden können (Abbildung 104). Unter Verwendung des gleichen 

Präparationsprotokolls wurde Fluoreszenspektren in Abhängigkeit von der Zeit 

aufgenommen. Der so erhaltene kinetische Verlauf der Aggregation ist ebenfalls sigmoidal, 

was auf einen nukleationsbhängigen Polymerisationprozess schließen lässt. Interessanterweise 

ließ sich bezüglich der zeitlichen Entwicklung der Fluoreszenzspektren eine Verschiebung 

des Maximums in Richtung kürzerer Wellenlängen  beobachten. Dieser Effekt konnte für das 

Modellpeptide RR01 bei neutralem pH-Wert nicht festgestellt werden. Möglicherweise lässt 

sich dieser Unterschied auf die unterschiedliche Morphologie der Fibrillen und entsprechend 

auf unterschiedliche Bindungstellen an der Fibrille zurückführen. Für letztendliche Klärung 

dieses Effekts sind noch weitere Studien notwendig.   

 

Abbildung 104:  Kinetische Charakterisierung der Aggregation von VW19. (A) NIAD-4-
Fluoreszenzspektren in Abhängigkeit bei verschiedenen Inkubationszeiten (10µM NIAD-4 in 10mM 
Azetat-Puffer pH 4,0). (B) Darstellung der Werte der maximalen Fluoreszenzintensitäten in 
Abhängigkeit von der Zeit. (C) CD-Spektren zu verschieden Inkubationszeiten zeigen den 
konformationellen Übergang von ungefaltet hin zu β-Faltblattstrukturen. (D) Vergleich des 
kinetischen Verlaufs der Fluoreszenzintensität und der Elliptizität [Θ] bei 218 nm.  
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Zusammenfassend lässt sich sagen, dass sich NIAD-4 im Prinzip in ähnlicher Weise auf 

unsere Modellpeptide anwenden lässt wie Thioflavin T. Bei der Charakterisierung von 

amyloiden Aggregaten mit einer hohen positiven Nettoladung hat die Anwendung von NIAD-

4 Vorteile gegenüber dem häufig genutzten ThT, da es keine Ladung trägt. Dies konnte am 

Modellpeptid VW19 bei azidem pH-Wert und einer entsprechenden Nettoladung von +6 

demonstriert werden. Dafür wurde das gleiche Protokoll wie bei RR01 verwendet. Abbildung 

104, A zeigt NIAD-4-Fluoreszenzspektren für die Aggregation VW19 zu verschiedenen 

Inkubationszeiten. Mit zunehmender Aggregationszeit ist ein Fluoreszenzsignal zwischen 520 

und 700 nm mit einem Maximum bei 580 nm feststellbar, wobei sich das Maximum der 

Spektren in Richtung kürzerer Wellenlängen mit ca. 17 nm verschiebt.[556] Für die Darstellung 

des kinetischen Verlaufs wurden die maximalen Werte für die NIAD-4-

Fluoreszenzintensitäten in Abhängigkeit von der Zeit in Abbildung 104, B dargestellt.
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11 Inhibition der Bildung amyloider Aggregate 
 
In diesem Kapitel werden die Untersuchungen zur Inhibition der Bildung amyloider 

Aggregate anhand von Modellpeptiden beschrieben. Die Ergebnisse werden im darauf 

folgenden Kapitel 12 diskutiert.  

11.1 Mischungssystem VW18 und VW01  
 
Zunächst wurde der Effekt des stabil α-helikalen Modellpeptids VW01 auf die 

Amyloidbildung des Modellpeptids VW18 mit einer α/β-Diskordanz mit Hilfe von CD-

Spektroskopie, ThT-Fluoreszenz und Elektronmikroskopie untersucht. Dazu wurde VW01 in 

verschiedenen molaren Verhältnissen zu VW18 untersucht. Bei einer konstanten 

Konzentration an VW18 von 100 µM wurden Lösungen mit den molaren Verhältnissen 

r[VW18/VW01] von 3, 2, und 1 untersucht.  

CD-Spektren zeigen für r[VW18/VW01] = 2 und 1 über die Inkubationszeit von 5 Tagen zwei 

klare Minima bei 208 und 222 nm, was auf eine stabile helikale Konformation deutet. Die 

Bildung einer β-Faltblattstruktur ist nicht zu beobachten. Jedoch lässt sich bei einem 

 

Abbildung 105:  Zeitabhängige Entwicklung der CD-Spektren von VW18 in Gegenwart 
verschiedener Mengen an VW01 bzw. VW01-ran. (A) r[VW18/VW01] = 1, (B) r[VW18/VW01] = 2, 
(C) r[VW18/VW01] = 3, (D) VW18 und VW01-ran in äquimolarer Mischung. (Peptidkonzentration 
VW18 = 100µM, in 10 mM Phosphat-Puffer, 0,1% NaN3, pH 7,4) 
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molaren Verhältnis von r[VW18/VW01] = 3, d.h. einem Überschuss an VW18, die Bildung 

einer β-Faltblattstruktur beobachten, angezeigt durch die Reduktion der Minima bei 208 und 

222 nm und der Entwicklung des Minimums bei 218 nm. Jedoch entwickelt sich dieses 

Minimum im Vergleich zum VW18 ohne VW01 zu einem deutlich späteren Zeitpunkt.  

In Gegenwart des Kontrollpeptids VW01-ran in äquimolarer Mischung konnte kein 

inhibitorischer Effekt beobachtet werden. Hier entwickelte sich das Minimum bei 218 nm im 

Vergleich zu VW18 in vergleichbarer Geschwindigkeit (Abbildung 105). 

Zur Überprüfung der inhibitorischen Wirkung von VW01 auf die Aggregation von VW18 

wurde ein ThT Fluoreszenz-Assay durchgeführt. Die Probe mit dem molaren Verhältnis 

r[VW18/VW01] = 1 zeigte keinerlei Fluoreszenz bei 485 nm, was auf eine nahezu 

vollständige Inhibition der Aggregation deutet. Im Vergleich zur Entwicklung der ThT-

Fluoreszenz von VW18 zeigte die Probe mit r[VW18/VW01] = 2 eine Reduktion der 

Fluoreszenz um ca. 95 % und die die Probe mit r[VW18/VW01] = 3 eine Reduktion der 

Fluoreszenz um ein Drittel. Im Gegensatz zu VW01 führt die Gegenwart von VW01-ran  in 

äquimolarer Mischung nur zu einer Verlangsamung der Aggregation, aber nicht zur 

Inhibition, was darauf hindeutet, dass die α-helikale Konformation und die spezifische 

Wechselwirkung im Rahmen der Coiled Coil-Struktur eine notwendige Voraussetzung für die 

inhibitorische Wirkung ist. Somit unterstützen die Daten der ThT-Fluoreszenz die CD-

spektroskopischen Untersuchungen.  

Der amyloide Aggregationsprozess lässt sich durch die Zugabe von Nukleationskeimen in 

Form von fragmentierten gealterten Fibrillen des VW18 beschleunigen. Sie wirken als 

Template und die Wachstumsphase, d.h. die Polymerisation zur Fibrille, kann ohne 

Zeitverzögerung (lag time) beginnen. Die inhibitorische Wirkung von VW01 ließ sich selbst 

 
Abbildung 106:  (A) ThT Fluoreszenz-Assay von VW18 in Gegenwart verschiedener Mengen an 
VW01 bzw. VW01-ran. (B) ThT Fluoreszenz-Assay von VW18 in Gegenwart von 
Nukleationskeimen („seed“) und VW01 in äquimolarer Mischung (Peptidkonzentration VW18 = 
100µM, in 10 mM Phosphat-Puffer, 0,1% NaN3, pH 7,4) 
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in Gegenwart von Nukleationskeimen nachweisen, was für eine sehr hohe Stabilität der 

gebildeten helikalen Oligomere spricht. Die als Templat wirkenden Nukleationskeime sind 

anscheinend nicht in der Lage, amyloidogene Sequenzen aus den helikalen Oligomeren für 

die amyloide Aggregation zu rekrutieren (Abbildung 106, B). Elektronenmikroskopische 

Aufnahmen der Proben von VW18 mit VW01 in äquimolarer Mischung im Vergleich zu 

VW18 ohne VW01 mit einer Inkubationszeit von 5 Tagen können die inhibitorische Wirkung, 

gezeigt mit spektroskopischen Methoden, weiter unterstützen. In Gegenwart von VW01 in 

äquimolarer Mischung lassen sich keine typischen amyloiden Fibrillen mehr finden. Es sind 

lediglich kleine Partikel nachweisbar.  

Obwohl zahlreiche Studien die Stabilität amyloider Aggregate herausstellen,[188, 233] gibt es 

Hinweise darauf, dass die Bildung amyloider Aggregate reversibel ist,[571, 572] was die 

Grundlage für die Suche nach Strategien bildet, die zur Auflösung amyloider Fibrillen führen 

können. Die zuvor beschrieben Ergebnisse motivierten schließlich, die Wirkung von VW01 

auf bereits gebildete, gealterte Fibrillen von VW18 zu untersuchen. Hierfür wurde eine 

VW18-Stammlösung so lange inkubiert, bis die maximale ThT-Fluoreszenzintensität erreicht 

wurde, was für das Ende der Bildung amyloider Aggregate spricht. Danach wurde die 

Stammlösung mit amyloiden Fibrillen des VW18 in drei unterschiedliche Proben geteilt. Eine 

Probe blieb unverändert und diente als Kontrolle. Die zweite und dritte Probe wurden jeweils 

durch VW01 und VW01-ran in einem Verhältnis von r[VW18/VW01-ran] = 0,2 ergänzt. Die 

Entwicklung der Fluoreszenzintensität wurde für die nächsten 7 Tage weiter verfolgt.  

Im Vergleich zur unbehandelten VW18-Probe führte die Zugabe von VW01 im Überschuss 

zu einer raschen Reduktion der Fluoreszenzintensität um etwa 60 %. Die Zugabe von VW01-

ran führte lediglich zu einer Reduktion der Fluoreszenzintensität um etwa 20 % (Abbildung  

 

Abbildung 107:  TEM-Aufnahmen von (A) VW18 und (B) VW18 in Gegenwart von VW01 in 
äquimolarer Mischung (Peptidkonzentration VW18 = 100µM, in 10 mM Phosphat-Puffer, 0,1% 
NaN3, pH 7,4, 1 % PTA). 
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108, A). TEM-Aufnahmen nach 8 Tagen Inkubationszeit der entsprechenden Proben zeigen, 

dass VW01 im Gegensatz zu VW01-ran die Menge der Fibrillen reduziert und deren 

Morphologie signifikant verändert. Anstatt der typisch verdrillten amyloiden Fibrillen wie in 

Abbildung 108, B sind kleinere Partikel, die mögliche VW18/VW01-Oligomere darstellen 

können, und „zerfranste“ Reste amyloider Fibrillen des VW18 zu erkennen. Im Gegensatz 

dazu zeigt die TEM-Aufnahme mit VW01-ran keine Veränderung der Morphologie der 

Fibrillen. Es sind neben den typischen amyloiden Fibrillen lediglich kleine Partikel 

detektierbar, die möglicherweise Oligomere des VW01-ran darstellen. Die TEM-Aufnahmen 

deuten auf eine starke Interaktion zwischen Fibrillen des VW18 und VW01. Die ThT-

Fluoreszenz spricht für eine quantitative Reduktion der Fibrillen von VW18 in Anwesenheit 

von VW01, was auf eine starke Interaktion zwischen beiden Peptiden zurückgeführt werden 

kann. Die leichte Reduzierung der ThT-Fluoreszenz in Anwesenheit von VW01-ran kann 

möglicherweise durch begrenzte Loslösung von ThT-Molekülen von der Fibrille durch 

VW01-ran erklärt werden. 

 

 
Abbildung 108:  Deaggregation von VW18 Fibrillen. (A) ThT-Fluoreszenz von VW18 allein (●), mit 
VW01 (○), und mit VW01-ran (●). TEM-Aufnahmen nach einer Inkubationszeit von 8 Tagen von 
VW18 allein (B) mit VW01 (C) und mit VW01-ran (D). (Peptidkonzentration VW18 = 100µM; 
r[18/01(-ran)] = 0,2; in 10 mM Phosphat-Puffer, 0,1% NaN3, pH 7,4, 1 % PTA) 
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Da die Oligomerisierung zwischen VW18 und VW01 entscheidend für die inhibitorische 

Wirkung und deren Interpretation ist, wurden die Ergebnisse der analytischen 

Ultrazentrifugation durch Experimente mit Hilfe der Größenaustauschchromatographie 

erweitert. Die Charakterisierung von VW18 und der Oligomere mit VW01 mit Hilfe der 

analytischen Ultrazentrifugation führt möglicherweise zu unbeabsichtigter amyloider 

Aggregation. Daher wurde die Charakterisierung der verschiedenen Oligomere mit Hilfe der 

Größenaustauschchromatographie im Vergleich mit AUZ gut charakterisierten 

Modellpeptiden VW01 und VW01-ran durchgeführt. Die Addition von Abz-Gly zu allen 

Proben der Größenaustauschchromatographie ermöglicht den besseren Vergleich aller 

Chromatogramme.  

Das Modellpeptid VW01, das mit Hilfe von AUZ-Experimenten als Trimer identifiziert 

wurde, wird mit einer Retentionszeit von 57 min deutlich früher eluiert als das monomere 

Modellpeptid VW01-ran mit einer Retentionszeit 64 min. Das frisch gelöste Modellpeptid 

VW18 im löslichen α-helikalen Faltungszustand wird dagegen 62 min und damit zwischen 

einem Trimer und einem Monomer eluiert, was für ein Coiled Coil-Dimer spricht. Da der 

wesentliche Unterschied zu VW01 in der Einführung von Valinresten in b, c und f Position 

besteht, muss die reduzierte Helizität und die Oligomerisierung darauf zurückgeführt werden. 

In der Literatur wird der Oligomerisierungsgrad hauptsächlich auf die Positionen der ersten 

und zweiten Erkennungsdomäne zurückgeführt. In einer kürzlich erschienen Studie zur 

Entwicklung eines Algorithmus zur Vorhersage der Oligomerisierungsgrades 

 

Abbildung 109:  (A) Sequenzprofil der Klassifikation des Beitrages jeder einzelnen Aminosäure zur 
Oligomerisierungstendenz für VW18 und VW01 kalkuliert mit Hilfe des Algorithmus PrOCoil (B) 
Summe des Beitrags der gesamten Sequenz zum Dimer bzw. Trimer.  
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wurde herausgestellt, dass auch die Aminosäuren in b, c und f Position einen Einfluss auf die 

Oligomerisierung zeigen. Eine Analyse der Primärstruktur beider Modellpeptide mit einem 

eigens für die Vorhersage von Oligomerisierungszuständen von Coiled Coil-Peptiden 

erstellten Algorithmus (PrOCoil, http://www.bioinf.jku.at/software/procoil/), zeigt den 

Unterschied (Abbildung 109).[573] Die Gewichtung einer trimeren Struktur ist im Fall von 

VW01 deutlich größer als im Fall von VW18, das wiederum eine größere Gewichtung für 

eine dimere Struktur zeigt.  

Die äquimolare Mischung von VW18 und VW01, die eine nahezu vollständige Inhibition der 

Bildung amyloider Fibrillen zeigte, als auch das Mischungsverhältnis r[VW18/VW01] = 2 

werden mit der gleichen Retentionszeit eluiert wie das VW01 Trimer. Daraus folgt, dass mit 

diesem Mischungsverhältnis ein trimerer Peptidkomplex gebildet wird. Die Mischung mit 

dem molaren Verhältnis r[VW18/VW01] = 3 führte zu zwei Fraktionen. Die größere Fraktion 

mit der gleichen Retentionszeit eluiert wie das VW01 Trimer und eine kleinere Fraktion mit 

der gleichen Retentionszeit wie VW18. Das Modellpeptid VW01 ist folglich in diesem 

Verhältnis nicht in der Lage, ein stabiles trimeres Oligomer mit der gesamten Menge an 

VW18 zu bilden. Die Ergebnisse unterstützen die zuvor beschrieben Daten zur Inhibition der 

Bildung amyloider Fibrillen und weisen stark auf die Bildung stabiler heteromere Coiled Coil 

Trimere zwischen VW18 und VW01 hin. Zusammen mit der Tatsache, dass VW01-ran 

keinerlei inhibitorische Wirkung zeigt, macht dies deutlich, dass die spezifischen 

Wechselwirkungen einer Coiled Coil-Struktur für die Bildung stabiler α-helikaler Trimere 

und daraus folgend zur Entfaltung der inhibitorischen Wirkung notwendig sind. 

 

 
Abbildung 110:  (A) Größenaustauschchromatographie von VW01, VW01-ran, VW18 und 
verschiedene Mischungen (siehe Legende). Zur Kalibrierung wurde Abz-Gly hinzugefügt. 
(Peptidkonzentration VW18 = 100µM,  in 10 mM Phosphat-Puffer, 0,1% NaN3, pH 7,4) (B) 
Kinetischer Verlauf des proteolytischen Abbaus von VW18 aus dem löslichen und aus dem 
amyloiden Zustand, von VW01 und der Mischung mit r[VW18/VW01] = 2 (Peptidkonzentration = 
100µM,  in 10 mM Phosphat-Puffer, 0,1% NaN3, pH 7,4, 37 °C).  
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Die Bildung von stabilen löslichen Oligomeren durch geeignete Liganden bzw. Inhibitoren ist 

eine Strategie der Inhibition. Man nimmt an, dass diese Oligomere durch vorhandene 

Degradationsmechanismen in vivo z.B. durch Proteasen abgebaut werden (siehe Abschnitt 6.3 

Inhibition der Aggregation amyloidogener Proteine und Peptide). Amyloide zeigen eine 

relative hohe Stabilität gegenüber Proteasen. Daher sollte weiterhin untersucht werden, ob die 

Bildung löslicher Oligomere zwischen VW18 und VW01 im Vergleich zu VW18 im 

amyloiden Zustand merklich zu einer besseren Degradation durch Proteasen beträgt. Hierfür 

wurde VW18 im löslichen α-helikalen sowie im amyloiden Zustand als auch VW01 und die 

Mischung mit r[VW18/VW01] = 2 auf die Stabilität gegenüber der Protease Trypsin getestet. 

Die Protease Trypsin bevorzugt basische Aminosäuren und spaltet die Peptidbindung C-

terminal an den Aminosäuren Lysin und Arginin und arbeitet bei neutralem pH-Wert. VW18 

als auch VW01 weisen jeweils sieben über die gesamte Primärstruktur verteilte Lysinreste 

auf. Somit ist die Protease Trypsin sehr gut für diese Experimente geeignet. Der Verlauf des 

proteolytischen Abbaus wurde mit Hilfe der HPLC verfolgt. Die zeitabhängigen Werte in 

Abbildung 110, B entsprechen hierbei der Menge des vollständigen Peptids mit der 

 
Abbildung 111:  HPLC-Chromatogramme bei 220 nm und unterschiedlichen Zeitpunkten der 
Degradation durch Trypsin von (A) VW18 im amyloiden Zustand, (B) VW18/VW01-Mischung 
r[VW18/VW01] = 2. (c), von VW01 und von (D) VW18 α-helikalem löslichen Zustand. 
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spezifischen Retentionszeit. Die Menge und Anzahl der Fragmente wurde nicht 

berücksichtigt. In Abbildung 110, B zeigt sich ein deutlicher Unterschied zwischen VW18 im 

amyloiden Zustand, das unter den Testbedingungen innerhalb von 120 min kaum abgebaut 

wurde, und VW18 im α-helikalen löslichen Zustand, das dagegen innerhalb von 10 min 

vollständig abgebaut wurde. VW01 und die Mischung mit r[VW18/VW01] = 2 werden 

innerhalb ca. 60 bzw. 120 min vollständig abgebaut. Diese Ergebnisse machen deutlich, dass 

der Komplex aus VW18 und dem Inhibitor VW01 eine geringere Stabilität gegenüber Trypsin 

hat als VW18 im amyloiden Faltungszustand.  

11.2 Mischungssystem VW19 und VW01  
 
Der Effekt des stabilen α-helikalen Modellpeptids VW01 wurde ebenfalls auf die amyloide 

Aggregation von VW19 untersucht. VW19 bildet im Gegensatz zu VW18 bei einem pH-Wert 

von 4,0 amyloide Fibrillen und die folgenden Studien wurden daher bei pH 4,0 durchgeführt. 

VW01 wurde in verschiedenen Verhältnissen zu Proben mit einer konstanten Konzentration 

von 150 µM VW19 hinzubegeben und mit CD-Spektroskopie, NIAD-4 basierter 

Fluoreszenzspektroskopie, elektronenmikroskopischen Methoden und Röntgen-

beugungsstudien untersucht. Die CD-Spektren zeigen gleich zu Beginn der Inkubationszeit im 

Unterschied zum Modellpeptid VW19 allein in Anwesenheit von VW01 in den Verhältnissen 

r[VW19/VW01], von 2, 1 und 0,5 Minima bei 208 und 222 nm, die typisch für eine α-

helikale Konformation sind. Dies spricht für eine kooperative Faltung eines Coiled Coil-

Heteromers aus VW01 und VW19, wobei das stabile α-helikale VW01 das ungefaltete VW19 

in eine α-helikale Konformation zwingt.  

CD-Spektren der Probe mit r[VW19/VW01]= 2 zeigen ausgehend von den zwei Minima der 

α-helikalen Struktur die Entwicklung eines einzigen Minimum bei 218 nm, was für die 

Bildung von β-Faltblattstrukturen spricht. CD-Spektren der Probe mit r[VW19/VW01]= 1 

und 0,5 zeigen eine konstante α-helikale Konformation über die gesamte Inkubationszeit von 

fünf Tagen und keine Bildung von β-Faltblattstrukturen. Das CD-Spektrum mit 

r[VW19/VW01]= 0,5 weist eine zeitabhängige Reduzierung des Minimums bei 208 nm 

relativ zum Minimum bei 222 nm auf und das Minimum bei 222 nm weist eine leichte 

Verschiebung gegen größere Wellenlängen auf. Diese Dynamik in α-helikalen CD-Spektren 

wurde bereits in anderen Arbeiten berichtet und der chiralen Streuung aufgrund der Bildung 

von fibrillären Aggregaten zugeschrieben.[557] Aufgrund der elektrostatischen Abstoßung 

zwischen dem positiv geladenen ThT-Molekül und dem Modellpeptid VW19 bei pH 4,0 und 

daraus folgender schlechter Bindung an amyloide Fibrillen des VW19 wurde der Effekt des 
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VW01 auf die Aggregation von VW19 mit Hilfe des Fluoreszenzfarbstoffs NIAD-4 

durchgeführt (siehe Kapitel 14.2.6.2 NIAD-4, 10.7 NIAD-4 Fluoreszenz bei helikalen Fasern 

und amyloiden Fibrillen).[556] Die NIAD-4-Fluoreszenzstudien zeigen eine konzentrations-

abhängige Inhibition der Aggregation des amyloidogenen Modellpeptids VW19 durch VW01. 

Die Abbildung 114 zeigt die zeitabhängige Entwicklung der Fluoreszenz in Gegenwart 

verschiedener Konzentrationen an VW01.  

Der kinetische Verlauf des Effekts von VW01 auf die Aggregation von VW19, d.h. der Wert 

für die maximale Fluoreszenzintensität in Abhängigkeit von der Zeit, ist in Abbildung 118 für 

einen Inkubationszeitraum von 150 h dargestellt. Er ist zu erkennen, dass die Aggregation von 

VW19 zu amyloide Fibrillen innerhalb von 60 h abgeschlossen ist. Im Vergleich dazu führt 

die Gegenwart von VW01 zu einer Reduktion der Fluoreszenz, für r[VW19/VW01] = 2 um 

ein Drittel und für r[VW19/VW01] = 1 um zwei Drittel und für r[VW19/VW01] = 0,5. 

Lediglich das Verhältnis von r[VW19/VW01] = 0,5 führte zu einer vollständigen Inhibition 

der Aggregation. Die Ergebnisse der Fluoreszenz-Studien stehen somit im Einklang mit den 

Ergebnissen der CD-Spektroskopie. Die Morphologie der Aggregate wurde zunächst mit 

 

Abbildung 112:  Zeitabhängige Entwicklung der CD-Spektren von VW19 in Gegenwart 
verschiedener Konzentration an VW01 (A) r[VW19/VW01] = 2, (B) r[VW19/VW01] = 1, (C) 
r[VW19/VW01] = 0,5. (Peptidkonzentration VW19 = 150µM, in 10 mM Azetat-Puffer, 0,1% NaN3, 
pH 4,0) 
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Hilfe der Elektronenmikroskopie untersucht. Kryo-TEM-Aufnahmen der bereits mit CD-

Spektroskopie und NIAD-Fluoreszenz untersuchten Proben zeigen eine starke Veränderung in 

der Morphologie. Wir bereits beschrieben, zeigt VW01 unter diesen Bedingungen oligomere 

Partikel und VW19 bildet amyloide Aggregate mit charakteristischer Morphologie. Die 

 
Abbildung 114:  Kinetik der Fibrillenbildung von VW19 in Abhängigkeit von verschiedenen 
Konzentrationen VW01. (Peptidkonzentration VW19 = 150µM, in 10 mM Azetat-Puffer, 0,1% NaN3, 
pH 4,0, 10 µM NIAD-4). 

Abbildung 113:  Zeitabhängige Entwicklung der NIAD-4 Fluoreszenz Spektren von (A) VW19, (B) 
r[VW19/VW01] = 2, (C) r[VW19/VW01] = 1, (D) r[VW19/VW01] = 0,5 (Peptidkonzentration VW19 = 
150µM, in 10 mM Azetat-Puffer, 0,1% NaN3, pH 4,0, 10 µM NIAD-4). 
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Mischungen aus VW01 und VW19 mit r = 0,05 zeigen dagegen faserartige Aggregate mit 

einer Länge von 50 bis 100 nm und einem Durchmesser von 2,6 ± 0.3 nm (Abbildung 115, 

A). Neben den faserartigen Aggregaten sind ebenfalls oligomere Partikel erkennbar, jedoch 

keine amyloiden Fibrillen. Die Mischung mit r[VW19/VW01] = 0,5 mit vollständiger 

Inhibierung in den NIAD-4-Fluoreszenzstudien zeigt dagegen ein dichtes, aber loses 

Netzwerk von scheinbar unendlich langen und gleichförmigen Fasern Abbildung 115, B). 

Eine Bündelung von Fasern, wie bereits berichtet wurde,[574] ist nicht zu erkennen. Auch in 

dieser Probe sind wenige oligomere Partikel erkennbar. Amyloide Fibrillen lassen sich jedoch 

nicht finden. Für die äquimolare Mischung aus VW19 und VW01 oder Proben mit einem 

Überschuss an VW19 sind dagegen neben den Fasern auch die typischen amyloiden Fibrillen 

erkennbar (Abbildung 115, C). Diese deutlichen Änderungen in der Morphologie sprechen für 

eine starke Wechselwirkung zwischen VW19 und VW01. Die Ergebnisse stehen dabei im 

Einklang mit den zuvor beschriebenen Untersuchungen, die für die Mischung mit 

r[VW19/VW01]  ≥ 1 die Bildung von amyloiden Fibrillen detektiert haben. 

 

Amyloide Fibrillen weisen eine hohe thermodynamische Stabilität, aber auch eine hohe 

Stabilität gegenüber Proteasen, Säuren und chemischen Denaturierungsmitteln auf.[188, 233] 

Kürzliche Studien konnten aber zeigen, dass die Bildung amyloider Aggregate reversibel 

ist[571, 572] und Inhibitionsstudien konnten zeigen, dass amyloide Fibrillen aufgelöst werden 

können (Siehe Kapitel 6 Eingriff in den Prozess der Bildung amyloider Aggregate).  

Auch im Mischungssystem VW18/VW01 ließ sich ein derartiger Effekt beobachten. Zur 

Untersuchung dieses Effekts im Mischungssystem VW19/VW01 wurde eine Stammlösung 

von VW19 mit NIAD-4-Fluoreszenzfarbstoff präpariert und für 140 Stunden inkubiert, d.h. 

bis zu dem Zeitpunkt, an dem sich die Intensität der Fluoreszenz nicht mehr ändert, was für 

das Ende der Fibrillenbildung spricht. Die Stammlösung wurde in drei Proben geteilt. Eine 

 
Abbildung 115:  Kryo-TEM-Aufnahmen verschiedener VW19/VW01 Mischungen. (A) r = 0.05; 
[VW19] = 50 µM, [VW01] = 1 mM . (B) r = 0.5; [VW19] = 150 µM, [VW01] = 300 µM. (C) r = 1; 
[VW19] = 150 µM, [VW01] = 150 µM; der Pfeil markiert eine amyloide Fibrille. (in 10 mM Azetat-
Puffer, 0,1% NaN3, pH 4,0). 
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Probe blieb unbehandelt. Der zweiten Probe wurde durch VW01 im Überschuss bis zu einem 

Verhältnis von r[VW19/VW01] = 0,2 ergänzt. Der dritten Probe wurde dieselbe Menge an 

VW01-ran hinzugefügt, der Variation der VW01-Primärsequenz ohne intakte Coiled Coil-

Erkennungsmotive. Schließlich wurden die drei Proben weitere 140 h mit Hilfe der NIAD-4-

Fluoreszenz beobachtet. Das Modellpeptid VW01 führt zu einer klaren Reduzierung der 

Intensität der NIAD-4 Fluoreszenz. Dies spricht für eine starke Reduzierung der Anzahl 

amyloider Aggregate, denn die Addition von der gleichen Menge an VW01-ran führte nur zu 

einer geringen Reduzierung der NIAD-4-Fluoreszenz. Daher kann ein bloßer Austausch von 

VW01 gegen den Fluoreszenzfarbstoff an der Oberfläche der Fibrille ausgeschlossen werden 

kann.[575] Zusätzlich wurden die Proben mit Hilfe von Kryo-TEM untersucht. Die Abbildung 

117 zeigt Proben der VW19/VW01 bzw. VW01-ran-Mischungen mit r[VW19/VW01] = 0,5 

und r[VW1919/VW01-ran] = 0,2. Die Probe mit VW01-ran zeigt nur typische amyloide 

Fibrillen des VW19 und steht damit im Einklang mit den Ergebnissen der Fluoreszenz-

Studien. Die Probe mit VW01 im Verhältnis r[VW19/VW01] = 0,5 zeigt neben den typischen 

amyloiden Fibrillen die schon bereits beschriebenen faserartigen Aggregate. Die Morphologie 

der faserartigen Aggregate unterscheidet sich nicht von denen, die mit frisch präpariertem, 

ungefalteten VW19 gebildet werden. Man kann sagen, dass diese Ergebnisse ebenfalls im 

Einklang mit den Fluoreszenzstudien stehen, obwohl es mit Hilfe von 

elektronenmikroskopischen Aufnahmen schwierig ist,  quantitative Aussagen zu treffen. Um 

mehr über mehr über die Stöchiometrie der Aggregate zu erfahren, wurden zusätzlich CD-

Spektroskopie, AUZ und Größenaustauschchromatografie angewendet. Eine Untersuchung 

von CD-Spektren bei unterschiedlichen Verhältnisse von VW19 und VW01 zeigt, dass die 

 

Abbildung 116:  NIAD-4 Fluoreszenz-Studie der Deaggregation amyloider Fibrillen durch VW01. 
Der Pfeil markiert die Zugabe von VW01 bzw. VW01-ran. (Peptidkonzentration VW19 = 150µM, in 
10 mM Azetat-Puffer, 0,1% NaN3, pH 4,0, 10 µM NIAD-4). 
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geringsten Werte für die Elliptizität Θ222nm, ein Maß für die Helizität, bei f[VW01] =  

[VW01]/([VW19]+[VW01]) ≈ 0.65 erreicht werden, was für ein stöchiometrisches Verhältnis 

von r[VW19/VW01] = 0,5 spricht (Abbildung 119). Da die Bestimmung des 

Oligomerisierungsgrades der 2:1 Mischung aus VW19 und VW01 mit Hilfe der AUZ 

möglicherweise ungewollt zur Aggregation führen kann, wurde im Beispiel der Mischung von 

VW18 und VW01 der Oligomerisierungsgrad über Größenaustausch-Chromatographie und 

der Vergleich mit dem über AUZ bestimmten Oligomerisierungsgrad von VW01 bestimmt. 

Auch in diesem Fall wurde Abz-Gly allen Proben hinzugefügt, was einen Vergleich 

ermöglichte. Die frisch präparierte Probe von VW19, d.h. die lösliche ungefaltete Form des 

VW19, wurde bei einer höheren Retentionszeit eluiert, als die Probe von VW01, für die AUZ 

die Bildung von Trimeren ergab. Dies deutet auf einen niedrigeren Oligomerisierungsgrad als 

der eines Trimers. Da frisch präpariertes VW19 ungefaltet vorliegt, ist es sehr wahrscheinlich, 

 

Abbildung 118:  Größenaustauschchromatographie von VW01, VW19 und einer Mischung mit 
r[VW19/VW01] = 0,5. Zur Kalibrierung wurde Abz-Gly hinzugefügt (Peptidkonzentration = 150µM,  
in 10 mM Azetat-Puffer, 0,1% NaN3, pH 4,0). Thermische Denaturierung von VW01 und der 
Mischung mit r[VW19/VW01] = 0,5 im Zustand löslicher Trimer und α-helikaler Fasern hinzugefügt 
(Peptidkonzentration = 150µM, 2,5 M GdnHCl, in 10 mM Azetat-Puffer, 0,1% NaN3, pH 4,0).    

 

Abbildung 117:  Kryo-TEM-Aufnahme der VW19/VW01 Mischungen mit (A) r[VW19/VW01] = 0,2 
und (B) r[19/01-ran] = 0,2. (in 10 mM Azetat-Puffer, 0,1% NaN3, pH 4,0). 
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dass ein Monomer vorliegt. Für die Mischung mit r[VW19/VW01] = 0,5 , die eine 

vollständige Inhibition der Bildung amyloider Aggregate zeigt, wurde nur in einer Fraktion 

bei der Retentionszeit des trimeren VW01 eluiert. Zusammenfassend lässt sich daher sagen, 

dass trimere Komplexe aus einem VW19-Molekül und einem VW01-Molekül gebildet 

werden. Zum Vergleich der Stabilität von VW01, als lösliches trimeres Coiled Coil, und der 

Mischung von VW19 und VW01 mit r[VW9/VW01] = 0,5 im frisch präparierten Zustand, 

d.h. ein lösliches trimeres Heteromer, und im Zustand α-helikaler Fasern, d. h. nach einer 

Inkubationszeit von einer Woche, wurden temperaturabhängige CD-Spektren aufgenommen. 

Über die Abnahme der Intensität bei 222 nm wurde die Denaturierung der helikalen 

Strukturen beobachtet (Abbildung 118, B). Es wird deutlich, dass VW01 stabiler ist als die 

2:1 Mischung aus VW01 und VW19, was möglicherweise auf eine nicht optimale Interaktion 

zwischen VW19 und VW01 hinweist. Darüber hinaus gibt es keinen wesentlichen 

Unterschied zwischen der 2:1 Mischung als lösliches Trimer und in Form von α-helikalen 

Fasern.     

Die verschiedenen Aggregate wurden ferner mit Hilfe von Röntgenbeugungsstudien (WAXS) 

charakterisiert. Neben der Mischung mit dem Verhältnis von r[VW19/VW01] = 0,5 wurden 

ebenfalls VW19 im amyloiden Zustand und VW01 zum Vergleich untersucht. Die 

entsprechenden konzentrierten Proben wurden über mehrere Wochen unter atmosphärischen 

Bedingungen im 1,5 mL Eppendorf getrocknet. Daher sind die Aggregate in den Proben nicht 

ausgerichtet und führen zu isotropischen zweidimensionalen WAXS Mustern, die als 

Grundlage für das in Abbildung 120 gezeigte eindimensionale Beugungsprofil azimutal 

gemittelt wurden. Zum eindimensionalen Beugungsprofil in Abbildung 120 wurde das 

 

Abbildung 119:  (A) CD-Spektren unterschiedlicher Verhältnisse der VW19/VW01 mit steigendem 
Anteil von VW01 von 0,1 bis 1,0. (B) Verlauf der molaren Elliptizität pro Aminosäurerest bei 222 
nm. (Peptidkonzentration 100µM, in 10 mM Azetat-Puffer, 0,1% NaN3, pH 4,0). 
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Beugungsprofil (grün) aus Abbildung 73 der Probe von VW19 mit ausgerichteten amyloiden 

Fibrillen als Referenz hinzugefügt. Es weist eine äquatoriale Reflexion (B1) von d = 2π/q ≈ 

10 Å auf, was dem Abstand lateraler Wechselwirkungen der β-Faltblattstrukturen über die 

Aminosäureseitenketten entspricht, eine scharfe Reflexion (B2) bei 4,7 Å, was dem Abstand 

der Wasserstoffbrücken zwischen den β-Faltblattstrukturen entspricht, und einer weiteren 

Reflexion (B3) bei 3,8 Å, die bereits bei amyloid-β-Kristalliten beobachtet wurde.[576, 577]   

Die drei isotropischen Proben, d.h. VW19 (schwarz), VW01 (blau) und die Mischung mit 

r[VW19/VW01] = 0,5 weisen verschiedene diffuse Reflexionen zwischen 0,5 and 0,8 Å-1 and 

eine Maximum bei 1.44 Å-1 und einige scharfe Reflexionen auf. Das Modellpeptid VW19 

(schwarz) zeigt die typischen Reflexionen amyloider Aggregate (B1, B2). Die dritte Reflexion 

B3 ist möglicherweise vom breiten Maximum um 1,44 Å-1 überlagert. Dieses breite Maximum 

ist in allen isotropischen Proben, jedoch nicht in der Probe mit ausgerichteten amyloiden 

Fibrillen des VW19 (grün) zu erkennen, so dass dies möglicherweise auf die spezifische 

Probenpräparation zurückgeführt werden kann. Das Modellpeptid VW01 (blau) zeigt eine 

scharfe Reflexion bei d = 5.08 Å (A1), die typisch für ein α-helikales Coiled Coil in dem 

Abstand zwischen den Windungen zugeschrieben werden kann.[553] Die Mischung mit 

r[VW19/VW01] = 0,5 (rot) zeigt eine „Schulter“ anstelle einer scharfen Reflexion an gleicher 

Position, was auf die Bildung α-helikaler Strukturen deutet. Die diffuse Reflexion zwischen q 

≈ 0.5 und 0.8 Å-1 lässt sich dem Abstand zwischen den α-Helices innerhalb einer Coiled Coil-

Struktur mit entsprechenden 8-12 Å zuschreiben. Beide helikalen Proben, d.h. VW01 und die 

 
Abbildung 120:  Azimutal gemittelte WAXS Streuungsprofile von VW19 (schwarz), VW01 (blau) 
und der gemischten Probe (rot) mit r[VW19/VW01] = 0,5. Als Referenz wurde das Streuungsprofil 
der ausgerichteten amyloiden Fibrillen von VW19 (grün) hinzugefügt. Das eingelassene Bild zeigt 
eine schematische Darstellung eines Bündels mit hexagonal gepackten trimeren Coiled-Coil-
Fasern mit der Gitterkonstanten a  (in 10 mM Azetat-Puffer, 0,1% NaN3, pH 4,0).  
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Mischung r[VW19/VW01] = 0,5, zeigen zusätzliche scharfe Reflexionen: H1, H2 und H3. 

Diese Reflexionen sprechen für eine zweidimensionale hexagonale Packung einzelner Coiled 

Coil-Fasern senkrecht zur Faserachse, da das Verhältnis der betreffenden Abstände sich als 

1/√1:1/√3:1/√4 ausdrücken lässt.[578, 579] Der Abstand von Zentrum zu Zentrum entspricht für 

das Modellpeptid VW01 einer Länge von 23,7 Å, wobei sich die Gitterkonstante a mit Hilfe 

der Reflexion q10 und die Gleichung a = 4π/√3(q10) berechnen lässt. Der entsprechende 

Abstand für die VW19/VW01-Mischung ist dabei mit 24,8 Å etwas größer. Unter der 

Annahme, dass sich die individuellen α-helikalen Fasern nur durch den Trocknungsvorgang 

zu dicht gepackten Bündeln zusammenlagern, können diese Werte als Durchmesser einer 

individuellen Faser betrachtet werden. Diese Werte stehen im Einklang mit dem Durchmesser 

einer typischen trimeren Coiled Coil-Superhelix, die durch Analyse von Kristallstrukturen 

bestimmt wurde.[580] Unter Beachtung der begrenzten Auflösung stehen diese Werte auch im 

Einklang mit der Bestimmung des Durchmessers durch die Elektronenmikroskopie. Die 

Bündelung individueller Fasern wurde in Kryo-TEM-Aufnahmen nicht beobachtet, so dass 

man annehmen kann, dass dies auf Konzentrierungseffekte bzw. auf den Trocknungsvorgang 

bei der TEM Probenpräparation zurückgeführt werden kann. Damit unterscheiden sich die α-

helikalen Fasern von denen, die zum Beispiel durch die Arbeitsgruppe von Woolfson 

untersucht worden sind.[579] Diese zeigen eine hohe Tendenz zur Bündelung, was jedoch im 

Design begründet liegt.  

11.3 Mischungssystem RR01 und VW01  
 
Das Modellpeptid RR01 bildet im Gegensatz zu VW19 amyloide Fibrillen bei neutralem pH-

Wert. Auch in diesem Fall wurde der Effekt von VW01 auf die Aggregation getestet. Dafür 

wurden Lösungen mit dem Modellpeptid RR01 mit einer konstanten Konzentration von 200 

µM ebenfalls mit verschieden Verhältnissen an VW01 versetzt und mit CD-Spektroskopie, 

Thioflavin T basierte Fluoreszenzspektroskopie und elektronenmikroskopischen Methoden 

untersucht.  

Die Ergebnisse der CD-Spektroskopie zeigen im Unterschied zum reinen RR01 für die 

Mischungen mit r[RR01/VW01] = 1, 0,5 und 0,3 zwei Minima bei 208 und 222 nm, die 

typisch für eine α-helikale Konformation sind. Alle drei Mischungsverhältnisse zeigen mit 

fortschreitender Inkubationszeit eine Reduzierung des Minimums bei 208 nm in Relation zum 

zweiten Minimum bei 222 nm, jedoch kein klares charakteristisches Spektrum für β-

Faltblattstrukturen mit einem Minimum bei 218 nm.  Die Thioflavin T-Fluoreszenzstudien 

zeigen einen konzentrationsabhängigen Effekt auf die Aggregation von RR01. Jedoch scheint 
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es mit VW01 in den Mischungen mit r[RR01/VW01] = 1 und 0,5 im beobachten Zeitraum nur 

zu einer Verlangsamung der Kinetik der Aggregation zu kommen. Die Probe r[RR01/VW01] 

= 0,33 zeigt nahezu vollständige Inhibition im Beobachtungszeitraum von 120 h. Jedoch 

zeigte eine Überprüfung der Fluoreszenzintensität nach zwei Wochen nur noch eine ca. 80%-

ige  Inhibition, was den Trend, d.h. eine Verlangsamung der Aggregation von RR01,  

bestätigt. Im Vergleich zur reinen RR01-Probe zeigen die TEM-Aufnahmen von RR01 in 

Gegenwart von VW01 nicht die typische Morphologie amyloider Aggregate von RR01. Die 

Bildung trichter- und bänderförmiger Aggregate kann nicht mehr festgestellt werden 

(Abbildung 50, B, C). Neben kleinen Partikeln sind jedoch selbst in der Mischung mit 

r[RR01/VW01] = ⅓ verdrillte fibrilläre Aggregate detektierbar, so dass man nicht von einer 

vollständigen Inhibition sprechen kann, wie die spektroskopischen Studien vermuten lassen. 

In sehr seltenen, aber nicht reproduzierbaren Fällen, ließen sich Fasern ähnlich dem 

Mischungssystem von VW01 und VW19 feststellen (Abbildung 50, B). Man muss daher zu 

dem Schluss kommen, dass VW01 bei den gewählten Untersuchungsbedingungen nicht in der 

Lage ist, die Aggregation von RR01 wie im Fall von VW18, durch Bildung von α-helikalen 

Abbildung 121:  Zeitabhängige Entwicklung der CD-Spektren von RR01 in Gegenwart 
verschiedener Konzentration an VW01(A) r[RR01/VW01] = 1, (B) r[RR01/VW01] = 0,5, (C) 
r[VW19/VW01] = 0,3. (Peptidkonzentration RR01 = 200µM, in 10 mM Phosphat-Puffer, 0,1% NaN3, 
pH 7,4) (D) Kinetik der Fibrillenbildung von RR01 in Abhängigkeit von verschiedenen Konzentration 
VW01. (Peptidkonzentration RR01 = 200µM, in 10 mM Phosphat-Puffer, 0,1% NaN3, pH 7,4; 10 
µM ThT). 
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löslichen Oligomeren oder im Fall von VW19 durch Bildung von α-helikalen Fasern, 

vollständig zu inhibieren. Eine Interaktion zwischen VW01 und RR01 kann aufgrund der 

spektroskopischen Daten und aufgrund der Tatsache, dass die Morphologie der amyloiden 

Fibrillen nicht mit dem reinen RR01 vergleichbar ist, nicht ausgeschlossen werden. Zudem 

zeigt VW01 mit 600 µM in der Mischung mit dem  Verhältnis r[RR01/VW01] = ⅓ nicht die 

Tendenz zur Bildung typischer α-helikaler Aggregate wie es laut der Charakterisierung von 

VW01 der Fall sein müsst, was für eine Interaktion mit RR01 spricht. Zusammenfassend 

gesagt, sind die Ergebnisse des Mischsystem RR01/VW01 nicht eindeutig, wie die zuvor 

beschriebenen Mischungssysteme. Die Aggregation des Modellpeptids RR01 ist selbst in 

einem dreifachen Überschuss an VW01 nicht vollständig zu inhibieren.  

 

 

 

 
Abbildung 122:  TEM Aufnahmen verschiedener RR01/VW01 Mischungen. (A) RR01 200 µM, (B) 
r[RR01/VW01] = 0,5; (C) r[RR01/VW01] = 0,5; (D) r[RR01/VW01] = ⅓. ([RR01] = 200 µM, in 10 
mM Phosphat-Puffer, 0,1% NaN3, pH 7,4). 
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11.4 Mischungssystem RR01 und FF03 
 
Inspiriert durch die Ergebnisse des Mischsystems VW19 und VW01 kam ich schließlich zur 

Überlegung, dass ein Coiled Coil-basiertes Peptid mit einer hohen Tendenz zu Bildung α-

helikaler Aggregate möglicherweise eine größere inhibitorische Wirkung entfalten kann. Zu 

diesem Zweck wurde das Peptid FF03 mit dem Ziel designt, eine höhere Tendenz zur Bildung 

von α-helikalen Aggregaten zu zeigen als VW01. Als Basis dient das Design von VW19, das 

bei neutralen pH-Wert α-helikale Fasern bildet.[516, 532, 581] Im Vergleich zur Primärstruktur 

von VW19 wurden für das Peptid FF03 die Valine in b, c, und f-Position durch die geladenen 

Aminosäuren Glutamat und Lysin ausgetauscht, so dass das Peptid keine Tendenz für 

β-Faltblatt-Konformation mehr aufweist und nicht mehr fähig ist, amyloide Fibrillen zu 

bilden. Die Ergebnisse der TANGO und AGADIR-Kalkulationen zeigen im Vergleich zu 

VW19 deutlich die Erhöhung der Tendenz zur Bildung α-helikaler Strukturen und das Fehlen 

einer amyloiden Kernsequenz (Abbildung 123, C).  Die CD-Spektren von 200 µM zeigen zu 

Beginn der Inkubationen die zwei charakteristischen Minima bei 208 und 222 nm, die typisch 

für eine α-helikale Konformation sind. In Abhängigkeit von der Zeit nimmt das Minimum bei 

208 nm relativ zum zweiten Minimum bei 222 nm ab. Die Entwicklung ist charakteristisch für 

CD-Spektren an α-helikalen Aggregaten und lässt sich auf Streuungseffekte zurückführen.[557]  

Die TEM-Aufnahmen von einer 200 µM FF03-Probe zeigen deutlich die Bildung von 

fadenartigen Aggregaten, die sich darüber hinaus zu Bündeln zusammenlagern. Die 

Bündelung ist ein klarer Unterschied zu der Morphologie der Fasern des Modellpeptids 

VW19 bei neutralem pH. An einigen Stellen ist eine sehr dichte, hochgeordnete Packung der 

Abbildung 123:  (A) Helical wheel – Darstellung, blaue Unterlegung entspricht einer überwiegend 
positiv-geladenen Lysin-Domäne und (B) Primärstruktur vom Modellpeptid FF03 (C) Ergebnis der 
Analyse der Primärsequenz von FF03 mit den Algorithmen TANGO und AGADIR bei pH 7.4 und 
Raumtemperatur.  
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Fasern zu erkennen. Im überwiegenden Teil sind die Fasern jedoch eher locker gebündelt und 

wachsen mitunter ineinander, so dass die dichte und hochgeordnete Packung auch auf 

Präparationseffekte zurückgeführt werden kann. Die Bündelung von Coiled Coil-basierten 

Fasern beruht auf nicht-kovalenten Wechselwirkungen zwischen den 

lösungsmittelexponierten Positionen b, c, und f.[582, 583] Die Positionen b, c und f sind 

überwiegend mit positiv geladenen Lysin- und negativ geladenen Glutamatresten besetzt, so 

dass man von elektrostatischen Wechselwirkungen ausgehen kann. Jedoch ist eine 

durchgängige hochgeordnete und dichte Packung vergleichbar zu den designten Coiled Coil-

basierten Fasern der Arbeitsgruppe D.N. Woolfson nicht zu erkennen.[579] Damit weist das 

Modellpeptid FF03 die geforderten Eigenschaften auf. Es zeigt eine erhöhte Tendenz zur 

Bildung α-helikaler Fasern. Der nächste Schritt bestand in der Untersuchung des 

inhibitorischen Potentials in Gegenwart des amyloidogenen Modellpeptids RR01. Die CD-

 
Abbildung 125:  (A) TEM-Aufnahme von FF03  (Peptidkonzentration = 200µM, 10 mM Phosphat-
Puffer, 0,1% (w/w) NaN3, pH 7,4; 0,1% PTA).  

 
Abbildung 124:  Zeitabhängige Entwicklung der CD Spektren von FF03 ([FF03] = 200 µM, 10 mM 
Phosphat-Puffer, 0,1% NaN3, pH 7,4)  
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Spektren für die Mischungen mit r[RR01/FF02] = 0,5 zeigen im Unterschied zum reinen 

RR01, das nativ ungeordnet vorliegt, zwei für eine α-helikale Konformation charakteristische 

Minima bei 208 und 222 nm. Das deutet stark auf die Überführung des nativ ungeordneten 

RR01 in eine α-helikale Struktur hin. Im Unterschied zum reinen FF03 ist das Minimum bei 

208 nm von Beginn der Inkubationszeit an relativ zum zweiten Minimum bei 222 nm 

reduziert, was für eine rasche Bildung α-helikaler Fasern spricht.[557] Die Ergebnisse des 

Thioflavin T-Assays der Mischungen mit r[RR01/FF02] = 0,5 zeigen im Vergleich zum 

reinen RR01 keinen charakteristischen Anstieg der Fluoreszenz bei 485 nm, was für eine 

vollständige Inhibition der Bildung amyloider Aggregate spricht. Kryo-TEM-Aufnahmen 

zeigen keine typischen amyloiden Fibrillen des Modellpeptids RR01. Es sind nur lange Fasern 

erkennbar, die sich zu eher lockeren Bündeln vereinen. Die Ergebnisse der CD-

 
Abbildung 127:  Kryo-TEM-Aufnahme von RR01/FF03 Mischung mit r[RR01/FF03] = 0,5 (RR01 
Peptidkonzentration = 200µM, in 10 mM Phosphat-Puffer, 0,1% (w/w) NaN3, pH 7,4).  

 

Abbildung 126:  (A) CD-Spektren und (B) ThT-Assay der Mischung mit r[RR01/FF03] = 0,5. (RR01 
Peptidkonzentration = 200µM, in 10 mM Phosphat-Puffer, 0,1% (w/w) NaN3, pH 7,4, 20 µM ThT).  
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Spektroskopie, des Thioflavin T-Assays und der Elektronenmikroskopie stehen im Einklang 

miteinander und sprechen für eine vollständige Inhibition der Bildung amyloider Fibrillen 

unter Ausbildung von α-helikalen Fasern.  

11.5 Mischungssystem αααα-AH und ββββ-AH-V  
 

Mit diesen Modellpeptiden sollte überprüft werden, ob das Inhibitionsprinzip der 

Stabilisierung der helikalen Konformation auf amyloidogene Peptide, die keine 

charakteristische Coiled Coil-Erkennungsdomänen aufweisen, übertragbar ist. Durch die 

Zugabe von 5 % HFIP, ein Lösungsmittel, dass die Ausbildung von α-helikalen Strukturen 

unterstützt, konnte die Bildung von β-Faltblatt-reichen amyloiden Fibrillen von β-AH-V unter 

Ausbildung einer α-helikalen Struktur angezeigt durch zwei charakteristische Minima bei 208 

und 222 nm inhibiert werden (Abbildung 128). Dieses Experiment zeigt, dass die 

Peptidsequenz von β-AH-V helikale Elemente aufweist, die sich durch entsprechende 

Liganden ansprechen lassen. Der Effekt des α-helikalen Modellpeptids α-AH auf den 

Aggregationsprozess von β-AH-V  wurde mit Hilfe von CD Spektroskopie, ThT Fluoreszenz 

und Elektronenmikroskopie bei neutralen pH-Wert untersucht. Die Probe von β-AH-V ohne 

Gegenwart α-AH zeigt im ThT-Assay eine rasche Aggregation ohne das Verstreichen einer 

Nukleationszeit zu Beginn des Aggregationsprozesses, wobei das Maximum des Fibrillen 

bereits nach 5 h erreicht wird.  Für eine äquimolare Mischung aus α-AH und β-AH-V ist ein 

klare inhibitorische Wirkung innerhalb einer Inkubationszeit von 24 h im ThT-Assay 

festzustellen (Abbildung 129). Die CD Spektren zeigen für die äquimolare Mischung einen zu 

den CD-Spektren von α-AH vergleichbaren Verlauf mit zwei Minama was für eine α-helikale 

Konformation spricht. Innerhalb des Beobachtungszeitraumes von 48 h ist lediglich eine 

 

Abbildung 128:  CD Spektren von β-AH-V bei 5 % HFIP (Peptidkonzentration = 100µM,10 mM 
Phosphat-Puffer pH 7,4, 0,1% NaN3, 5% HFIP).   
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leichte Reduzierung des Minimums bei 208 nm festzustellen (Abbildung 129, D). Zur 

weiteren Überprüfung der inhibitorischen Wirkung von α-AH auf die Aggregation von β-AH-

V wurde TEM Aufnahmen β-AH-V nach 48 h mit und ohne Gegenwart des Peptids α-AH 

gemacht. In Gegenwart von α-AH waren keine amyloide Fibrillen zu detektieren. Lediglich 

 
Abbildung 130:  (A) Amyloide Fibrillen des Peptids β-AH-V und (B) das Peptid β-AH-V in 
Gegenwart von α-AH nach einer Inkubationszeit von 48 h (Peptidkonzentration = 100µM,10 mM 
Phosphat-Puffer pH 7,4, 0,1% NaN3, 0,1% PTA). 

 

Abbildung 127:  Thioflavin-T Assay. Charakteristischer Anstieg der ThT- Fluoreszenz bei 485 nm 
aufgrund der Bindung des Farbstoffs an amyloiden Aggregaten von β-AH-V (A, C) ohne und in 
Gegenwart von α-AH (B, C). (D) CD Spektren für eine äquimolare Mischung von α-AH und β-AH-
V. (Peptidkonzentration = 100µM,10 mM Phosphat-Puffer pH 7,4, 0,1% NaN3).  
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kleinere Partikel konnten festgestellt werden, was insgesamt für eine Inhibition durch Bildung 

helikaler Oligomere spricht (Abbildung 130, B).    

11.6 Mischungssystem Pseudopeptid PP1 mit VW18 und RR01  
 

Wie bereits im Kapitel 6 Eingriff in den Prozess der Bildung amyloider Aggregate 

beschrieben, sind eine Reihe peptidbasierter und nicht-peptidbasierter Inhibitoren zur 

Inhibition der amyloiden Aggregation entwickelt worden. Ein Großteil der peptidbasierten 

Inhibitoren nimmt amyloidogene Kernsequenzen als Ausgangspunkt, die zur Optimierung 

ihrer Eigenschaften modifiziert werden. Zu diesen Modifizierungen gehört z.B. die 

Einführung von N-methylierten Aminosäuren, Ester-Bindungen oder auch die Einführung der 

Aminosäure Prolin als Sekundärstrukturbrecher. In der Arbeitsgruppe von Prof. Stefan Hecht 

(HU Berlin) designte und synthetisierte man eine neue Klasse von Pseudopeptiden auf der 

Basis von Bis-(Thioharnstoff)hydraziden.[584] Diese Verbindungen wurden im Wesentlichen 

nach folgenden Designprinzipien entwickelt: Sie sollten ähnlich wie peptidbasierte 

Verbindungen mit N-methylierten Aminosäuren die Ausbildung von 

Wasserstoffbrückenbindungen blockieren, die Aggregation von β-Faltblattstrukturen 

unterbinden und die Tendenz zur Aggregation des Inhibitors selbst herabsetzen.[584] Diese 

Eigenschaft wird durch die Verwendung von Thioharnstoff-Komponenten verstärkt, da dieser 

Schwefel statt des Carbonyl-Sauerstoffs einer normalen Peptidbindung als deutlich 

schwächeren Wasserstoffbrückenbindungspartner anbietet.[584] Die Einführung der 

Abbildung 131:  Inhibition der amyloiden Aggregation durch einen multivalenten Inhibitor, 
basierend auf Bis(Thioharnstoff)hydraziden (verändert nach Lit.[584]). Chemische Struktur des hier 
untersuchten Di-Thioharnstoff-hydrazids mit PEG-Einheiten an den Termini zur Steigerung der 
Löslichkeit in Wasser, die im Rahmen dieser Arbeit als Pseudopeptid 1 (PP1) bezeichnet wird.  
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Thioharnstoff-Komponenten führt jedoch auf der anderen Seite zu einer erhöhten Tendenz zur 

Ausbildung von Wasserstoffbrückenbindungen, da im Vergleich zur normalen Peptidbindung 

die zwei Amidprotonen des Thio-Harnstoffs deutlich azider sind.[584] Die Harnstoff-

Komponenten sind über eine Hydrazid verbunden, dass die Verwendung von Aminosäuren-

Synthesebausteine zur Modifizierung der gesamten Verbindungen erleichtert. Das Konzept 

der Inhibition um das hier untersuchte Pseudopeptid ist in Abbildung 131 dargestellt. Die 

chemische Struktur des untersuchten Pseudopeptids 1 (PP1) entspricht einem Peptid aus drei 

Aminosäuren mit Alaninseitenketten an den drei Stereozentren jeweils in S-Konformation. An 

den Termini befinden sich polare Triethylenglycol-Ketten zur Steigerung der Löslichkeit in 

wässrigen Lösungen.  

CD-Spektren von PP1 bei neutralem pH-Wert zeigen ein Maximum um 220 nm. Die 

Konformation ändert sich nicht mit höheren Konzentrationen und nicht mit der Länge der 

Inkubationszeit (Abbildung 132, Supportings von Lit. [584]). Die Wirkung des Pseudopeptids 

in Gegenwart des Modellpeptids VW18 und des Modellpeptids RR01 wurde bei neutralem 

pH-Wert getestet. Beide Modellpeptide bilden bei neutralem pH-Wert amyloide Fibrillen, 

zeigen jedoch mit einer α-Helix bzw. ungefalteten Struktur verschiedene Ausgangs-

konformationen. Die Untersuchung des Inhibitionspotentials von PP1 auf die Aggregation 

von VW18 und RR01 wurde mit Hilfe der CD-Spektroskopie und Thioflavin T Fluoreszenz-

Studien sowie Elektronenmikroskopie durchgeführt. Die CD-Spektren von VW18 in 

Abhängigkeit von verschiedenen Inkubationszeiten in der Mischung PP1 im r[VW18/PP1] = 

0,5 und  r[VW18/PP1] = ⅓ zeigen trotz der Anwesenheit von PP1 die von VW18 bekannte 

Änderung der Konformation von α-Helix zu β-Faltblatt. ThT Fluoreszenz-Studien wurden 

 

Abbildung 132:  (A) CD-Spektren von verschiedenen Konzentrationen an Pseudopeptid 1 (B) CD-
Spektren von 100 µM PP1, gemessen zu unterschiedlichen Zeitpunkten (10mM Phosphat-Puffer, 
pH 7,4, 0,1% NaN3). 
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mit einer Mischung mit r[VW18/PP1] = 1 und mit r[VW18/PP1] = 0,5 durchgeführt. Die 

Anwesenheit von PP1 führt zum einen zu einer Verlangsamung der Kinetik und zum anderen 

zu einer konzentrationsabhängigen Reduzierung der maximalen Fluoreszenzintensität, jedoch 

nur in einem geringen Ausmaß. Die Mischung r[VW18/PP1] = 0,5 mit dem höchsten hier 

unersuchten Anteil an PP1 zeigte nur eine Reduktion um ca. 20%.  Die Daten des Thioflavin 

T-Assays stehen somit im Einklang mit der CD-Spektroskopie. Die Daten der Spektroskopie 

wurden im Fall im von VW18 durch elektronenmikroskopische Studien ergänzt. Die 

Abbildung 134, A zeigt eine Kryo-TEM-Aufnahme der 500 µM PP1 in 10 mM Phosphat-

Puffer. Es sind kleinere Partikel mit einem Durchmesser von 2,6 ± 0,8 nm zu erkennen, was 

möglicherweise auf die Bildung von Mizellen schließen lässt. Die Abbildung 134, B zeigt 

eine TEM-Aufnahme der Mischung r[VW18/PP1] = 2. Es sind die typischen verdrillten 

amyloiden Fibrillen des VW18 erkennbar. Eine Veränderung der Morphologie durch PP1 ist 

nicht nachweisbar. Darüber hinaus sind vereinzelte helle Partikel erkennbar, die mit den 

Partikeln in der Kryo-TEM-Aufnahme der reinen PP1-Probe vergleichbar sind und daher 

möglicherweise die PP1 Mizellen oder auch Mischaggregate mit VW18 darstellen. Die 

Partikel sind im Unterschied zur Kryo-TEM-Aufnahme hell aufgrund der Kontrastumkehr 

 
Abbildung 133:  CD-Spektren von VW18 in Gegenwart von PP1 (A) r[VW18/PP1] = 0,5  (B)  
r[VW18/PP1] = ⅓ (C) Kinetische Fibrillenbildung von VW18 im ThT-Assay in Abhängigkeit von 
verschiedenen Konzentrationen PP1 (VW18 Peptidkonzentration 100µM, 10mM Phosphat-Puffer, 
pH 7,4, 0,1% NaN3).   
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gegenüber der TEM-Aufnahme. Die Abbildung 134, C zeigt eine TEM-Aufnahme der 

Mischung r[VW18/PP1] = 0,5. Es ist eine höhere Menge an Partikeln deutlich erkennbar, was 

sich auf die höhere Konzentration von PP1 zurückführen lässt. Jedoch ist die Morphologie der 

amyloiden Fibrillen von VW18 in keiner Weise verändert. Die Abbildung 134, D zeigt eine 

Kryo-TEM-Aufnahme der Mischung r[VW18/PP1] = 0,5 Fibrillen von VW18 mit der TEM-

Aufnahme vergleichbaren Morphologie. Damit stehen die elektronischenmikroskopischen 

Studien im Einklang mit den Ergebnissen der Spektroskopie Im Vergleich zu VW18 ohne 

PP1 scheint das Pseudopeptid lediglich die konformationelle Änderung zu verzögern, wobei 

die Mischung mit r[VW18/PP1] = ⅓ die konformationelle Änderung später durchläuft als die 

Mischung mit r[VW18/PP1] = 0,5.  

Die Anwendung von PP1 auf RR01 führte ebenfalls nicht zur Inhibition der amyloiden 

Aggregation. Wie die CD-Spektren und der ThT-Assay zeigen, ist PP1 nicht in der Lage, die 

Bildung von β-Faltblattstrukturen und amyloiden Aggregaten zu verhindern. Die CD-

 

Abbildung 134:  (A) Kryo-TEM-Aufnahme von Pseudopeptid 1 [500µM], (B) TEM-Aufnahme einer 
VW18/PP1 Mischung mit r[VW18/PP1] = 2 (C) TEM-Aufnahme einer VW18/PP1 Mischung mit 
r[VW18/PP1] = 0,5 (D) Kryo-TEM-Aufnahme der Mischung mit r[VW18/PP1] = 0,5 ((VW18 
Peptidkonzentration 100 µM in 10 mM Phosphat-Puffer, 0,1% NaN3, pH 7,4). 
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Spektren mit r[RR01/PP1] = ⅓ und 0,5 zeigen eine konformationelle Änderung von 

ungefaltet mit einem Minimum bei ca. 200 nm zu β-Faltblattstrukturen mit einem 

charakteristischen Minimum bei 218 nm. Doch im Vergleich zu RR01 ohne PP1 verläuft 

diese konformationelle Änderung langsamer, denn das Minimum bei 218 nm wird in der 

Mischung mit r[RR01/PP1] = ⅓ zwischen 48 und 72 h erreicht. Der Thioflavin T-Assay mit 

der Mischung r[RR01/PP1] = ⅓ und 0,5 im Vergleich zu RR01 ohne PP1 zeigt ebenfalls 

einen konzentrationsabhängigen verlangsamten kinetischen Verlauf der Aggregation und 

geringere Reduktion der Fluoreszenzintensität. Jedoch führen selbst 3 eq. PP1 nicht zu einer 

überzeugenden Inhibition der Aggregation.  

11.7 Einführung des amyloidogenen Modellpeptids VW1 8 in eine zelluläre 
Umgebung  

 

Synthetische Peptide ermöglichen das rationale Design von effizienten Inhibitoren und 

eröffnen Wege molekulare Wechselwirkungen zu beeinflussen. Jedoch besitzen Peptide im 

Allgemeinen nur eine geringe Fähigkeit die Zellmembran zu überwinden und in eine Zelle 

einzudringen. Darüber hinaus zeigen sie eine geringe metabolische Stabilität gegenüber 

Proteasen. Die Kombination aus einer peptidbasierten Komponente mit einem Polymer kann 

 
Abbildung 135:  CD-Spektren von RR01 in Gegenwart von PP1 (A) r[RR01/PP1] = ⅓  (B)  
r[RR01/PP1] = 0,5  (C) Kinetische Fibrillenbildung von RR01 im ThT-Assay in Abhängigkeit von 
verschiedenen Konzentrationen PP1 (RR01 Peptidkonzentration 100µM, 10mM Phosphat-Puffer, 
pH 7,4, 0,1% NaN3).   
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helfen diese Nachteile zu überwinden, wie es bereits in vergangenen Studien gezeigt werden 

konnte.[585, 586]  

In einer Kooperation mit M.Sc. Katharina Koschek (FMP) aus der Arbeitsgruppe von Prof. 

Jörg Rademann (FMP, Universität Leipzig) wurden diese Prinzipien auf die Inhibition der 

amyloiden Aggregation innerhalb einer zellulären Umgebung angewandt. Dazu wurde das 

System aus dem amyloidogenen Peptid VW18 und dem helikalen Inhibitor VW01 gewählt. 

Beide Peptide sollen in eine zelluläre Umgebung eingeführt werden, um sowohl die 

Auswirkung der amyloiden Aggregation des Modellpeptids VW18 als auch die Inhibition der 

Aggregation durch VW01 innerhalb einer zellulären Umgebung zu untersuchen. Das 

Modellpeptid VW18 aggregiert bei physiologischem pH-Wert und die Aggregation lässt sich 

in der Mischung mit VW01 gut inhibieren (siehe Kapitel 11.1 Mischungssystem VW18 und 

VW01). Das von M. Sc. Katharina Koschek entwickelte Konzept zur Einführung 

amyloidogener Modellpeptide in eine zelluläre Umgebung ist in Abbildung  136 dargestellt. 

Das Modellpeptid VW18 muss dazu chemisch modifiziert werden. Anstatt der UV-aktiven 

chromophoren Gruppe Abz wurde N-terminal die fluoreszenzaktive Verbindung [5-(und-6)-

Carboxytetramethylrhodamin] über einen Aminohexyl-Linker kovalent an VW18 gebunden. 

Dies ermöglicht die Beobachtung des Peptids innerhalb der zellulären Umgebung mit Hilfe 

der Lifte-Time-Mikroskopie. Die Aufnahme der Peptide in die Zellen wird durch die 

Konjugation mit einem Polymer gewährleistet. Dieses Polymer ist über ein lichtsensitives 

Cumarin-Derivat an das Modellpeptid kovalent gebunden (Abbildung 137). Das gebundene 

Polymer soll zum einen die Aggregation von VW18 verhindern und außerdem die Aufnahme 

 

Abbildung 136:  Schematische Darstellung des Konzepts der Einführung amyloidogener 
Modellpeptide in eine zelluläre Umgebung.  
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durch die Zellen vermitteln. Innerhalb der Zellen kann durch die Einwirkung von Licht und 

der daraus folgenden Zerstörung des Cumarin-Derivats das Peptid vom Polymer getrennt 

werden, wodurch die Aggregation von VW18 innerhalb der Zelle ausgelöst werden soll.  

Das Peptid VW18 wurde zunächst mit Hilfe der Festphasen-Synthese synthetisiert. Für die 

Aminosäuren Lysin an Position 9 bzw. 16 wurde Mtt-geschütztes Lysin verwendet. Diese 

Schutzgruppe lässt sich unter leicht sauren Bedingungen selektiv abspalten, so dass das von 

 

Abbildung 138:  Kupplung des Polymers an TAMRA-VW18-BHC-Cys durch native chemische 
Ligation (Lit.[587]).  

 

Abbildung 137:  Variationen des Modellpeptids VW18 mit cysteinyliertem Cumarin-Derivat in der 
Seitenkette von Lysin an der Position 9 oder 16. 
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M.Sc. Katharina Koschek synthetisierte Cumarin-Derivat mit der Cysteinfunktion zu den in 

Abbildung 137 gezeigten Produkten an VW18-TAMRA gekuppelt werden konnte. Diese 

Positionen wurden ausgewählt, da sie wahrscheinlich in der Nähe bzw. Teil des amyloiden 

Kerns sind, so dass eine Modifizierung an dieser Stelle sehr wahrscheinlich die Aggregation 

von VW18 verhindert. Anschließend wurde das modifizierte VW18 vollständig von der festen 

Phase abgespalten und mit Hilfe der nativen chemischen Ligation von M.Sc. Katharina 

Koschek an das Polymer gekuppelt (Abbildung 138).    

Zunächst wurde mit Hilfe von in vitro Experimenten gezeigt, dass das Peptid VW18 mit der 

über einen Aminohexyl-Linker gekuppelten fluoreszenzaktiven Verbindung TAMRA im 

Vergleich zu VW18 mit UV-aktiven Abz-Gruppe am N-Terminus immer noch amyloide 

Aggregate bildet. Die CD Spektren zeigen einen konformationellen Wechsel von einer α-

helikalen Struktur, angezeigt durch zwei charakteristische Minima bei 208 und 222 nm, hin zu 

einer β-Faltblattstruktur mit einem charakteristischen Minimum bei 218 nm innerhalb von 12 

Stunden. Dies steht im Einklang mit den CD Spektren von VW18 mit UV-aktiven Abz-

Gruppe (siehe 10.3 Coiled Coil-basiertes Modellpeptid VW18). In der TEM-Aufnahme nach 

24 Stunden Inkubationszeit lassen sich Aggregate nachweisen, deren Morphologie sich jedoch 

von VW18 mit der UV-aktiven Gruppe Abz unterscheidet (siehe 10.3 Coiled Coil-basiertes 

Modellpeptid VW18).  

Der Nachweis von amyloiden Aggregaten mit Hilfe der Fluoreszenzspektroskopie und dem 

Fluoreszenzfarbstoff Thioflavin T ist nicht gelungen. Die Anregung bei 450 nm führt hier 

nicht zu einem charakteristischen Emissionsmaximum bei 485 nm wie beim ursprünglichen 

VW18 (Abbildung 140). Die Anregung bei 546 nm führt dagegen zu einer für TAMRA 

 

Abbildung 139: (A) CD Spektren TAMRA-VW18 zu unterschiedlichen Inkubationszeiten (B) TEM-
Aufnahme TAMRA-VW18 in aggregierten Zustand nach 24 h  (TAMRA-VW18 Peptidkonzentration 
100µM, 10mM Phosphat-Puffer, pH 7,4, 0,1% NaN3) 
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charakteristischen Emission um 600 nm. Die Anregung bei 450 nm (ThT) führte in diesem 

Bereich ebenfalls zu einem kleinen Maximum um 600 nm, so dass man schlussfolgern kann, 

dass durch die Anregung bei 450 nm die TAMRA-Gruppe angeregt wird und nicht das 

Thioflavin T (Abbildung 140).  

Des Weiteren wurde CD-Spektroskopie mit TAMRA-VW18(K9)-BHC mit dem an der 

Lysinposition gebundenen Cumarin-Derivat durchgeführt. Dazu wurde eine Stammlösung 

von TAMRA-VW18(K9)-BHC in Phosphat-Puffer geteilt und einmal im unbelichteten 

Zustand und nach einer Belichtungszeit von 30 min bei 312 nm mit Hilfe der CD-

Spektroskopie untersucht (Abbildung 141). CD Spektren von TAMRA-VW18(K9)-BHC im 

unbelichteten Zustand zeigt eine α-helikale Konformation mit zwei charakteristischen 

Minima bei 208 und 222 nm. Es ist durchaus bemerkenswert, dass trotz der Modifikation das 

Konjugat TAMRA-VW18-BHC wie das ursprüngliche VW18 eine α-helikale Konformation 

annimmt. Ein konformationeller Wechsel von einer helikalen Struktur zu einer β-

Faltblattstruktur, wie es für das unmodifizierte VW18 der Fall ist konnte nicht nachgewiesen 

werden. Im Gegensatz dazu zeigte das durch die Belichtung von TAMRA-VW18(K9)-BHC 

zu TAMRA-VW18 veränderte Peptid eine konformationelle Änderung von der α-helikale 

Konformation mit zwei charakteristischen Minima bei 208 und 222 nm nach 48 Stunden zu 

einem Spektrum mit einem Minimum bei ca. 224 nm, was auf eine β−Faltblattstruktur deutet, 

wobei das Minimum im CD Spektrum von der charakteristischen Wellenlänge bei 218 nm in 

Richtung höherer Wellenlänge verschoben ist. Dies kann möglicherweise auf die 

 

Abbildung 140:  Fluoreszenzspektren von TAMRA-VW18 jeweils für die Anregung bei 450 nm, die 
Wellenlänge für die Anregung von Thioflavin T, und für die Anregung  bei 546 nm, die Wellenlänge 
für die Anregung von TAMRA (TAMRA-VW18 Peptidkonzentration 100µM, 10mM Phosphat-Puffer, 
pH 7,4, 0,1% NaN3, 20 µM ThT) 
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Anwesenheit des Polymers und der restlichen Komponenten zurückgeführt werden. 

Elektronenmikroskopische Studien mit dem gleichen experimentellen Ansatz stehen noch aus. 

Mit diesen ersten Experimenten konnte die Durchführbarkeit des Konzepts der kontrollierten 

Aggregation bestätigt werden. Erste kinetische Untersuchungen zur Aufnahme von 

VW18(K9)-BHC-Cys-Polymer in SH-SY5Y Zellen (Neuroblastom) wurden mit Hilfe der 

Screening Unit am FMP von M. Sc. Katharina Koschek durchgeführt und konnten zunächst 

einmal zeigen, dass VW18(K9)-BHC-Cys-Polymer in die Zellen aufgenommen wird. Weitere 

Studien werden in Zusammenarbeit mit der Mikroskopie-Abteilung des Max-Delbrück-

Zentrums durchgeführt. Ziel ist es zunächst mit Hilfe der Life-Time-Mikroskopie die 

Auswirkung der amyloiden Aggregation des Modellpeptids VW18 auf die Zelle zu 

untersuchen, d.h. z.B. den Zusammenhang zwischen Toxizität und Aggregation. Im darauf 

folgenden Schritt soll das Zweipeptid-System bestehend aus VW18 und VW01 in die Zelle 

eingeführt werden, um Fragestellung der Inhibition der amyloiden Aggregation durch ein 

helikales Peptid innerhalb einer zellulären Umgebung zu untersuchen. Dazu gehören z.B. 

kinetische Untersuchungen zur Aufnahme durch die Zelle, zur metabolischen Stabilität und 

zur inhibitorischen Wirkung innerhalb der Zelle.  

 

 

 

 
Abbildung 141:  CD Spektren nach 0.5 und 48 h von TAMRA-VW18(K9)-BHC (A) ohne Belichtung 
(B) nach 30 min Belichtung bei 312 nm zur Loslösung des Polymers (TAMRA-VW18-BHC 
Peptidkonzentration 50µM, 10mM Phosphat-Puffer, pH 7,4, 0,1% NaN3). 
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12 Diskussion 

12.1 Diskussion der Inhibition durch Stabilisierung  der αααα-helikalen 
Konformation 

 
Bei einigen amyloidogenen Proteinen und Peptide spielen helikale Intermediate eine 

entscheidende Rolle in der Aggregation zu amyloiden Fibrillen. Man nimmt an, dass die 

Helix-vermittelte Assoziation zu einer hohen lokalen Konzentration die amyloidogenen 

Kernsequenzen führt, was die Bildung von β-Faltblatt-reichen amyloiden Fibrillen ermöglicht 

und beschleunigt (5.1 Die Bedeutung α−helikaler Intermediate). Darüber hinaus zeigen einige 

natürliche amyloidogene Proteine und Peptide bereits in ihrer nativen Struktur α-helikale 

Konformation. Der entscheidende Schritt zur Bildung amyloider Aggregate ist daher die 

konformationelle Änderung von der α-Helix zur β-Faltblattstruktur. Der wesentliche 

Unterschied zwischen beiden Konformationen besteht darin, dass α-helikale Struktur durch 

intramolekulare Wasserstoffbrückenbindungen und β-Faltblattstrukturen durch 

intermolekulare Wasserstoffbrückenbindungen gekennzeichnet sind.[588] Hydrophobe und 

elektrostatische Wechselwirkungen sind sowohl in α-helikalen als auch β-Faltblattstrukturen 

zu finden.[588] Die konformationelle Änderung von einem α-helikalen Coiled Coil-Trimer zu 

einem β-Faltblatt-Trimer wurde erst kürzlich mit Hilfe von MD-Simulationen untersucht, 

wobei zwei verschiedene Prozesswege identifiziert werden konnten: (I) Eine interne 

Änderung der Konformation von α-Helix zur β-Faltblattstruktur und (II) ein Prozessweg, der 

die Dissoziation zu Monomeren und darauf folgend zur strukturellen Änderung und 

Assemblierung in ein β-Faltblatt-Trimer führt.[544] Eine ebenfalls auf MD-Simulationen 

basierende Studie von Ito et al. zur konformationellen Änderung der zentralen Region des 

Aβ(13−26)-Peptids, für die eine α/β-Diskordanz gezeigt worden ist, schlägt für die 

konformationelle Änderung einen Mechanismus aus drei Schritten vor.[164] Zunächst müssen 

ausreichend intramolekulare Wasserstoffbrückenbindungen gelöst werden, gefolgt von 

starken hydrophoben Wechselwirkungen zwischen den unpolaren Seitenketten, gefolgt von 

elektrostatischen Wechselwirkungen. Wird einer dieser Schritte nicht durchlaufen, führt dies 

zur Inhibition der amyloiden Aggregation. Beide Studien stehen im Einklang mit den im 

Rahmen dieser Arbeit erzielten Ergebnissen und können einen Einblick in den 

Inhibitionsmechanismus geben. Voraussetzung für die Inhibition ist die Bildung stabiler 

α-helikaler Strukturen durch geeignete Liganden, die in der Lage sind, die helikalen Elemente 

in der Primärstruktur anzusprechen und zu stabilisieren. Dieses Inhibitionsprinzip wurde 

anhand von Modellpeptiden im Rahmen dieser Arbeit untersucht.  
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Man muss zunächst davon ausgehen, dass die α-helikalen Peptide in Lösung kein einfaches 

Gleichgewicht aus den zwei Zuständen α-Helix und der ungeordneten Struktur bilden. Man 

muss vielmehr ein komplexeres Gleichgewicht aus vollständiger α−helikaler Struktur und 

vollständig ungeordneter Struktur sowie Helices unterschiedlicher Länge annehmen, wobei 

die Wahrscheinlichkeit einer α−helikalen Struktur im Zentrum größer ist und die Enden meist 

eher ungeordnet, förmlich ausgefranst sind.[589]  

Nach den Grundlagen der Bildung von Amyloiden und der Eingangs der Diskussion 

beschriebenen Sachverhalte muss man davon ausgehen, dass, bevor die Bildung von 

amyloiden Aggregaten beginnt, zunächst eine partielle oder vollständige Entfaltung der 

Peptidsequenz vorliegen muss. Im Fall von VW19 und RR01 liegen die amyloidogenen 

Peptide bereits ungefaltet vor. Im Fall VW18 zeigten die Untersuchungen an einer frisch 

gelösten Probe das Vorhandensein eins Coiled Coil-Dimers, wobei die Helizität im Vergleich 

zum Modellpeptid VW01 kleiner ist.  

CD- und Thioflavin T-Fluoreszenz sowie elektronenmikroskopische Studien zeigten deutlich 

die Inhibition der Aggregation des Modellpeptids VW18 in Gegenwart des stabil α-helikalen 

Modellpeptids VW01. Es konnte eine Konzentrationsabhängigkeit gezeigt werden, wobei für 

die Mischung r[VW18/VW01] = 1 und r[VW18/VW01] = 2 eine nahezu vollständige 

Inhibition festgestellt wurde. Obwohl die Thioflavin T-Fluoreszenz-Methode weit verbreitet 

ist und sehr häufig angewendet wird, muss sie nicht unbedingt immer verlässliche quantitative 

Aussagen zum Ausmaß der Fibrillen ergeben. So kann die reduzierte ThT-Fluoreszenz auch 

einfach auf einen lokalen Austausch von ThT-Molekülen durch den Inhibitor an der 

Oberfläche der Fibrille zurückgehen.[590, 591] Das Kontrollpeptid VW01-ran, das kein 

charakteristisches Coiled Coil-Design aufweist und lediglich eine zufällige Anordnung der 

Aminosäurereste von VW01 repräsentiert, führte zu keiner deutlichen Reduzierung der ThT- 

Fluoreszenz. Dies schließt einen Austauscheffekt aus und darüber hinaus wird deutlich, dass 

der inhibitorische Effekt eindeutig auf die kooperative Faltung auf Basis der Coiled Coil-

Erkennungsdomänen zurückzuführen ist. Die ausführlichen Studien zum 

Oligomerisierungsgrad der Aggregate und die Ergebnisse der Inhibitionsstudien zeigen für die 

Mischung r[VW18/VW01] = 2 trimere Coiled Coil-Komplexe unter vollständiger Inhibition 

der amyloiden Aggregation, woraus sich schließen lässt, dass lediglich ein Molekül VW01 

notwendig ist, um zwei amyloidogene Moleküle VW18 in einem α-helikalen Komplex 

dauerhaft zu stabilisieren. Die Bildung eines heteromeren Coiled Coil-Komplexes beruht auf 

komplementärer Wechselwirkung zwischen der hydrophoben (Positionen a und d)  und 

geladenen Domäne (Positionen e und g). Elektrostatische Wechselwirkungen zwischen 
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Positionen e und g, die zur Stabilisierung des heteromeren Komplexes beitragen, sind nur im 

Falle einer antiparallelen Anordnung von VW01 und VW18 möglich (Abbildung 142). Wie 

die „seeding“-Experimente zeigten, ist der heteromere Komplex so stabil, dass selbst bereits 

gebildete amyloide Fibrillen keine weiteren amyloidogenen Sequenzen aus dem Komplex 

rekrutieren können.  

Aus den Ergebnissen lässt sich schließen, dass im heteromeren Komplex die amyloidogenen 

Sequenzen von VW18 in der α-helikalen Konformation stabilisiert werden. Der erste Schritt 

im Mechanismus der Aggregation, die Entfaltung durch die Loslösung von intramolekularen 

Wasserstoffbrückenbindungen, wird nicht durchlaufen und der konformationelle Übergang zu 

β-Faltblattstrukturen und folglich die Aggregation zu amyloiden Fibrillen wird unterbunden. 

Ein konkreter Vergleich der thermodynamischen Stabilität zwischen den Faltungszuständen, 

der hier diskutierten Peptide, ist auf Basis der im Rahmen dieser Arbeit erlangten Ergebnisse 

nicht möglich. Jedoch konnte im Hinblick auf die Stabilität der verschiedenen gefalteten 

Zustände eine theoretische Studie zeigen, dass gestapelte β-Faltblattstrukturen zu den 

thermodynamisch stabilsten Sekundärstrukturelementen gehören und es gibt aus 

thermodynamischer Sicht im Falle des Beginns der Aggregation keinen Grund für eine 

Beendigung des Prozesses, bis schließlich jedes Peptidrückgrat sich in einer aggregierten 

β-Faltblattstruktur befindet.[188] Die hohe thermodynamische Stabilität stammt von den 

starken Wechselwirkungen zwischen den Peptidrückgraten, die hauptsächlich auf die 

Ausbildung von intermolekularen Wechselwirkungen zurückzuführen sind. Im Vergleich 

dazu zeigten sich die assoziierten Helices als deutlich weniger thermodynamisch stabil. Es 

lässt sich daher schließen, dass die amyloidogenen Sequenzen im heteromeren Coiled Coil-

Komplex in einem thermodynamisch weniger stabilen Zustand kinetisch stabilisiert werden, 

 

Abbildung 142:  (A) Schematische Darstellung der Inhibition der amyloiden Aggregation von VW18 
durch VW01. (B) Helical Wheel-Darstellung der stabilen Coiled Coil-Heteromers, die Basis der 
Inhibition.  
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wie es zum Beispiel für die Inhibitoren der Aggregation des Transthyretin-Proteins 

beschrieben worden ist.  

Die Experimente zur Deaggregation von bereits gebildeten amyloiden Aggregaten zeigen 

zunächst einmal die prinzipielle Möglichkeit der Deaggregation durch die Zugabe des 

helikalen Inhibitors. Dieser Effekt lässt sich auf einem Gleichgewicht zwischen dem 

amyloidogenen Monomer und den amyloiden Fibrillen zurückführen, wobei das 

Gleichgewicht deutlich auf Seite der thermodynamisch sehr stabilen amyloiden Fibrillen liegt. 

Der Prozess der amyloiden Aggregation ist damit reversibel. Im Vergleich zu den 

Experimenten, bei denen der Inhibitor VW01 von Beginn an präsent ist, ist für die 

Deaggregation von amyloiden Fibrillen jedoch ein Vielfaches des Inhibitors nötig, um einen 

Effekt zu erzielen. Dieser Umstand kann auf die hohe Stabilität amyloider Aggregate 

zurückgeführt werden.  

Die Studien zur Proteasestabilität der einzelnen Peptidkomplexe zeigen deutliche 

Unterschiede in Abhängigkeit von der Struktur. Das amyloidogene Modellpeptid VW18 im 

amyloiden Zustand zeigt die größte Stabilität und VW18 im löslichen Zustand zeigte die 

geringste Stabilität gegen den proteolytischen Abbau, was den Ergebnissen über 

Proteasestabilität natürlicher amyloidogener Proteine und Peptide entspricht.[592] Darüber 

hinaus zeigt sich der α-helikale Coiled Coil-Komplex mit dem Inhibitor VW01 im Vergleich 

zum amyloiden Zustand von VW18 deutlich weniger stabil gegenüber der Protease Trypsin. 

Verschiedene Faktoren können die Proteasestabilität von Peptiden beeinflussen. Zunächst 

sind gefaltete Peptide stabiler als ungefaltete Peptide. Darüber hinaus kann die 

Geschwindigkeit der proteolytischen Degradation davon abhängig sein, ob der gefaltete 

Zustand in einem Gleichgewicht mit einer ungefalteten Spezies steht. Ein derartiges 

Gleichgewicht wurde sowohl für Coiled Coil-Systeme[589, 593] als auch für Amyloide[571, 572] 

berichtet. Für alle gefalteten Zustände kann man nach der Helix-Coil-Theorie davon 

ausgehen, dass das Gleichgewicht mehr auf der Seite des gefalteten Zustands liegt. Jedoch 

liegt eine kleine Fraktion im Gleichgewicht ungefaltet vor und ist gut für die proteolytische 

Degradation zugänglich. So können die Unterschiede zwischen VW18 im amyloiden Zustand 

und dem VW18/VW01 Komplex in der proteolytischen Abbaurate auch auf ein 

unterschiedliches Ausmaß einer mit dem gefalteten Zustand im Gleichgewicht befindlichen 

ungefalteten Spezies zurückzuführen sein, was ebenfalls auf die unterschiedliche 

thermodynamische Stabilität der gefalteten Zustände deutet.[188] Die Rate der proteolytischen 

Degradation hängt ebenfalls von der Konformation des gefalteten Zustands ab. So konnten 

Computersimulationen zeigen, dass für eine Bindung am aktiven Zentrum eine lokale 

Entfaltung notwendig ist.[594] In dieser Arbeit zeigte sich, dass die lokale Entfaltung im Fall 
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einer α-helikalen Konformation im Vergleich zu ausgedehnten β-Faltblattstrukturen deutlich 

einfacher durchlaufen wird. Im Vergleich zu β-Faltblattstrukturen müssen im Fall einer α-

helikalen Konformation weniger Wasserstoffbrückenbindungen für eine lokale Entfaltung 

gelöst werden. Die verschiedenen Aspekte bestätigen die Ergebnisse und die darauf folgende 

Schlussfolgerung, dass der β-Faltblatt-reiche amyloide Zustand des Modellpeptids VW18 

gegenüber des proteolytischen Abbaus deutlich stabiler ist als der helikale Coiled Coil-

Komplex mit dem Inhibitor VW01.  

Diese Ergebnisse zeigen auf, wie die Strategie der Inhibition durch die Adressierung der 

helikalen Elemente in vivo funktionieren könnte. Durch die Verhinderung der Bildung 

β-Faltblatt-reicher amyloider Fibrillen durch die Stabilisierung oder Überführung in einen 

α-helikalen Faltungszustand wird die amyloidogene Sequenz in der Zelle zugänglicher für 

Proteasen. Ein α-helikaler Inhibitor, der selbst durch entsprechende Modifikation gegenüber 

Proteasen stabil ist, könnte lediglich amyloidogene Sequenzen für Proteasen zugänglich 

machen, läge selbst jedoch immer wieder unverändert vor und könnte so den proteolytischen 

Abbau eines Überschusses an amyloidogenen Sequenzen gewährleisten.  

Die Studien am System VW19/VW01 zeigen überraschenderweise einige deutliche 

Unterschiede. Es lässt sich auch im Mischungssystem VW19/VW01 die Inhibition der 

Bildung amyloider Fibrillen feststellen, jedoch werden keine löslichen α-helikalen Coiled 

Coil-Komplexe gebildet sondern lange α-helikale Fasern. Diese Ergebnisse eröffnen neben 

der Inhibition amyloider Aggregation neue Möglichkeiten des Designs von α-helikalen 

Fasern, die z.B. Anwendung in der Biotechnologie und des tissue engineering finden 

können.[512, 513]  Im Gegensatz zu den bereits bekannten Designkonzepten auf der Basis der 

Zusammenlagerung von α-helikalen Coiled Coil-Peptiden, wie z.B. sticky end-Design[574] und 

blunt end-Design[582], verwendet dieses heteromere System ein Peptid mit amyloidogenen 

Eigenschaften, VW19, und ein zweites Peptid, VW01, mit der Eigenschaft, stabile und 

lösliche α-helikale Coiled Coil-Trimere zu bilden. Die beschriebenen Ergebnisse deuten 

neben der Inhibition der Bildung amyloider Fibrillen auf die spontane Bildung von 

α-helikalen Fasern in Gegenwart des Peptids VW01 hin. Anscheinend gibt es zwei 

Aggregationswege, die um das ungefaltete, monomere VW19 konkurrieren (Abbildung 143). 

In der Abwesenheit von VW01 bildet VW19 amyloide Fibrillen. In Gegenwart von VW01 

werden durch kooperative Faltung auf Basis der Coiled Coil-Erkennungsdomänen α-helikale 

heteromere Komplexe gebildet, die sich zu langen Fasern zusammenlagern. Die 

komplementäre Wechselwirkung der Coiled Coil-Erkennungsdomänen scheint wie im 

Mischungssystem VW18/VW01 stärker zu sein als die intermolekularen Wechselwirkungen, 
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die eine β-Faltblattbildung und die Aggregation zu amyloiden Fibrillen fördern. Vergleichbar 

zum Mischungssystem VW18/VW01 ist VW01 ebenfalls in der Lage, die cross-β-Struktur 

bereits gebildeter amyloider Fibrillen von VW19 aufzulösen und die amyloidogene Sequenz 

in stabile α-helikale Fasern zu überführen.  

Diese Ergebnisse stehen in einem Gegensatz zu kürzlich veröffentlichten Studien über 

Peptidmischungssysteme, bei denen die Sequenz des hinzugefügten Peptids in Gegenwart 

eines amyloidogenen Peptids in die Struktur der amyloiden Fibrillen mit eingefügt worden 

ist.[595, 596] Wie bereits beschrieben, (siehe Kapitel 2.3 Molekulare Grundlagen und interne 

Struktur amyloider Fibrillen) aggregieren amyloidogene Sequenzen aufgrund der Bildung 

eines Netzwerkes von Wasserstoffbrückenbindungen zwischen den Peptidrückgraten. Diese 

Form der Wechselwirkung ist der wesentliche Grund für die allgemeine Struktur amyloider 

Fibrillen, die prinzipiell jeder Peptidsequenz ermöglicht, amyloide Fibrillen zu bilden. Vor 

diesem Hintergrund scheinen die Wechselwirkungen zwischen den Seitenketten lediglich die 

physikalischen Eigenschaften sowie die Morphologie zu beeinflussen. Zur cross-β-Struktur 

zusammengelagerte gestreckte β-Faltblattstrukturen scheinen thermodynamisch die stabilste 

Struktur zu sein, die ein Peptidrückgrat annehmen kann.[188, 233] Aber wie die Studie zur 

Entfaltung der zentralen Helix des Aβ(1-40/42) zeigte, ist die Lösung von intramolekularen 

Wasserstoffbrückenbindungen der erste Schritt zur Bildung amyloider Aggregate. Erst im 

zweiten und dritten Schritt kommen intermolekulare Wasserstoffbrückenbindungen zwischen 

Peptidrückgraten und hydrophobe Wechselwirkungen zwischen den Seitenketten zum Tragen.  

Im Unterschied zum System VW18/VW01 wird das monomere und ungefaltete amyloidogene 

VW19 erst durch die Anwesenheit von VW01 in eine stabile α-helikale Form überführt. Die 

starken intermolekularen Wechselwirkungen zwischen dem stabil helikalen Peptid VW01 und 

VW19 führen wieder vergleichbar zum System VW18/VW01 zu einem stabilen heteromeren 

Coiled Coil-Komplex, der die intramolekularer Wasserstoffbrückenbindungen stabilisiert.  

Zur Erklärung der Zusammenlagerung der Coiled Coil-Komplexe zu langen helikalen Fasern 

wird in der wissenschaftlichen Literatur oft von einer gegeneinander verschobenen 

Anordnung der Helices ausgegangen. Verschiedene wissenschaftliche Arbeiten zeigen die 

Bildung von Fasern auf der Basis von Coiled Coil-Peptiden, durch die das Design von 

Überhängen oder so genannten klebrigen Enden erreicht werden kann.[574, 578] Aber auch die 

Länge der Peptide bzw. die Anzahl des charakteristischen Musters der sieben Aminosäuren 

einer Coiled Coil-Sequenz (heptad repeats) sind bedeutende Faktoren. So wurde berichtet, 

dass Peptide mit identischer sich wiederholender Sequenz aus sieben Aminosäuren ohne 

spezifisches Design sich gegeneinander verschieben und lange Fasern bilden, wenn die Länge 
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der Primärsequenz nicht einem Vielfachen von Sieben entspricht.[523, 578] Die Primärsequenz 

der Coiled Coil-basierten Modellpeptide besteht aus 26 Aminosäuren. Mit der zusätzlichen 

Abz-Gruppe am N-Terminus entspricht dies der Regel. Darüber hinaus können weitere 

Eigenschaften des Designs die Bildung von helikalen Fasern fördern. Bei der Betrachtung des 

Mischungssystems VW19/VW01 muss zunächst festgestellt werden, dass die negative 

Ladung an den Glutamatresten aufgrund der Protonierung bei pH 4 (pKγ(COOH) ≈ 4.3)  nahezu 

vollständig eliminiert ist, während die Lysinseitenketten (pK(ε-NH3
+

) ≈10.5) ebenfalls 

protoniert sind, jedoch eine positive Ladung tragen. Auf der Basis der erzielten Ergebnisse 

wurde eine Modellvorstellung entwickelt und in Abbildung 143 dargestellt. Der heteromere 

Coiled Coil-Komplex wird hauptsächlich durch den hydrophoben Kern durch die 

Wechselwirkungen der Leucinseitenketten in Position a und d stabilisiert. Es ist davon 

auszugehen, dass die Helices VW19 und VW01 antiparallel angeordnet sind, so dass 

elektrostatische Abstoßung zwischen gleich geladenen Lysinseitenketten vermieden wird. Die 

nahezu vollständig eliminierte Ladung in Position e für VW01 und Position g für VW19 

könnte möglicherweise Teil einer erweiterten hydrophoben Oberfläche sein, was als ein 

wesentlicher Faktor für die Bildung von α-helikalen Fasern diskutiert wird.[578, 597] Die 

 
Abbildung 143:  Schematische Darstellung der verschiedenen Prozesswege der 
Zusammenlagerung, die zum einen im Fall von VW19  zur Bildung von amyloiden Aggregaten führt 
(Schritt 1 und 2) und zum anderen zur Bildung von heteromeren helikalen Fasern in der Mischung 
von VW19 und VW01 (Schritte 3,4 und 5). (1) von der Peptidkonzentration abhängige Nukleation 
(2) Bildungen von β-Faltblatt-reichen amyloiden Fibrillen. (3) Bildung von heteromeren Coiled Coil-
Komplexen (4) von der Peptidkonzentration abhängige Nukleation. (5) Polymerisierung in lange 
helikale Fasern.  
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Auswahl der Aminosäuren in b, c und f-Position ist ein wesentlicher Faktor zur Beeinflussung 

der Länge und des Durchmessers α-helikaler Fasern, da die laterale Assoziation im 

Allgemeinen ein Folge vielfacher, nicht-kovalenter Wechselwirkungen zwischen den 

Aminosäuren dieser Positionen ist.[582, 598] So konnte bereits gezeigt werden, dass 

elektrostatische Wechselwirkungen zwischen den Aminosäuren in b und c Position zu einer 

spezifischen Anordnung der Helices und zu lateraler Assoziation führen. Schwache 

hydrophobe Wechselwirkungen und Wasserstoffbrückenbindungen zwischen den 

Aminosäuren in b und c Position führen nach diesen Studien zu kleinen, flexiblen und dünnen 

Fasern.[583]  

Im Fall des Mischungssystems VW19/VW01 sind lösungsexponierte Positionen mit positiv 

geladenen Lysinresten und hydrophilen Serinresten besetzt, während die Glutamatseitenketten 

nahezu vollständig protoniert sind. Diese Zusammensetzung erlaubt keine elektrostatische 

Anziehung und ebenfalls keine hydrophobe Wechselwirkung zwischen den einzelnen Fasern, 

was mit der Beobachtung der nicht vorhandenen Bündelung der Fasern übereinstimmt.  

Die Inhibitionsstudien an dem amyloidogenen Modellpeptid RR01 mit Hilfe des α-helikalen 

Peptids VW01 führten unter den untersuchten Bedingungen nicht zur vollständigen Inhibition. 

Mit spektroskopischen Methoden ist deutlich ein Effekt auf die Konformation sowie auf die 

Kinetik der Fibrillenbildung zu erkennen. Die elektronenmikroskopischen Studien zeigen aber 

selbst in Gegenwart von 3 äq. VW01 amyloide Fibrillen. Man muss hier zu dem Schluss 

kommen, dass im Fall des Modellpeptids RR01 das Inhibitorpeptid VW01 nur einen Effekt 

auf die Kinetik hat, jedoch nicht in der Lage ist, RR01 in stabile α-helikale Aggregate zu 

überführen. Obwohl im Unterschied zum ebenfalls ungefalteten VW19 bei pH 4.0 nun im Fall 

von RR01 bei 7.4 nicht nur hydrophobe Wechselwirkungen der ersten Erkennungsdomäne für 

die Bildung von Coiled Coil-Komplexen zur Verfügung stehen, sondern auch elektrostatische 

Wechselwirkungen der zweiten Erkennungsdomäne zwischen den positiv geladenen 

 

Abbildung 144:  Schematische Darstellung der Interaktion von VW01 mit dem amyloidogenen 
Modellpeptid RR01.  
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Lysinseitenketten und negativ geladen Glutamatseitenketten möglich sind, führt die 

Gegenwart von VW01 nicht zur vollständigen Inhibition der Fibrillenbildung.  

Der Vergleich der gesamten Ergebnisse der Studien an den Coiled Coil-basierten 

Modellpeptiden ermöglicht eine Erklärung der beschriebenen Effekte. Der Inhibitor VW01 

bietet den amyloidogenen Modellpeptiden VW18, VW19 und RR01 ein stabiles helikales 

Templat an. Aufgrund kooperativer Faltung basierend auf der Bildung eines hydrophoben 

Kerns, wodurch die hydrophoben Seitenketten vor der wässrigen Umgebung verborgen 

werden, und im Fall von VW18 basierend auf zusätzlichen elektrostatischen Wechselwirkung 

führt dies zur Bildung von stabilen helikalen Coiled Coil-Komplexen. Im Fall von VW18 und 

VW19 führt dies zur Bildung stabiler helikaler Strukturen, in denen intramolekulare 

Wasserstoffbrückenbindungen stabilisiert werden. Im Fall von RR01 werden zwar Coiled 

Coil-Komplexe gebildet, die jedoch durch die Anwesenheit von VW01 nicht stabilisiert 

werden können, obwohl es im Vergleich zu VW18 und VW19 keinen Unterschied bezüglich 

der Ausbildung des hydrophoben Kerns oder der zusätzlichen Stabilisierung durch 

elektrostatische Wechselwirkung gibt. Die untersuchten Coiled Coil-basierten amyloidogenen 

Modellpeptide VW18, VW19 und RR01 unterscheiden sich jedoch in ihrer Helizität, was sich 

mit Hilfe der CD-Messung darstellen lässt (Abbildung 145). Der Unterschied in der Helizität 

der einzelnen Modellpeptide beeinflusst ebenfalls das vereinfachte Gleichgewicht zwischen 

dem α-helikalen Zustand und dem ungefalteten Zustand, so dass bei geringer Helizität von 

einem hohen Anteil an ungefalteter Spezies ausgegangen werden kann. Das Modellpeptid 

VW01 weist die höchste Helizität auf. Die Tatsache, dass VW01 Trimere bildet, deutet darauf 

hin, dass dieser Oligomerisierungszustand für Coiled Coil-Peptide von gleicher Länge und 

identischer erster und zweiter Erkennungsdomäne die stabilste Form der Assoziation darstellt. 

 

Abbildung 145:  Vergleich der Helizität (A) CD-Spektren der Ausgangsstruktur nach einer 
Inkubationszeit von 0,5 h und (B) Berechung der Helizität der Ausgangsstruktur auf Basis der CD-
Daten nach Lit.[599].   
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Das Modellpeptid VW18 zeigt mit ca. 70% ebenfalls eine hohe Helizität. Die Ergebnisse zum 

Oligomerisierungsgrad deuten jedoch im Unterschied zu VW01 auf die Bildung von Dimeren. 

Die reduzierte Helizität und der veränderte Oligomerisierungszustand lassen sich auf die 

Einführung der Valinreste in b, c und f Position zurückführen (siehe auch Vergleich ProCoil, 

Abbildung 145, B). Zur vollständigen Inhibition der amyloiden Aggregation ist ein Trimer 

bestehend aus einem VW01 Molekül und zwei amyloidogene VW18 Molekülen notwendig.  

Die CD-Spektren des Ausgangszustandes von VW19 bei einem pH von 4,0 und einer 

Peptidkonzentration von 50 bis 150 µM zeigen eine hauptsächlich ungefaltete Struktur und 

entsprechend eine geringe Helizität von ca. 20%. Im Vergleich zu VW01 besitzt VW19 

ebenfalls eine vergleichbare erste und zweite Erkennungsdomäne. Die ungefaltete Struktur ist 

neben der Einführung der Valinreste auf die per Design beabsichtigte Anordnung von gleich 

geladenen Aminosäuren in b, c, und f zurückzuführen. Bei pH 4.0 ergibt sich eine gleich 

positiv geladene Domäne, die aufgrund der elektrostatischen Abstoßung die Ausbildung einer 

α-helikalen Struktur verhindert. Zur vollständigen Inhibition der amyloiden Aggregation ist 

ebenfalls ein Trimer, aber aus zwei VW01 Moleküle und einem amyloidogen VW19 Molekül 

notwendig. Der Unterschied in der Stöchiometrie zum Mischungssystem VW18/VW01 lässt 

sich einerseits durch die höhere Helizität von VW18 und die reduzierten elektrostatischen 

Wechselwirkungen im Fall des Mischungssystems VW19/VW01 bei azidem pH Wert, der zur 

teilweisen Protonierung der Glutamatreste führt, erklären. Im Vergleich zum ungefalteten 

VW19 bei pH 4,0 ist VW18 bei einem pH von 7,4 durch kooperative Faltung mit dem 

Inhibitor leichter in eine stabile Coiled Coil-basierte α-helikale Struktur zu überführen, was 

sich in der Stöchiometrie widerspiegelt.  

Mit den gleichen Argumenten lassen sich auch die Ergebnisse der Inhibitionsstudien an dem 

Modellpeptid RR01 erklären. Die CD-Spektren des Ausgangszustandes von RR01 bei einem 

pH von 7,4 zeigen eine hauptsächlich ungefaltete Struktur und eine im Vergleich zu VW19 

noch geringe Helizität mit weniger als 10%. Auch bei RR01 sind die erste und zweite 

Erkennungsdomäne intakt. Die ungefaltete Struktur ist vergleichbar zu VW19 neben der 

Einführung der Valinreste auf die per Design beabsichtigte Anordnung von gleich geladenen 

Aminosäuren in b, c, und f  zurückzuführen. Im Unterschied zu VW19 sind bei pH 7,4 sowohl 

positiv geladene Lysinseitenketten als auch negativ geladenen Glutamatseitenketten im Fall 

der Bildung einer Helix in enger räumlicher Nachbarschaft. Die elektrostatische Abstoßung 

zwischen gleich geladenen Seitenketten hemmt daher die Ausbildung einer Helix. Der 

Unterschied in der Helizität zwischen VW19 und RR01 wird ebenfalls auch darin deutlich, 

dass VW19 bei vergleichsweise hoher Konzentration von 300µM bis 500 µM in der Lage ist, 

α-helikale Struktur zu bilden, wie die CD-Spektren zeigen (10.4 Coiled Coil-basiertes 
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Modellpeptid VW19). Für das Modellpeptid RR01 sind bei einem pH-Wert von 7,4 und 

Konzentration von 50 bis 300 µM keine helikalen Strukturen in der CD-Spektroskopie 

feststellbar. Höhere Konzentrationen führen zur schnellen Aggregation, was die Detektion 

einer möglichen Ausgangsstruktur vor der Änderung der Konformation in β-Faltblattstruktur 

unmöglich macht. Die niedrige Helizität von RR01 führt dazu, dass der Inhibitor VW01 trotz 

der kooperativen Faltung basierend auf intakten Coiled Coil-Erkennungsdomänen selbst im 

Überschuss nicht in der Lage ist, das Modellpeptid RR01 in stabile helikale Coiled Coil-

basierte Strukturen zu überführen.  

Es lässt sich also eindeutig ein Trend der Inhibitionsfähigkeit durch das Modellpeptid VW01 

feststellen. Die Inhibition durch VW01 ist abhängig von Helizität des amyloidogenen 

Modellpeptids.  

Im Gegensatz zu VW01 ist FF03 in der Lage, die Bildung amyloider Fibrillen des 

Modellpeptids RR01 zu inhibieren. FF03 und VW01 weisen mit den jeweiligen Aminosäuren 

in Position a und d bzw. e und g eine identische erste und zweite Erkennungsdomäne auf. Wie 

jedoch das Mischungssystem RR01 / VW01 zeigte, ist kooperative Faltung auf der Basis der 

ersten und zweiten Erkennungsdomäne nicht ausreichend, um die Aggregation von RR01 zu 

inhibieren. Das Peptid FF03 zeigt darüber hinaus eine viel stärkere Tendenz zur Bildung von 

α-helikalen Aggregaten als VW01 und bildet gebündelte Fasern, was neben der kooperativen 

Faltung über die erste und zweite Erkennungsdomäne für eine Wechselwirkung über die 

lösungsmittelexponierten Positionen spricht. Das Modellpeptid FF03 kann aufgrund der 

geladenen Aminosäuren in und e und g Position an RR01 nur parallel binden und ist im 

Gegensatz zu VW01 durch eine hohe Tendenz zur Bildung α-helikaler Aggregate 

gekennzeichnet. Die Tendenz zur Bündelung lässt sich auf die lösungsmittelexponierten 

Positionen b, c, und f, zurückführen, wie es bereits in einigen Studien gezeigt werden 

konnte.[582, 583] Neben der Wechselwirkung über die erste und zweite Erkennungsdomäne 

ermöglicht FF03 auch die Wechselwirkung über die die lösungsmittelexponierten Positionen 

b, c, und f. Die drei Wechselwirkungsdomänen ermöglichen trotz der geringen Helizität von 

RR01 die Bildung von stabilen α-helikalen Strukturen, wodurch die konformationelle 

Änderung zur β-Faltblatt-Konformation und folglich die Bildung von amyloiden Aggregaten 

unterbunden wird. Die Ergebnisse des Mischungssystems α-AH und β-AH-V sprechen für 

eine Übertragbarkeit des Inhibitionsprinzips der Experimente mit den Coiled Coil-basierten 

Modellpeptiden auf amphipathische Helices ohne Coiled Coil-Erkennungsdomänen. Die 

Interaktion zwischen dem amyloidogenen Peptid und einer amphipathischen Helix beruht hier 

lediglich auf einer ausgedehnteren hydrophoben Domäne. Jedoch deuten die Ergebnisse auch 
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in diesem Fall auf die Inhibierung der amyloiden Aggregation durch die Bildung stabiler α-

helikaler Oligomere, wobei die Form der Oligomerisierung durch Methoden wie analytische 

Ultrazentrifugation, Größenaustausch-Chromatographie oder auch dynamische Lichtstreuung 

noch näher untersucht werden muss.    

12.2 Diskussion der Inhibition durch Pseudopeptid P P1 
 
Die beschriebenen Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass PP1 durchaus einen Effekt auf die 

Kinetik der Aggregation von VW18 und RR01 hat. PP1 ist jedoch nicht in der Lage, die 

amyloidogenen Modellpeptide in ihrer ursprünglichen Konformation zu stabilisieren. Die 

verlangsamte konformationelle Änderung lässt sich womöglich durch kurzzeitige 

 

Abbildung 146:  Schematische Darstellung der verschiedenen Prozesswege der 
Zusammenlagerung, die zum einen im Fall von RR01 zur Bildung von amyloiden Aggregaten führt 
(Schritt 1 und 2) und zum anderen zur Bildung von heteromeren helikalen Fasern in der Mischung 
von RR01 und FF03 (Schritte 3 bis 6). (1) von der Peptidkonzentration abhängige Nukleation (2) 
Bildungen von β-Faltblatt-reichen amyloiden Fibrillen. (3) Bildung von heteromeren Coiled-Coil 
Komplexen (4) von der Peptidkonzentration abhängige Nukleation. (5) Polymerisierung in lange 
helikale Fasern (6) Bündelung der Fasern über die Interaktion b, c, und f Position. (B) Helical 
wheel–Darstellung von RR01 und FF03. Positiv (blau) und Negativ (rot) geladene Domänen 
ermöglichen elektrostatische Wechselwirkung, die zur Bündelung von Coiled-Coil-Fasern führt 
(graue Box umfasst die hydrophoben und elektrostatischen Wechselwirkungen der ersten, d.h. 
Position a und d, und der zweiten Erkennungsdomäne, Position e und g, Doppelpfeile zeigen 
zusätzliche elektrostatische Wechselwirkung über die Positionen b, c, und f. ) 
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Wechselwirkung mit dem Peptidrückgrat erklären. Jedoch deuten die Ergebnisse darauf hin, 

dass PP1 nicht in der Lage ist, permanent an die amyloidogenen Modellpeptide zu binden. 

Das geringe Ausmaß der Reduktion der Fluoreszenzintensität lässt sich womöglich auch 

durch eine Störung der Bindung von ThT-Molekülen an der Oberfläche der Fibrillen 

erklären.[575, 591, 600] Das Design von PP1 zielt auf die selektive Bindung an das Peptidrückgrat 

über Wasserstoffbrückenbindungen ab. Möglicherweise ist das Rückgrat des Pseudopeptids 

zu kurz, um stabil an diese Modellpeptide zu binden. Darüber hinaus repräsentiert PP1 ein 

Alanin-Analogon, wodurch die spezifischen Wechselwirkungen über die Seitenketten, die 

einer ganzen Reihe von peptidbasierten Inhibitoren zu Grunde liegen, fehlen. Zudem können 

die PEG-Einheiten zur Steigerung der Löslichkeit die Bindung durch sterische Hinderung 

oder durch polare Abstoßung stören. Das Design des Inhibitors enthält keine spezifischen 

Eigenschaften, welche die hier untersuchten amyloidogenen Modellpeptide in ihrer nativen 

Konformation unterstützen. Vielmehr muss man daher von einer Bindung an gebildeten 

gestreckten β-Faltblattstrukturen ausgehen, wie es zuvor für eine Reihe peptidbasierter 

Inhibitoren beschrieben worden ist, was die Bildung möglicher toxischer Oligomere nicht 

verhindert. Zur Entfaltung einer überzeugenden inhibitorischen Wirkung muss das Design auf 

das jeweilige amyloidogene Peptidrückgrat angepasst werden, z.B. durch die Einführung von 

entsprechenden Seitenketten. Die bereits in der Einleitung geschilderten Studien zeigen, dass 

gerade im Hinblick auf die natürlichen amyloidogenen Kernsequenzen die Einfühung von 

aromatischen Aminosäuren die inhibitorische Wirkung erhöhen können (2.3.4 Die Rolle 

aromatischer Seitenketten).    
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13 Zusammenfassung und Ausblick 
 
Der wesentliche Teil dieser Dissertation besteht aus Untersuchungen zum Potential der 

Inhibition der amylioden Aggregation durch die Generierung von stabilen α-helikalen 

Strukturen durch die Anwesenheit eines α-helikalen peptidbasierten Inhibitors. Im Gegensatz 

zu anderen, im ersten Teil dieser Arbeit beschriebenen Konzepten der Inhibition der Bildung 

amyloider Aggregate beruht die hier untersuchte Strategie nicht auf der Adressierung einer 

amyloidogenen Kernsequenz in β-Faltblattkonformation (siehe Abschnitt 6.3.3.2 Rationales 

Design von peptidbasierten Inhibitoren), sondern auf der spezifischen Adressierung der 

helikalen Elemente in den amyloidogenen Peptidsequenz durch Wechselwirkung mit einem 

geeigneten peptidbasierten Liganden. Auf diese Weise gelang es drei verschiedene 

amyloidogene Peptidsequenzen durch kooperative Faltung in einem heteromeren helikalen 

Komplex zu stabilisieren. Die gebildeten α-helikalen Komplexe sind stabil genug, um die 

amyloidogenen Sequenzen selbst in Gegenwart bereits gebildeter amyloider Fibrillen in der 

α-helikalen Konformation zu halten. Die Experimente zum proteolytischen Abbau zeigen, 

dass durch die Bildung helikaler Komplexe die amyloidogene Sequenz für den Abbau durch 

Proteasen zugänglicher gemacht werden kann und geben Einblick wie α-helikale Inhibitoren 

in vivo ihre Wirkung entfalten können.[622]  

Zur fluoreszenzspektroskopischen Charakterisierung der amyloiden Aggregation bzw. der 

Inhibition bei azidem pH-Wert wurde ein alternativer Fluoreszenz-Farbstoff zum weit 

verbreiteten Thioflavin T verwendet und eigenst auf die Anwendbarkeit für die 

Inhibitionsstudien getestet. Der Fluoreszenz-Farbstoff NIAD-4 stellte sich dabei als sinnvolle 

Alternative zu Thioflavin T bei acidem pH-Wert heraus.[556]      

Im Rahmen dieser Arbeit wurden erste Experimente zur Einführung der Modellpeptide in die 

Zelle durchgeführt. Sie deuten bereits an, wie prinzipiell ein möglicher peptidbasierter 

helikaler Inhibitor in die Zelle eingeführt bzw. generell die Zellmembran überwinden kann. 

Die Kombination eines peptidbasierten Inhibitors mit einem spezifischen Polymer ermöglicht 

nicht nur die Permeabilität durch die Zellmembran sondern erhöht gleichzeitig die 

metabolische Stabilität. Wie die bisherigen Experimente zeigten, bleibt trotz der dafür 

notwendigen umfangreichen Modifikationen das Modellpeptid VW18 in einer α-helikalen 

Konformation. Daraus lässt sich schließen, dass der Inhibitor in ähnlicher Weise modifiziert, 

ebenfalls helikal vorliegt und daher seine Wirkung entfalten kann. Mit diesem Ansatz lässt 

sich in weiteren Experimenten überprüfen ob sich die amyloide Aggregation von VW18 auch 

innerhalb einer zellulären Umgebung durch einen helikalen Inhibitor inhibieren lässt.  
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Darüber hinaus wurden Coiled Coil-Mischungssysteme ausführlich beschrieben und 

charakterisiert, mit denen sich sowohl amyloide Aggregate als auch α-helikale Fasern 

generieren lassen. Im Unterschied zu bisher veröffentlichten Arbeiten, in denen das zugesetzte 

Peptid in die amyloide Kernstruktur eingebaut wurde, konnte hier gezeigt werden, dass 

amyloidogene Peptide in α-helikalen Fasern integriert worden sind. In Abhängigkeit von der 

Mischung Coiled Coil-basierter Modellpeptide und den entsprechenden Designeigenschaften 

ließen sich unter Inhibition der amyloiden Aggregation und Deaggregation bereits gebildeter 

amyloider Aggregate sowohl ~ 2.6 nm dünne helikale Fasern als auch dicke Bündel von 

helikalen Fasern generieren. Somit ermöglichen die beschriebenen Ergebnisse nicht nur ein 

tieferes Verständnis der Wirkung von α-helikalen peptidbasierten Inhibitoren, sondern 

eröffnen auch neue Möglichkeiten des Designs peptidbasierter fibrillärer Materialen mit 

potentiellen Anwendungen in den Materialwissenschaften oder der Biotechnologie (z.B. 

„tissue engineering“).[623]  

Neben der Inhibition Coiled Coil-basierte Modellpeptide gelang es mit Methoden der 

Elektronenmikroskopie, Rasterkraftmikroskopie, Röntgenbeugung, Festphasen-NMR sowie 

der strukturellen Analyse mit Hilfe eines systematischen Aminosäureaustauschs gegen Glycin 

und Prolin einen Einblick in die Struktur der Fibrillen der amyloidogenen Modellpeptide zu 

gewinnen.[387, 559, 560]  

Weiterhin konnte mit Hilfe eines neuen Designs amyloidogene Modellpeptide entwickelt 

werden, die nicht auf dem Coiled Coil-Faltungsmotiv beruhen, aber ebenfalls eine α-/β-

Diskordanz bezüglich ihrer Sekundärstruktur aufweisen. Diese Modellpeptide zeigen damit 

ähnliche Eigenschaften wie natürliche amyloidogene Proteine und Peptide, wie z.B. die 

zentrale Sequenz des Aβ-Peptids oder das IAPP (Diabetes Typ 2). Sie sind daher geeignet 

einen Einblick in die molekularen Grundlagen der amyloiden Aggregation von Sequenzen mit 

α-/β-Diskordanz zu geben und ermöglichen darüber hinaus Untersuchungen des Potentials 

der Stabilisierung der α-helikalen Konformation zur Inhibition der amyloiden Aggregation 

mit Blick auf natürliche amyloidogene Proteine und Peptide. Die bisherigen Ergebnisse zu 

diesen auf amphipathischen Helices beruhenden Modellpeptiden deuten auf eine 

Übertragbarkeit des Inhibitionsprinzips der Studien mit den Coiled Coil-basierten 

Modellpeptiden, wobei die komplementären Wechselwirkungen für die Adressierung der 

helikalen Elemente unabhängig vom Coiled Coil-Heptad-Muster sind.  

Des Weiteren wurde neben der Stategie der Adressierung der helikalen Elemente in 

amyloidogenen Sequenzen ein von Prof. Stefan Hecht und Jan J. Klein (HU Berlin) designter 

und synthetisierter Inhibitor bezüglich der inhibitorischen Wirkung auf die Aggregation 
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Coiled Coil-basierter Modellpeptide getestet. Die Inhibitor sollte die spezifischen 

Wechselwirkungen, d.h. die Ausbildung intermolekularer Wasserstoffbrückenbindungen, 

zwischen den Peptidrückgraten, stören und so die Aggregation zu amyloiden Aggregaten 

inhibieren.[584] Es ließ sich jedoch selbst in einem Überschuß an Inhibitormolekülen keine 

signifkante inhibitorische Wirkung feststellen. Im Vergleich mit der Strategie der 

Stabilisierung der α-helikalen Konformation zeigen die Ergebnisse die Bedeutung des 

richtigen Ansatzes des strategiegeleiteten Designs von peptidbasierten Inhibitoren auf.  

Neben den Themen rund um die amyloide Aggregation wurde im Rahmen der Promotion in 

Zusammenarbeit mit Dr. Ayumi Kashiwada (College of Industrial Technology, Nihon 

University) ein pH-abhängiges Coiled Coil-basiertes Membran-Fusion-System designt und 

charakterisiert und in Zusammenarbeit mit Dr. Hans v. Berlepsch und PD. Dr. Christoph 

Böttcher (Forschungszentrum Elektronenmikroskopie) wurde der Einfluss Coiled Coil-

basierter Modellpeptide auf die Aggregation eines Cyanin-Farbstoffs untersucht, wobei die 

Ergebnisse aufgrund der thematischen Ferne im Rahmen dieser Dissertation nicht beschrieben 

worden wohl aber publiziert worden sind.[624,625]  

Zur Untersuchung des Potentials der Inhibition der Bildung von amyloiden Aggregaten 

anhand von Modellpeptiden als auch zur strukturellen Charakterisierung amyloider Fibrillen 

sind weiterführende Studien notwendig bzw. sind um Teil bereits begonnen worden. Dazu 

gehört z.B. weitere Experimente zur Einführung der amyloidogenen Modellsysteme sowie der 

entsprechenden peptidbasierten Inhibitoren in eine natürliche Zellumgebung. Darüber hinaus 

können die verschiedenen Schritte der Aggregation zu amyloiden Fibrillen sowie der 

Inhibition durch helikale peptidbasierte Inhibitoren mittels MD-Simulationen charakterisiert 

werden. Darüber hinaus befinden sich die strukturellen Charakterisierungen der amyloiden 

Fibrillen des Modellpeptids RR01 kurz vor dem Abschluss.[559, 560] Die abschließende 

Interpretation der Ergebnisse soll schließlich einen Einblick in den dreidimensionalen Aufbau 

der Fibrillen sowie in den Prozess des Übergangsangs aus dem nativ ungefalteten, löslichen 

Zustand in eine hochgeordnete, unlösliche Fibrille geben.   

Ferner sind tiefergehende Studien mit natürlichen amyloidogenen Peptiden notwendig, um 

das therapeutische Potential dieses Inhibitionsansatzes einschätzen zu können. Die 

Entwicklung der Modellpeptide basierend auf einer amphipathischen Helix geht bereits in 

diese Richtung. Diese Modelle zeigen in ihrem Faltungsverhalten eine große Ähnlichkeit zu 

den natürlichen amyloidogenen Systemen, bringen jedoch aufgrund des Modellcharakters 

einige Vorteile mit sich (siehe Kapitel 7 Amyloide Modellpeptide). Hier konnte bereits die 

Einführung eines Valins im hydrophilen Teil der amphipathischen Helix die Amyloidogenität 

entscheidend erhöhen. Die natürlichen amyloidogenen Peptide sind bereits auf der Ebene der 
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Primärstruktur um einiges komplexer. Um sich dem natürlichen System weiter zu nähern, ist 

die Konzentration auf kürzere Sequenzabschnitte sinnvoll. So kann man zum Beispiel von der 

zentralen Helix des Aβ-Peptids, d.h. von Aβ(13-26), ausgehen, das eine α-/β-Diskordanz 

aufweist. Um schließlich ein stabil helikales Modellpeptid auf Basis einer amphipathischen 

Helix zu finden, dass in der Lage ist die helikalen Elemente in der Sequenz anzusprechen, 

kann die Sequenz einer amphipathischen Helix als Grundlage für einen Phagen-Display 

dienen, mit dem die Peptidsequenz primär im hydrophoben Teil in Richtung stabiler 

Wechselwrikung mit z.B. Aβ(13-26) optimiert werden kann.  

Zusammenfassend demonstrieren die hier beschriebenen Ergebnisse das Potential zur 

Inhibierung amyloider Aggregation mit Hilfe der Strategie der Adressierung helikaler 

Elemente in amyloidogenen Sequenzen. Sie zeigen, dass die α/β-Diskordanz, die für einige 

natürliche amyloidogene Peptide und Proteine beschrieben worden ist sowie die Tendenz zur 

Bildung α-helikaler Intermediate als auch ein nativer α-helikaler Faltungszustand 

amyloidogener Peptide und Proteine für das Design von neuartigen Inhibitoren genutzt 

werden kann (siehe Abschnitt, 5.1 Die Bedeutung α−helikaler Intermediate, 6.3.1 Strategie 

der Stabilisierung der a-helikalen Konformation). Diese Inhibitoren sind in der Lage, über 

hydrophobe aber auch elektrostatische Wechselwirkungen die helikalen Elemente in der 

Primärstruktur des amyloidogenen Peptids anzusprechen und als starker helikaler Partner für 

die Bildung von α-helikalen Strukturen zu dienen. Der amphipathische Charkterer der α-

helikalen Peptide ist dabei von großem Vorteil und birgt ein großes inhibitorisches Potential, 

da sie generell über die hydrophoben Domäne an hauptsächlich hydrophobe amyloidogene 

Sequenzen binden und die Löslichkeit dieser Sequenzen über die hydrophile Domäne in 

Wechselwirkung mit dem wässrigen Milieu erhöhen sowie den proteolytischen Abbau 

ermöglichen können.  
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14 Experimentelle Beschreibung  

14.1 Peptid Synthese, Reinigung und Charakterisieru ng  

14.1.1 Festphasenpeptidsynthese  

 
Alle Peptide wurden mittels Festphasensynthese unter Verwendung der Fmoc-

Schutzgruppenstrategie von C- zum N-Terminus synthetisiert. Die Peptide wurden im 0,05 

mmol-Maßstab mit Hilfe des Syro XP von MultiSynTech synthetisiert. Dazu wurden folgende 

Fmoc-geschützten Aminosäuren verwendet:  

 

Fmoc-L-Glu(OtBu)-OH (Glutamat), Fmoc-L-Leu-OH (Leucin), Fmoc-L-Lys-OH (Lysin), 

Fmoc-L-Ser(tBu)-OH (Serin), Fmoc-Val-OH (Valin), Fmoc-Ala-OH (Alanin), Fmoc-Phe-OH 

(Phenylalanin) 

 

Die Aminosäuren wurden von Iris Biotech, NovaBiochem, oder Fa. Gehardt erworben. Zur 

Synthese wurden die Kupplungsreagenzien DIPEA, TBTU und HOBt bzw. DIC und HOBt 

verwendet. Die Fmoc-Schutzgruppe wurde jeweils mit der sterisch gehinderten Base Piperidin 

und DBU entfernt. Das detaillierte Protokoll ist in Tabelle 2 beschrieben.  

 

Harz  

Zur Synthese der Peptide wurde Fmoc-L-Leu-Wang-Harz und Fmoc-L-Lysin-TGA-Harz der 

Firma NovaBiochem verwendet. Die Beladung der Harze variierte je nach Anwendung 

zwischen 0,2 bis 0,70 mmol/g.  

 

Kupplung der Aminosäuren  

Zur Kupplung der Aminosäurederivate wurde das Harz mit einem Reaktionsgemisch auf 

jeweils 4 Äquivalenten TBTU, HOBt, dem entsprechenden Aminosäurederivat sowie 8 

Äquivalenten DIPEA in 4 ml DMF für 30 min geschüttelt. Zusätzlich liegt in diesem 

Reaktionsgemisch 0,23 mol/L Natriumperchlorat zur Vermeidung von Aggregation vor, das 

die Kupplung von Aminosäuren erschwert. Die Aminosäurederivate wurden zweimal 

gekuppelt, d.h. nach Ende der zuvor beschriebenen Kupplung wurde nach einem Waschschritt 

mit 4 ml DMF eine weitere Kupplung durchgeführt. An jede Doppelkupplung schließt sich 

die Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe durch ein Gemisch aus 20 % Piperidin und 2 % DBU 

in DMF für jeweils zweimal 10 min an. Die Synthese von Peptiden mit dem Peptid-
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Syntheseroboter Synthesizer Syro XP von MultiSynTech erfolgt in Zyklen. Jeder Zyklus steht 

für die Kupplung einer Aminosäure in der Peptidsequenz. Der erste Zyklus unterscheidet sich 

von allen weiteren Zyklen durch das Vorhandensein eines Schrittes, in dem das Harz im 

Lösungsmittel DMF zunächst aufquellt, mit anschließender Fmoc-Entschützung der bereits 

am Harz gekuppelten Aminosäure. Allen Zyklen ist die zuvor beschriebene Doppelkupplung 

des Aminosäurederivats mit zuvor beschriebener anschließender Abspaltung der Fmoc-

Schutzgruppe und abschließendem Waschschritt mit jeweils sechsmal 4 mL DMF 

gemeinsam. Das verwendete Syntheseprotokoll für die automatisierte Festphasensynthese ist 

in der Tabelle 6 zusammengefasst.   

 

Tabelle 2:  Verwendetes Syntheseprotokoll für die automatisierte Festphasensynthese 

Syntheseschritt Chemikalien Dauer 

Erster Zyklus Quellen des Harzes 4 mL DMF 2 x 30 min 

 
Fmoc-Abspaltung 

2 mL 20 % Piperidin + 2 % 
DBU in DMF 2 x 10 min 

 
Waschen 4 mL DMF 6 x 1 min 

 
Kupplung der 
Aminosäure  

 
 

4 Äq. Fmoc-Xaa-OH und HOBt  

4 Äq. TBTU in DMF  

8 Äq. DIPEA in NMP 2 x 30 min 

 
Waschen 4 mL DMF 6 x 1 min 

 

Alle weiteren Zyklen  
Kupplung der 
Aminosäure 

4 Äq. Fmoc-Xaa-OH und HOBt  

4 Äq. TBTU in DMF  

8 Äq. DIPEA in NMP 2 x 30 min 

 
Waschen 4 mL DMF 6 x 1 min 

 
Fmoc-Abspaltung 

2 mL 20 % Piperidin + 2 % 
DBU in DMF  2 x 10 min 

 
Waschen 4 mL DMF 6 x 1 min 

 

 

Manuelle Kupplung   

Sofern nicht anders beschrieben, wurden die Peptide am N-Terminus mit einer UV-aktiven 2-

Aminobenzoesäure gekuppelt. Hierfür wurde das Derivat Boc-2-Abz-OH der Firma Bachem 

verwendet. Die Kupplung von Boc-2-Abz-OH erfolgte manuell. Das Harz wurde nach 

Abschluss der automatischen Synthese in eine Filterspritze überführt. Boc-2-Abz-OH wurde 

mit DIC und HOBt mit 4 Äquivalenten bezogen auf die Aminosäure in 2 mL DMF 5 min 
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aktiviert. Anschließend wurde die aktivierte Lösung in die das Harz enthaltende Filterspritze 

aufgezogen. Die Reaktionszeit betrug je nach Bedarf entweder zweimal 2 h oder einmal 12 h. 

Anschließend wurde das Harz durch mehrmaliges Spülen mit DCM gewaschen.   

 
Abspaltung der Peptide 

Nach Abschluss der Synthese wurde das Harz durch mehrmaliges Spülen mit DCM 

gewaschen. Die Abspaltungslösung setzt sich aus 1,8 mL TFA, 0,2 mL TIS und 20 µL H2O 

zusammen und wurde in die Filterspritze aufgezogen und für 2,5 bis 3 h geschüttelt. Die TFA-

Lösung mit dem abgespaltenen Rohpeptid wurde anschließend in einen mit gekühltem 

Diethylether gefüllten 100 mL-Rundkolben gefällt und bei -20°C über Nacht aufbewahrt. 

Danach wurde das ausgefallene Peptid zentrifugiert, getrocknet und durch präparative HPLC 

gereinigt.   

14.1.2 Reinigung und Charakterisierung 
 
Präparative HPLC  

Die synthetisierten Rohpeptide wurden durch präparative RP-HPLC unter Verwendung einer 

Phenomenex Luna C8 10 µm (250 mm x 21.2 mm) an einem Knauer Smartline 

Hochdruckgradientensystem, bestehend aus zwei Pumpen Smartline 1000, einem Smartline 

Manager 5000 Interface mit Lösungsmitteldegaser, einem variablem UV-Detektor 2500 sowie 

aus einer Hochdruckgradienten-Mischkammer und 5 mL-Probenschleife und Injektionsventil, 

gereinigt. Die Flussrate von 20 mL/min wurde unter Verwendung des folgenden Gradienten 

eluiert.   

 H2O (0,1 % TFA) ACN (0,1 % TFA) 
0 min  95 % 5 % 
30 min  30 % 70 % 
32 min 0 % 100 % 
35 min  0 % 100 % 
38 min 95 % 5 % 
40 min  95 % 5 % 

 

Das Rohpeptid wurde hiefür in einer Lösungsmittelmischung aus H2O (0,1 % TFA) und ACN 

(0,1 % TFA) aufgelöst, filtriert und injiziert. Die Detektion erfolgte mit UV bei einer 

Wellenlänge von 320 nm für Peptide mit einem Abz-Label und bei 220 nm für Peptide ohne 

Label. 

 

Analytische HPLC 

Die gesammelten Fraktionen wurden mittels analytischer HPLC auf Reinheit überprüft. Dazu 

wurden zwei verschiedene HPLC-Systeme verwendet. Zum einen ein LaChrom-HPLC-
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System (Merk-Hitachi), bestehend aus einem Interface L-7000, zwei HPLC-Pumpen L-1000, 

einem Diodenarray-Durchflussdetektor L-7450, einem Hochdruckgradienten-Mixer, einem 

Rheodyne Injektionsventil 7725i, einer 20 µL Probenschleife, einem Lösungsmitteldegaser 

L-7612, einem Autosampler 7200. Bedienung und Auswertung der Daten wurde mit Hilfe der 

LaChrom Software Version 4.0 durchgeführt. Proben 100µL wurden in Standard 

Autosamples Proben mit dem im Teil Präparative HPLC verwendeten Lösungsmittel-

Gradienten mit einer Flussrate von 1 mL/min eluiert. Die Detektion erfolgte mit UV bei 320 

nm bei Peptiden mit einem Abz-Label und bei 220 nm bei Peptiden ohne Label. Reine 

Fraktionen wurden vereinigt, vom Acetonitril getrennt und lyophilisiert.     

 

Massenspektrometrie  

Zur Identifizierung wurde die molekulare Masse der synthetisierten Peptide mittels ESI-ToF-

Massenspektrometrie analysiert. Es wurde ein LC-ESI-MS 6210-Spektrometer der Firma 

Agilent Technologies Inc. (USA) mit direkter Injektion der Probe über eine Harvard 

Apparatus 11 Plus Spritzenpumpe verwendet. Die Proben wurden von der analytischen HPLC 

aufgefangen und die jeweiligen Peptide lagen gelöst in einem Gemisch aus Wasser und ACN 

mit 0.1% TFA vor und wurden mit einer Flussrate von 0.1 ml/min ins Massenspektrometer 

injiziert.  

14.1.3 Synthetisierte Peptide 
 
Folgende Peptide wurden im Rahmen dieser Arbeit synthetisiert:  

 

RR01 Abz-LKVELKELKEELVVLKSELKELKEEL-OH 
Molmasse berechnet: 3226,96 Da (monoisotpisch) 3228,86 Da (gemittelt) 

bestimmt: 3227,01 Da 
 
RR01_o-Abz Ac-LKVELKELKEELVVLKSELKELKEEL-OH 
Molmasse berechnet: 3149.8413 Da (monoisotpisch) 3151.7736 Da (gemittelt) 

bestimmt: 3149,85 Da 
 
RR01-V3V14L15 Abz-LKV*ELKELKEELVV*L*KSELKELKEEL-OH 
Molmasse berechnet: 3243,14 Da (monoisotpisch) 3244,84 Da (gemittelt) 

bestimmt: 3243,92 Da 
 
RR01-L1V3V14L19K23 Abz-L*KV*ELKELKEELVVLKSEL*KELK*EEL-OH 
Molmasse berechnet: 3252,12Da (monoisotpisch) 3253.74 Da (gemittelt) 

bestimmt: 3255,96 Da 
 
RR01-V3L5 L13V13 Abz-LKV*EL*KELKEEL*V*VLKSELKELKEEL-OH 
Molmasse berechnet: 3251.11 Da (monoisotpisch) 3252.74 Da (gemittelt) 

bestimmt: 3253,96 Da 
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RR01-V3L5E10K16S17L22 Abz-LKV*EL*KELKE*ELVVLK*S*ELKEL*KEEL-OH 
Molmasse berechnet: 3262.23 Da (monoisotpisch) 3263.72 Da (gemittelt) 

bestimmt: 3264,01 Da 
 
VW19 Abz-LKVELKELKKELVVLKSELKELKKEL-OH 
Molmasse berechnet: 3225,06 Da (monoisotpisch) 3226,98 Da (gemittelt) 

bestimmt: 3224,97 Da 
 
VW18 Abz-LKVELEKLKSELVVLKSELEKLKSEL-OH 
Molmasse berechnet: 3142,90 Da (monoisotpisch)  3144,76 Da (gemittelt)  

bestimmt: 3142,88 Da 
     
VW02 Abz-LKSELEKLKSELEKLKSELEKLKSEL-OH 
Molmasse berechnet: 3189,80 Da (monoisotpisch) 3191,66 Da (gemittelt) 

bestimmt: 3189,81 Da 
 
VW01 Abz-LESKLKELESKLKELESKLKELESKL-OH 
Molmasse berechnet: 3189,80 Da (monoisotpisch) 3191,66 Da (gemittelt) 

bestimmt: 3190.8 Da 
 
VW01-ran Abz-LSKELKSEKLLEKEKLESELSEKKLL-OH 
Molmasse berechnet: 3189,80 Da (monoisotpisch) 3191,66 Da (gemittelt) 

bestimmt: 3190.94 Da 
 
FF03 Abz-LKKELKELKKELEKLKSELKELKKEL-OH 
Molmasse berechnet: 3312.99 Da (monoisotpisch) 3314,94 Da (gemittelt) 

bestimmt: 3313.03 Da 
 
α-AH Abz-EKLLAELAAALKALLEKL-OH 
Molmasse berechnet: 2055,29 Da (monoisotpisch) 2056,49 Da (gemittelt) 

bestimmt: 2055,31 Da 
 
β-AH-V Abz- EKLLAELAVALKALLEKL-OH 
Molmasse berechnet: 2083,32 Da (monoisotpisch) 2084,54 Da (gemittelt) 

bestimmt: 2083,30 Da 
 
AH-V14 Abz- EKLLAELAAALKAVLEKL-OH 
Molmasse berechnet: 2027,29 Da (monoisotpisch)  2028,47 Da (gemittelt) 

bestimmt: 2027,35 Da 
 
*vollständig mit C13 und N15 markierte Aminosäuren  
 

14.2 Faltungsstudien 

14.2.1 Allgemeine Bedingungen 

 

Probengefäße  

Die Peptidproben für Faltungsstudien wurden in Eppendorf® Probengefäßen mit 1.5 und 2 

mL bereitet. 15 mL Plastibrand® Zentrifugenröhrchen wurden für die Bereitung von 

Peptidelösungen für Volumina oberhalb von 2 mL verwendet.     
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Pufferlösungen 

Für die Peptid-Proben wurden verschiedene Puffer entweder mit einer Konzentration von 10 

mM oder 100 mM für Experimente in einem pH-Bereich von 4 bis 10 hergestellt. Zusätzlich 

wurde 0,1 % (w/w) NaN3 hinzugefügt zur Vermeidung von Bakterienwachstum.  

pH 4,0 
Acetat-Puffer  

AcOH/NaOAc 

pH 7,4 
Phosphat-Puffer  

NaH2PO4/Na2HPO4 (Fluka) 

pH 9-10 
Carbonat-Puffer 

HCO3
- / CO3

2- 

 

Bestimmung des pH-Werts 

Der pH-Wert der Puffer-Lösungen und der Peptid-Lösungen wurde mit Hilfe eines WTW 

pH526 pH-Meter und einer InLab® Micro Elektrode (Mettler Toledo) bestimmt. Die 

Anpassung des pH-Werts erfolgte durch die Zugabe von 1 M HCl bzw. 1 M NaOH im µL 

Maßstab.  

14.2.2 Konzentrationsbestimmung  

Die Konzentration der Peptid-Stammlösungen wurde mit Hilfe UV-Spektroskopie und dem 

an den Peptiden gekuppelten UV-Laben Abz unter Verwendung eines Varian Cary 50 

Photometer (Varian Medical Systems, Palo Alto, CA, USA) bestimmt.  

Dazu wurden 50 bis 100 µL der Peptid-Stammlösung mit dem entsprechenden Puffer auf 1 

mL verdünnt und in 1,5 mL PMMA Küvetten (Plastibrand®, VWR) überführt und gemessen. 

Die gemessenen Werte für die Absorption wurden über die zuvor ermittelte Kalibrierkurve 

 

Abbildung 147:  (A) Kalibriergerade zur Bestimmung der Peptidkonzentration mit UV 
Spektroskopie bei pH 7,4 (10 mM Phosphat-Puffer 0,1% NaN3) (B) Verwendete Gleichungen zur 
Berechnung der Peptidkonzentration in Phosphat-Puffer pH 7,4 und Azetat-Puffer pH 4,0.  
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auf die Konzentration bezogen. Die Kalibrierkurve wurde mit Abz-Gly-OH HCl-Lösungen 

definierter Konzentration im entsprechenden Puffer aufgenommen.   

14.2.3 Bestimmung der Nettoladung eines Peptids  

Die Nettoladung eines Peptids bei einem bestimmten pH Wert wurde näherungsweise durch 

folgende Gleichung berechnet:  

 

                                               

 

 

Die Ni entspricht der Anzahl und pKai  der pKa-Werte des N-Terminus und der Seitenketten 

mit Aminofunktion (Arginin, Lysin, Histidin). Die Nj entspricht der Anzahl und pKaj  der 

pKa-Werte des C-Terminus und der Seitenketten mit Carboxylfunktion (Aspartat, Glutamat) 

sowie Cystein und Tyrosin.  

 

14.2.4 Probenpräparation  

 

Nicht amyloidogene Peptide wurden in frisch hergestelltem und filtriertem Puffer gelöst.  Die 

Bereitung von Proben amyloidogener Peptide erfordert eine besondere Vorgehensweise. Denn 

zum Teil zeichnen sich die amyloidogenen Peptide durch ihre vergleichsweise schlechte 

Löslichkeit in wässrigem Lösungsmittel aus. Um jedoch die Bereitung homogener Proben, die 

keinerlei bereits gebildete Aggregationskeime aufweisen, zu gewährleisten, wurden 

verschiedene Präparationsmethoden angewandt.  

 

Modifizierung des pH-Werts 

 

Das lyophilisierte amyloidogene Peptid, z.B. RR01, wurde im Phosphat-Puffer mit einer 10 

mM Konzentration in 90 % des letztendlichen Volumens gelöst. Der pH-Wert wurde durch 

Zugabe von 1 NaOH im µL Maßstab auf pH 11 gestellt, das zur Auflösung von Aggregaten 

und Aggregationskeimen führt. Die Lösung wurde für 15 min in ein Ultraschalbad gestellt 

und gevortext und über Nacht in diesem Zustand belassen. Am nächsten Tag wurde die 

Lösung wieder auf den gewünschten pH-Wert zurückgestellt. Die Konzentration der Lösung 

wurde nun wie beschrieben bestimmt und die fehlende Menge Puffer wurde hinzugefügt.   

 

                                             
Tabelle 3 : Verwendete pKa-Werte 

Glu 4,25 
Lys 10,5 

C-Term 2,34 

NH2 von Abz 4,98 
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Verwendung von Hexafluoroisopropanol (HFIP) 

Das lyophilisierte amyloidogene Peptid wurde zunächst in Hexafluoroisopropanol (1 mg/mL) 

gelöst, gevortext und für 15 min in ein Ultraschalbad gestellt. Zur Bestimmung der 

Konzentration wurde ein kleiner Teil der Lösung entnommen und mit dem entsprechenden 

Puffer auf 1 mL aufgefüllt und wie beschrieben die Absorption bei 320 nm gemessen. Das 

HFIP der Peptid-Stammlösung wurde unter einem sanften Argonstrom abgedampft, so dass 

sich das Peptid gleichmäßig am Rand des Probengefäßes verteilte. Danach wurde der frisch 

hergestellte und filtrierte Puffer zur Generierung der gewünschten Konzentration hinzugefügt.  

14.2.5 CD-Spektroskopie  
 
Theoretischer Hintergrund 

Mit Hilfe der Circulardichroismus (CD)-Spektroskopie wird die Absorptionsdifferenz ∆ε, die 

sich beim Durchgang des links- und rechts-zirkular polarisierten Lichts durch eine chirale 

Probe ergibt, bestimmt. Fällt zirkular polarisiertes Licht auf eine optisch aktive Substanz, so 

wird die Geschwindigkeit des Lichts einer Polarisationskomponente gegenüber der anderen 

verzögert. Die Verzögerung einer Komponente gegenüber der anderen führt bei entgegensetzt 

zirkular polarisiertem Licht in der Kombination der Feldvektoren zu einer Ellipse. 

Die mit Hilfe der CD-Spektroskopie sich ergebenden Differenz ∆ε  zwischen der Absorption 

des links- (εL) und rechts- zirkular polarisierten Lichts mit den jeweiligen 

Absoprtionskoeffizienten εL  und εR wird daher als Elliptizität Θ  bezeichnet und ergibt sich 

für eine spezifische Wellenlänge nach dem Lambert Beerschen Gesetz wie folgt:  

Θλ  = (εL  - εR) · c · d   

Zur Erzeugung des links- und rechts-zirkular polarisierten Lichts wird zunächst mit Hilfe 

eines Monochromators Licht einer bestimmen Wellenlänge λ erzeugt und linear polarisiert. 

Das linear polarisierte Licht zweier Strahlengänge wird anschließend durch einen Modulator 

unter dem Einfluss eines hochfrequenten Wechselfeldes alternativ in links- und rechts- 

 

Abbildung 148:  Feldvektoren von links- (EL) und rechts-zirkular (ER) polarisiertem Licht vor (links) 
und nach (rechts) dem Durchgang durch die Probe.  



Experimentelle Beschreibung  

 201 

zirkular polarisiertes Licht umgewandelt. Die Intensität des links- (IL) und rechts- (IR) zirkular 

polarisierten Lichts wird nach dem Durchgang durch die Probe mit Hilfe eines Detektors 

gemessen. Daraus wird die Elliptizität Θ  berechnet und entsprechend der Wellenlänge 

aufgenommen.  

Zur Analyse der Konformation von Protein- und Peptidstrukturen wird CD-Spektroskopie im 

Wellenlängenbereich von 160 bis 250 nm durchgeführt, wo sich die n→π* und π→π* 

Übergänge der Peptidbindung befinden. Rechtshändige α-helikale Strukturen zeigen eine 

charakteristische negative Elliptizität λ = 222 nm (n→π*) und λ = 207 nm (Carbonyl-π→π*) 

und eine positive Elliptizität bei λ = 192 nm (Carbonyl−π→π*). CD-Spektroskopie in 

Hinsicht auf die Bildung amyloider Aggregate wird zur Untersuchung der konformationellen 

Änderung amyloidogener Proteine und Peptide von ihrer nativen Struktur zu polymeren 

β-Faltblatt-reichen Aggregaten eingesetzt. Das CD-Signal polymerer β-Faltblatt-Strukturen 

besteht aus einem Minimum zwischen 215 und 220 nm (n→π*) und ein Maximum zwischen 

195 und 202 nm (π→π*). Es kann hierbei zu Streuungseffekten aufgrund bereits gebildeter 

Fibrillen kommen, welche die Aufnahme von Spektren erschweren kann. Ein Minimum 

zwischen 195 und 200 nm ist charakteristisch für eine ungeordnete Struktur.  

 

Abbildung 149:  Typische CD-Spektren einer β-Faltblattstruktur (schwarz),  einer α-Helix (rot) und 
einer ungefalteten Struktur (blau).  

 

Durchführung 

Die CD-Spektren wurden mit Hilfe des Jasco J-715 Spektrometers aufgenommen. Die 

Temperatur wurde mit Hilfe des Zusatzgeräts PTC 348WI Pelletier bei 20° C konstant 

gehalten. Die Peptidkonzentration reichte von 50 bis 500 µM. Es wurden SUPRASIL®-

Quarzküvetten mit verschiedenen Schichtdicken von 0,2 bis 1 mm verwendet. Die Spektren 

des jeweilig verwendeten Puffers wurden von den Spektren der Peptidproben abgezogen. Die 
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gemessenen Werte für die Elliptizität [Θ]obs wurden nach folgender Gleichung in die molare 

Elliptizität [Θ] umgerechnet und normalisiert: [Θ] = [Θ]obs /(10000 · l · c · n) Die Länge l 

entspricht der Dicke der Küvette in cm, c entspricht der Peptidkonzentration in mol/L und n 

entspricht der Anzahl der Aminosäuren des Peptids. Die verwendeten Parameter sind in 

Tabelle 8 dargestellt.    

Tabelle 4:  Parameter der CD-Spektroskopie 

Parameter  Parameter  

Empfindlichkeit: 100 mdeg Akkumulation: 3 bzw. 5 

Wellenlängenbereich: 190-240 nm Bandbreite 2 nm 

Schrittauflösung: 0,5 nm Response: 2 s 

Scangeschwindigkeit: 100 nm/min N2-Fluss: ca. 3 L/min 

 
Berechnung der Helizität 

Die Helizität der Peptide wurde auf Basis der charakteristischen normalisierten Elliptizität [Θ] 

bei 222 nm berechnet. Der Wert für eine 100%ige Helizität eines 27 Aminosäuren langen 

Peptids mit der Gleichung [Θ]H = 39500 · (1-2,57/n) berechnet. Der Wert -39500 entspricht 

der Elliptizität einer Helix mit n gegen unendlich Aminosäuren in deg cm2 dmol-1 und der 

Wert 2,57 ist der Faktor der die Länge des Primärstruktur mit der Anzahl an Aminosäure n. 

Für eine Peptid mit n = 27 Aminosäuren ergibt sich der von -35740 deg cm2 dmol-1 residue-

1.[599] 

14.2.6 Fluoreszenz-Assays  

14.2.6.1 Thioflavin T   
 

Theoretischer Hintergrund 

Der ursprünglich hauptsächlich in der Histologie zur Lokalisierung der von amyloiden 

Aggregaten verwendete Fluoreszenzfarbstoff Thioflavin T (ThT) wurde zum meist 

verwendeten Fluoreszenzfarbstoff zur spezifischen Identifizierung von amyloiden Fibrillen 

sowohl in vivo als auch in vitro. Naiki et al. und LeVine gehören zu den ersten 

Wissenschaftlern, die Eigenschaften von ThT bei Bindung an amyloiden Fibrillen 

untersuchten.[601-604] Sie konnten zeigen, dass ThT eine starke Verschiebung des 

Anregungsmaximums von 385 nm zu 450 nm und des Emissionsmaximums von 445 zu 482 

nm bewirkt. Es ist wasserlöslich mit einer moderaten Affinität zu amyloiden Fibrillen. Es 

bindet an amyloide Fibrillen vieler verschiedener natürlicher amyloidogener Proteine und 

Peptide, was auf eine gemeinsame molekulare Struktur aller amyloiden Fibrillen deutet. Die 

intensive Verwendung in der wissenschaftlichen Forschung macht eine Charakterisierung des 
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Mechanismus der Bindung von Thioflavin T notwendig. Verschiedene Modelle zum 

Fluoreszenzeffekt von ThT werden diskutiert. Zunächst konnten Untersuchungen von Krebs 

et al. zeigen, dass ThT-Moleküle parallel zur Fibrillenachse binden, was zu einem Kanal-

Modell führte, nach dem sich ThT anhand der Kanäle orientiert, die sich durch die 

Seitenketten in der cross-β-Struktur ergeben.[606] Gestützt wird dieses Modell durch eine 

Reihe von MD-Simulationen.[605] In aktuellen Studien konnte gezeigt werden, dass sich das 

ThT-Molekül wie ein molekularer Motor verhält.[607-610] In Lösung ohne Gegenwart von 

amyloiden Fibrillen können der Benzylaminring und Benzythiolring frei rotieren, was die 

Abgabe von angeregten Photonen unterbindet. Die Folge ist eine niedrige 

Fluoreszenzemission von ThT. Durch die Bindung an einer kanalähnlichen Oberfläche einer 

amyloiden Fibrille, die sich aus den wiederholenden Seitenkettenwechselwirkungen in der 

 
Abbildung 150:  (A) Chemische Struktur von Thioflavin T und Illustrierung der beiden planaren 
Segmente, deren relative Rotation die Chiralität des Moleküls bestimmt (Lit. [605] Copyright © 
Elsevier)  (B) Extinktions- und Emissionsspektren in Gegenwart amyloider Fibrillen von Aβ(1-28) 
(kurz gestrichelte Linie) und Aβ(1-40) (lang gestrichelte Linie) (Lit. [601]Copyright© Cold Spring 
Harbor Laboratory Press) (C) Orientierung von ThT-Molekülen and der Oberfläche einer Fibrille  
(Lit. [605] Copyright © Elsevier).   
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cross-β-Struktur entlang der Fibrille ergeben, kommt es jedoch zum Verlust von 

Freiheitsgraden der Rotation, was als Grund für den starken Fluoreszenzeffekt diskutiert 

wird.[606, 611] Darüber hinaus werden Modelle der Selbstassoziation von ThT diskutiert. 

Groenning et al. konnten z.B. zeigen, dass ThT in angeregten Dimeren in hydrophoben 

„Taschen“ der amyloiden Fibrillen bindet.[605] Jedoch kann keines dieser Modelle 

verdeutlichen, warum ThT parallel zur Fibrillenachse bindet und warum die Chiralität von 

ThT beeinflusst wird.[605]  

Durchführung 

Mit Hilfe von Thioflavin lassen sich die Kinetik sowie das quantitative Ausmaß der 

Fibrillenbildung bestimmen. Es wurde ein von Sigma Aldrich käuflich erworbenes Thioflavin 

T vor der Verwendung mit Hilfe einer chromatografischen Säule gereinigt. Die 

Fluoreszenzspektren wurden mit Hilfe des Lumineszenz Spektrometer LS50B (Perkin-Elmer, 

Boston, MA, USA) aufgenommen. Fluoreszenzproben innerhalb einer Quarz-Küvette (Quartz 

Suprasil; 0,2 x 1 cm) enthielten 490 µL Peptidlösung in Phosphat-Puffer (pH 7,4; 0,1% NaN3) 

und 10 µL eine 500µM ThT-Lösung (10 µM). Die Spektren wurden von einer Wellenlänge λ 

= 470 zu 600 nm und Anregung bei λ = 450 nm aufgenommen. Zur Aufnahme des 

kinetischen Verlaufs der Aggregation wird die Fluoreszenzintensität bei einer Wellenlänge 

von λ = 485 nm in Abhängigkeit von der Zeit gemessen.   

14.2.6.2 NIAD-4  
Der Fluoreszenz-Farbstoff NIAD-4 wurde zur Unterscheidung zwischen helikalen Fasern und 

amyloiden Fibrillen speziell bei azidem pH Wert angewendet und dafür im Rahmen dieser 

Arbeit getestet (siehe 10.7 NIAD-4 Fluoreszenz bei helikalen Fasern und amyloiden 

Fibrillen).[556]  

 

NIAD-4 Assay 

NIAD-4 wurde von ICx Nomadics Inc. (Cambridge, MA, USA) (ε = 35700 L/mol·cm) 

erworben. Aufgrund der geringen Löslichkeit in Wasser wurde eine 500 µM Stammlösung in 

Methanol hergestellt. Die Fluoreszenzspektren wurden mit Hilfe des Lumineszenz 

Spektrometer LS50B (Perkin-Elmer, Boston, MA, USA) aufgenommen. Fluoreszenzproben 

innerhalb einer Quarz-Küvette (Quartz Suprasil; 0,2 x 1 cm) enthielten 490 µL Peptidlösung 

in Phosphat- bzw. Azetat-Puffer (pH 7,4 oder pH 4,0; 0,1% NaN3) und 10 µL einer 500µM 

NIAD-4-Lösung (10 µM). Der pH-Wert wurde anschließend neu angepasst. Die Spektren 

wurden von einer Wellenlänge λ = 525 zu 700 nm und Anregung bei λ = 450 nm 
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aufgenommen. Zur Aufnahme des kinetischen Verlaufs der Aggregation wird die maximale 

Fluoreszenzintensität in Abhängigkeit von der Zeit gemessen.   

14.2.7 Inhibitionsstudien mit Hilfe der CD-Spektros kopie und Fluoreszenz-

Assays 

Für den kinetischen Verlauf der amyloiden Aggregation wird die Fluoreszenzintensität bzw. 

der Betrag der Elliptizität [Θ] bei 218 nm (β-Faltblattstruktur) in Abhängigkeit von der Zeit 

gemessen.  Testet man die inhibitorische Wirkung in vitro mit z. B. einem ThT-Assay oder 

CD-Spektroskopie, äußert sich die inhibitorische Wirkung im Vergleich zum Verlauf der 

Fibrillenbildung ohne Inhibitor zum einen durch eine verlängerte Dauer bis zur Nukleation 

der Aggregation und zum anderen durch eine Reduzierung des Ausmaßes der Fibrillenbildung 

bis hin zur vollständigen Inhibition der Aggregation im beobachteten Zeitraum (Abbildung ).  

 
Abbildung 151:  Schematische Darstellung eines in vitro Aggregations-Assays (verändert nach Lit. 
[402]) 

14.2.8 Größenausschlusschromatographie 

 
Theoretischer Hintergrund 

Wie bereits im Namen der Methode zu erkennen ist, trennt man mit Hilfe der 

Größenausschlusschromatographie gelöste Moleküle entsprechend ihrer Größe. Die 

unterschiedliche Größe hat eine unterschiedliche Permeation durch ein poröses Trägermaterial 

mit spezifischer Porengröße zur Folge. Die Molekülgröße, d.h. das hydrodynamische 

Volumen der Probenmoleküle, muss in einem bestimmten Verhältnis zur Porengröße des 

Trägermaterials stehen. Können Probenmoleküle aufgrund ihrer Größe nicht in die Poren 

eindringen, werden sie mit der Lösemittelfront eluiert. Sie werden mit dem so genannten 

Ausschlussvolumen V0 eluiert. Sind die Moleküle kleiner, können sie sich ungehindert durch 

die stationäre Phase bewegen und in die Poren des Trägermaterials eindringen. Sie werden 

daraufhin mit einer Verzögerung zum Ausschlussvolumen V0 eluiert. Die kleinsten Moleküle 

können sich länger innerhalb des Trägermaterials aufhalten und werden daher zuletzt eluiert. 



Experimentelle Beschreibung  

 206 

Sie werden zwischen dem Ausschlussvolumen V0 und dem Elutionsvolumen Vm, das der 

Summe des internen Porenvolumens und des Partikelzwischenraums entspricht, eluiert.  

 

Abbildung 152:  Effekt der Größenaustauschchromatographie (nach Lit.[612]). 

 

Durchführung  

Mit Hilfe der Größenaustauschchromatographie wurde der Oligomerisierungsgrad gebildeter 

Komplexe im Vergleich zu dem bekannten Oligomerisierungsgrad von VW01 und VW01-ran 

bestimmt, der mit Hilfe der analytischen Ultrazentrifugation bestimmt wurde. Die 

Größenaustauschchromatographie wurde mit einer Superdex 75 PC 3.2/30 Säule mit einem 

Gel Volumen von 2,4 mL durchgeführt. Die einzelnen Peptidproben oder Mischungen wurden 

in Puffer gelöst (100 mM Azetat-Puffer für pH 4,0; 100 mM Phosphat-Puffer für pH 7,4) und 

mit gleichem Puffer mit Hilfe eines Elite LaChrome Systems mit einer Flussrate von 0,025 

mL pro Minute innerhalb von 240 min eluiert. Die Absorption wurde entsprechend der Abz-

Gruppe an den jeweiligen Peptiden bei λ = 320 nm in Abhängigkeit von der Retentionszeit 

aufgenommen. Die Säule wurde zuvor mit dem entsprechenden Puffer equilibriert. Für den 

Vergleich der einzelnen Proben untereinander wurde das Abz-Gly als Standard zu jeder Probe 

hinzugefügt. 

 

14.2.9 Analytische Ultrazentrifugation  
 

Theoretischer Hintergrund 

Bei der Methode der analytischen Ultrazentrifugation wird mit Hilfe einer auf hohe 

Geschwindigkeiten (60000 U/min) optimieren Zentrifuge die Bewegung des zu 

untersuchenden Partikels im Schwerefeld spektroskopisch detektiert. Partikel wird nach 

Größe, Dichte und Form fraktioniert. Die Messzelle mit der jeweiligen Partikelprobe wird mit 

Hilfe einer Absorptionsoptik während der Sedimentation bei einer bestimmten Wellenlänge 
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untersucht. Auf diese Weise erhält man ein Konzentrationsprofil über den radialen Verlauf 

der Messzellen. Durch Wiederholung der Messung wird diese Information zeitlich aufgelöst. 

Im Laufe der Sedimentation wandert die Sedimentationsfront in Richtung Zellboden. Aus der 

Geschwindigkeit der Sedimentation einzelner Partikel sind die Partikeleigenschaften 

zugänglich.  

Die Bestimmung der molaren Masse ist über zwei verschiedene Experimente möglich, das 

Sedimentationsgeschwindgkeits- und das Sedimentationsgleichgewichtsexperiment. Beim 

Sedimentationsgeschwindgkeitsexperiment wird eine Konzentrationsverteilung in 

Abhängigkeit von der Zeit innerhalb der Messzellen detektiert. Die Daten fließen in die 

Verteilung des Sedimentationskoeffizienten (s-Verteilung) ein. Der Sedimentationskoeffizient 

gibt Auskunft über die Geschwindigkeit der Sedimentation. Die Verteilung des 

Sedimentationskoeffizienten macht z. B. Aussagen über die Anzahl und Konzentration der 

unterschiedlichen Komponenten möglich und erlaubt die Berechnung der Partikelmasse nach 

folgenden Gleichung:  

 

 

 

 

Das Sedimentationsgleichgewicht beschreibt das Gleichgewicht zwischen Sedimentation zum 

Zellboden und der Rückdiffusion vom Zellboden weg am Ende Sedimentation, an dem keine 

Transportprozesse mehr stattfinden. Im Gleichgewicht können mehrer Spezies vorliegen und 

es sind daher Annahmen bezüglich der Anzahl und relativen Konzentration der Spezies 

notwendig. Die Auswertung führt zu einer Molmassenverteilung.  

 

Durchführung 

Die Experimente wurden Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Dr. Helmut Cölfen am 

Max-Planck-Institut für Kolloid- und Grenzflächenforschung mit Hilfe einer XL-I 

Ultrazentrifuge (Beckman-Coulter, Palo Alto, CA) von Ulla Gerling durchgeführt. Mit der 

analytischen Ultrazentrifugation (AUZ) wurde der Oligomerisierungsgrad der Modellpeptide 

VW01 und VW01-ran bestimmt. Die Peptidstammlösungen gegen Puffer (Phosphatpuffer: 10 

mM, pH 7.4, 0.1% NaN3, ρ = 0.99941 g/ml η = 0.008972 P ; Azetat-Puffer: 10 mM, pH 4,0, 

0.1% NaN3, ρ = 0.998192 g/ml, η = 0.008925 P) wurden mit einer Membran SpectraPro®-

Membran (MWCO; Carl Roth GmbH) dialysiert. Sedimentationsgeschwindigkeitsmessungen 

wurden bei einer Rotorgeschwindigkeit von 60000 rpm und einer Peptidkonzentration von 20 

bis 300 µM durchgeführt. Sedimentationsgleichgewichtsexperimente wurden bei einer 
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Rotorgeschwindgkeit von 25000, 30000 und 50000 rpm für Peptidkonzentration von 20 bis 

500 µM durchgeführt. Die Absorption wurde im Wellenlängenbereich von 320 bis 360 nm 

detektiert. Das partielle spezifische Volumen wurde mit Hilfe des Paar DMA 5000 

Dichtemesser (Anton Paar, Graz, Austria) bestimmt und mit der Software SED NTERP 

berechnet (http://www.rasmb.bbri.org; Lit. [613]). Das partielle spezifische Volumen betrug 

0,736 mL/g. Die apparente Masse wurde mit Hilfe des Programms MSTAR von Harding und 

Cölfen bestimmt. Die Daten der Sedimentationsgeschwindigkeitsmessung wurden mit Hilfe 

des Programms SEDFIT von Schuck ausgewertet und führten zur spezifischen Verteilung der 

molaren Massen c(M).   

14.2.10 Limitierte Proteolyse 
 
Theoretischer Hintergrund 

Die limitierte Proteolyse ist eine Methode zur strukturellen Analyse von Proteinen und 

Peptiden. Da zur Spaltung der Peptidbindung durch Proteasen eine Peptidsequenz von bis zu 

10 Aminosäuren in einer zugänglichen, flexiblen Konformation notwendig sind, kann man 

schließen, dass die spezifische Position der Spaltung innerhalb der Primärstruktur exponiert, 

flexibel oder auch schwach strukturiert sein muss.[614] Diese Methode fand bereits in der 

strukturellen Analyse von Amyloiden Anwendung. Man konnte auf diese Weise zeigen, 

welche Segmente der amyloidogenen Primärstruktur nicht Teil der gegenüber Proteasen 

relativ stabilen und β-Faltblatt-reichen, amyloiden Kernstrukturen sind.[592, 594]  

 

Durchführung 

Die Methode wurde hier angewendet, um die unterschiedliche Stabilität der jeweiligen 

Komplexe gegenüber Proteasen zu untersuchen. Die jeweiligen Peptidproben enthielten stets 

eine Gesamtpeptidkonzentration von 150 µM in 10 mM Phosphatpuffer (10 mM, pH 7.4, 

0.1% NaN3). Die Peptidlösung wurde mit einer Enzymstammlösung so verdünnt, dass die 

Gesamtpeptidkonzentration 100 µM entspricht. Alle Proben wurden bei 37°C inkubiert. Die 

Inkubationszeit wurde nach bestimmten Zeitpunkten durch die Addition von Acetonitril 

(0,1% TFA) und 1%-iger TFA gestoppt, wodurch die Peptidkonzentration auf 33µM verdünnt 

wurde. Diese Prozedur ist zur Auflösung der amyloiden Fibrillen und Inhibierung jeder 

weiterer Form von amyloider Aggregation im Autosampler der HPLC sowie zur 

Deaktivierung der Protease notwendig. Die einzelnen Proben wurden mit Hilfe der 

analytischen HPLC (Merck LaChrome Elite System, Merck, KGaA, Darmstadt, Germany) 

unter Verwendung einer Merck Chromolith HPLC Säule untersucht. Die Peptide wurden mit 

einem linearen Gradienten aus H2O/Acetonitril/0,1%TFA eluiert. Die Peptidkonzentration 
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wurde über die Berechnung der HPLC Peak-Fläche bei 220 nm anhand einer zuvor 

aufgenommenen Standardkurve erstellt. Hierfür wurde die Konzentration des Standardpeptids 

mit UV bestimmt. Anschließend wurde eine Verdünnungsreihe mit HPLC aufgenommen, mit 

der schließlich die Fläche unter dem Peak einer Konzentration zugeordnet werden konnte.  

14.2.11 Computer-Algorithmen zur Vorhersage des Fal tungsverhaltens 

14.2.11.1 AGADIR 
 
AGADIR ist ein Algorithmus zur Vorhersage der Helizität von Peptidsequenzen, d. h. der 

Tendenz zur Bildung von α-helikalen Strukturen. Es basiert auf der Helix-Coil-Theorie, 

genauer auf dem Lifson-Roig Modell, und wurde von Serrano, Munoz und deren Mitarbeitern 

entwickelt.[9, 615, 616] Das Lifson-Roig Modell ist ein Modell der statistischen Mechanik, das 

Aussagen über die Wahrscheinlichkeit des Konformationsübergangs eines Aminosäurerests 

von ungefalteten in den α-helikalen Zustand erlaubt. Die ursprüngliche Version von AGADIR 

berücksichtigte die Helix-Propensität ohne Wasserstoffbrückenbindungen, die Enthalpie der 

Wasserstoffbrückenbindung, die Wechselwirkungen zwischen den Seitenketten und die 

Entfaltung am Ende von helikalen Sequenzen. In weiteren Entwicklungsschritten wurden 

schließlich auch andere potentielle Konformationen für eine Aminosäure neben der helikalen 

Konformation mit einbezogen. Der Algorithmus berücksichtigt darüber hinaus 

elektrostatische Wechselwirkungen, das Helix-Dipolmoment, die pH-Abhängigkeit, die 

Temperatur, capping-Motive und die Ionenstärke. Zur Evaluierung des Algorithmus wurden 

1200 Peptide analysiert und die Ergebnisse wurden mit experimentellen Werten verglichen. 

AGADIR ist in der Lage, zuverlässig Vorhersagen bezüglich der helikalen Tendenz für jede 

Peptidsequenz zu machen. Darüber hinaus kann der Algorithmus auch Vorhersagen bezüglich 

der chemischen Verschiebung und Kupplungskonstanten bei NMR treffen.[9] Der Algorithmus 

lässt sich über die Website www.agadir.crg.es nutzen.  

14.2.11.2 TANGO 
 

Der auf der statistischen Mechanik beruhende Algorithmus TANGO wurde zur Vorhersage 

von cross-β-Aggregation, d. h. Bildung amyloider Aggregate, in Peptiden und denaturierten 

Proteinen entwickelt. Der Algorithmus basiert auf einfachen physiko-chemischen Prinzipien 

und berücksichtigt neben dem ungefalteten Zustand die Propensitäten verschiedener 

Sekundärstrukturen. Dazu gehören β-turn, α-Helix, aggregierende β-Faltblatt- sowie 

aggregierende α-Helix-Strukturen. Zur Vorhersage der Aggregationstendenz wird 

angenommen, dass die amyloidogene Kernsequenz vollständig desolvatisiert wird. Die 
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entsprechende energetische Bilanz wird mitberücksichtigt. Darüber hinaus werden 

elektrostatische Wechselwirkungen, d. h. der Grad der Ionisierung in Abhängigkeit vom pH-

Wert und der Temperatur miteinbezogen. Optional lässt sich auch der Einfluss des 

Lösungsmittels Tetrafluorethan TFE zum einen über die Verstärkung des Einflusses von 

Wasserstoffbrückenbindungen und zum anderen über die Erhöhung der helikalen Propensität 

mit einbeziehen. TANGO wurde mit Hilfe von 175 Peptiden und 20 Proteinen evaluiert und 

ist in der Lage, die Wahrscheinlichkeit der cross-β-Aggregation vorherzusagen und die 

spezifischen Segmente der Primärstruktur (siehe amyloidogene Kernsequenzen) zu 

identifizieren, welche die für Aggregation verantwortlich sind. Der Algorithmus lässt sich 

über die Website www.tango.crg.es nutzen.  

14.3 Strukturelle Charakterisierung  

14.3.1 Elektronenmikroskopie  
 

Aufbau eines Elektronenmikroskops (nach Lit. [617]) 

Prinzipiell ist der Aufbau eines Elektronenmikroskops mit dem eines Lichtmikroskops 

vergleichbar. An die Stelle der Glaslinsen im Lichtmikroskop treten magnetische Linsen in 

Form von eisenummantelten Wicklungen, durch die ein Strom fließt und so das Magnetfeld 

erzeugt wird. Magentische Linsen wirken als Sammellinsen. Eine Kathode dient als 

Elektronenquelle, indem sie elektrisch aufgeheizt wird und dadurch Elektronen emittiert 

werden. Eine Anode, an der eine Spannung von Größenordnungen von 105 Volt anliegt, 

beschleunigt die Elektronen. Kondonsorlinsen fokussieren den Elektronenstrahl auf das 

Objekt. Der Elektronenstrahl durchdringt das Objekt durch mehrere Projektivlinsen 

aufgeweitet, wodurch die Vergrößerung erhöht wird. Die Aufnahmen wurden auf Negativen 

dokumentiert.  

 

Durchführung 

Die elektronenmikroskopischen Experimente wurden von Hans v. Berlepsch 

(Forschungszentrum Elektronenmikroskopie, FU Berlin) durchgeführt. Mit Hilfe der 

Elektronenmikroskopie lassen sich die peptidbasierten Aggregate abbilden und strukturell 

untersuchen. Für die im Rahmen dieser Arbeit erstellten Bilder wurde die 

Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) und Kryo-TEM verwendet. Der wesentliche 

Unterschied liegt in der Präparation der Proben. Für TEM werden getrocknete Filme auf 

weitmaschigen Gittern (grids) untersucht. Dazu wurden ca. 5 bis 10 µL der Peptidlösung auf 

Kohlenstoff-beschichteten Kupfern-Gittern (400 mesh) absorbiert. Nach der Anfärbung mit 



Experimentelle Beschreibung  

 211 

1%iger Phosphorwolframsäure (PTA) wurden die Gitter an der Luft getrocknet. Die TEM-

Aufnahmen wurden bei einer Vergrößerung von 58300 und einem Defokus von 0,7 µm 

aufgenommen.  

Zur Bereitung der Proben für die Kryo-TEM-Aufnahmen wird ein Droplet (5 bis 10 µL) der 

Peptidlösung auf ein hydrophilisiertes, perforiertes und Kohlenstoff-beschichtetes Gitter bei 

Raumtemperatur aufgetragen. Die überstehende Flüssigkeit wird zu einer ultradünnen Schicht 

über die Löcher des Gitters gestrichen. Das Gitter wird sofort mit flüssigen Ethan bei einem 

Gefrierpunkt von -184 °C vitrifiziert. Durch diesen schnellen Kühlungsprozess wird eine 

störungsfreie thermale Fixierung (Vitrifizierung) der wässrigen Lösung erreicht ohne 

Kristallisierung des Lösungsmittels und der daraus folgenden Veränderung der zu 

untersuchenden Aggregate. Die vitrifizierten Proben werden mit Hilfe von flüssigem 

Stickstoff zu einem CM 12 Transmission Elektronenmikroskop transportiert. Die 

mikroskopischen Studien werden bei -175 °C bei einer Vergrößerung von 58300 und einem 

Defokus von 1,5 µm durchgeführt. Die Bereitung von Kryo-TEM-Aufnahmen dient u. a. auch 

dazu, mögliche Präparationseffekte bei TEM-Aufnahmen auszuschließen. 

14.3.2 Röntgenbeugung  
 

Probenpäparation  

Die Experimente wurden in Zusammenarbeit mit Hans v. Berlepsch (Forschungszentrum 

Elektronenmikroskopie, FU Berlin) sowie Jörk Leiterer und Franziska Emmerling (BAM, 

Bundesinstitut für Materialforschung) am BESSY (Berlin) durchgeführt. Zunächst wurde das 

gereinigte Peptid in frisch gefiltertem 10 mM Phosphat- bzw.- Azetatpuffer gelöst und für 7 

 

Abbildung 153:  Kontrastumkehr zwischen TEM und Kryo-TEM-Aufnahmen. Schematische 
Darstellung der angewendeten Kontrastierungsarten (die schwarzen Kreise repräsentieren 
Aggregate) (nach Lit. [617]). 
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bis 10 Tage bei Raumtemperatur inkubiert. Die amyloiden Aggregate wurden mit Hilfe von 

CD-Spektroskopie, ThT-Assay und TEM überprüft. Die Peptidkonzentration wurde mit Hilfe 

der UV-Spektroskopie (14.2.2 Konzentrationsbestimmung) bestimmt. Letztendlich lag die 

Peptidkonzentration in einem Bereich 200 bis 1000 µM. Da die Intensität der Reflektionen 

relativ zum Hintergrund des Lösungsmittels mit Dichte der Packung der Fibrillen ansteigt, ist 

eine hohe Peptidkonzentration notwendig. Dies wird durch Eintrocknung der Peptidlösung 

erreicht.[618] Verschiedene Methoden wurden hierbei ausprobiert. Die einfachste Methode ist 

das Einrockung der Peptidlösung in den Eppendorf® Probengefäßen (1,5 mL), was zu einem 

dünnen Film an der Oberfläche des Gefäßes führt. Zur Bereitung von Proben mit partiell 

gerichteten Fibrillen wird ein Droplet der Peptidlösung zwischen zwei silikonisierten Enden 

von Glaskapillaren in einem Abstand von 1,5 mm getrocknet. Durch mehrere 

Wiederholungen wird so ein Bündel von gerichteten Fibrillen erreicht. Die getrockneten 

Proben wurden in einem dünnen Klebeband fixiert (Scotch Tape, Carl Roth GmbH, 

Karlsruhe, Berlin) 

 

Durchführung der Messung   

Alle Röntgenbeugungsexperimente wurden mit Hilfe einer synchrotronen 

Röntgenstrahlungsquelle am BESSY durchgeführt (Berlin, Deutschland). Der Aufbau ist in 

der Literatur[619] detailliert beschrieben. Für die Röntgenbeugungsmessungen wird ein 

Strahlgang von etwa 300 µm Durchmesser an der Fokusposition verwendet. Die Abweichung 

des Strahlgangs betrug weniger als ein 1 mrad (horizontal und vertikal) bei einem Photonflux 

von 1 × 109 s-1 und einem Ringstrom von 100 mA. Alle Experimente wurden mit Hilfe von 

hoch monochromatischer Röntgenstrahlung durchgeführt. Die Intensität der Beugung wurde 

bei einer Wellenlänge von λ = 1.0024 Å gemessen und mit Hilfe eines 2D MarMosaic CCD 

Detektors aufgezeichnet. Der Abstand zwischen der Probe und dem Detektor wurde in einem 

Bereich von 200 bis 300 mm variiert. Die Dauer der Exponierung variierte von 10 s bis 10 

min in Abhängigkeit vom erzielten Kontrast. Die Messapparatur wurde mit Hilfe von 

Korundpulver (Al2O3, Korngröße < 10µM, Sigma-Aldrich) kalibriert. Eindimensionale 

Beugungsprofile wurden durch azimutale Mittlung der zweidimensionalen Muster mit Hilfe 

des Programms FIT2D kreiert.[620] Nach der Mittlung der eindimensionalen Profile der 

getrockneten Proben wurde der Hintergrund ohne Probe abgezogen, hier das Klebeband bzw. 

die Beugung einer leeren Probe.  
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14.3.3 Festphasen-Kernresonanzspektroskopie ( ssNMR )  
 

Diese Methode nutzt das Phänomen der kernmagnetischen Resonanz. Eine homogenes 

Magnetfeld führt bei Atomkernen mit einem magnetischen Moment zu einer Aufspaltung der 

Energieniveaus des Kernspins in mehrere Zustände. Wenn man Radiowellen mit einer 

Frequenz einstrahlt, die diesem Energieunterschied zwischen den Zuständen entspricht 

(Resonanz), lässt sich ein Übergang induzieren. Diese Methode dient der spektroskopischen 

Untersuchung der elektronischen Umgebung einzelner Atome und der Wechselwirkung mit 

benachbarten Atomen und lässt sich u.a. zur strukturellen Charakterisierung von 

Biomolekülen, wie z.B. amyloide Aggregate, nutzen.[612]  

Amyloide Fibrillen sind zwar unlösliche aber nicht kristalline Aggregate. Es ist daher nicht 

möglich die Struktur mit hochauflösenden Methoden wie der Kristallstrukturanalyse oder 

herkömmlicher NMR-Spektroskopie aufzuklären. Die Festphasen-NMR (solid state-NMR) 

konnte aber in den letzten Jahren einen entscheidenden Einblick in den Aufbau amyloider 

Fibrillen auf molekularer Ebene geben. NMR-Spektroskopie lässt sich nur mit Hilfe 

magnetisch aktiver Kerne (Nuklide mit ungerader Massen- oder Ordnungszahl) durchführen. 

Bei der herkömmlichen NMR-Spektroskopie von Lösungen ist der wichtigste Atomkern das 

Proton. Jedoch bei der Festphasen-NMR führen Proton-Resonanzen zu breiten Peaks die sich 

nicht auflösen lassen. Daher ist die Markierung mit 13C und 15N Isotopen notwendig. Die 

lassen sich mit Hilfe der Festphasenpeptidsynthese oder durch rekombinante Expression in 

einem Nährmedium aus 15N-markiertes Ammoniumchlorid und 13C6-markierte Glukose. Die 

Verwendung von 1,3-13C2-Glycerol, 2-13C-Glycerol oder 1-13C-Glycerol führt zur 

Reduzierung der Isotopenmarkierung, wodurch mögliche Überlappungen der Resonanzen 

verringert werden kann.[626] Durch die Mischung von Isotopen-markierten Peptidsequenzen 

mit unmarkierten Peptidsequenzen, lassen sich mögliche Kontakte in den NMR-Spektren auf 

intramolekulare Kontakte begrenzen. Dies ermöglicht einen Einblick in den 

dreidimensionalen Aufbau einer Fibrille.[626]   

Verschiedene NMR-spektroskopische Methoden stehen zur Erhebung von strukturellen Daten 

zur Verfügung. Aufrgund der Überlagerung verschiedener Signale, ist es unmöglich 

eindimensionalen Spektren in der Festphasen-NMR-Spektroskopie zu interpretieren.[612] Mit 

Hilfe von 2D-Experimenten lassen sich diese Überlagerung auflösen. Dazu wird eine Reihe 

von Spektren aufgenommen, die sich in der Phase und Intensität systematisch ändern. Durch 

Fourier-Transformation entsteht entlang einer Zeitachse eine Reihe von eindimensionalen 

Spektren. Durch erneute Fourier-Transformation entlang der Zeitachse ensteht aus diesen 

Spektren ein zweidimensionales Spektrum, das üblicherweise als Höhenliniendiagramm 
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dargestellt wird.[612]  Im homonuklearen 2D-Spektrum zieht sich eine diagonale Linie durch 

das Spektrum. Zusätzlich symmetrisch zur dieser Diagonalen sind sogenannte Kreuzsignale 

erkennbar, die aufgrund des Austausch der Magentisierung zwischen zwei Kernen entstehen. 

Sie beruhen auf der Wechselwirkung zwischen zwei Kernen und enthalten die eigentliche 

Strukurinformation. Für die NMR-Spektroskopie an Biomolekülen werden im Wesentlichen 

drei verschiedene 2D-Experimente verwendet.  

2D-COSY (correlation spectroscopy) ist eine zweidimensionale Methode, wobei die Kerne 

über skalare Kopplung miteinander korreliert werden können. Das 2D-TOCSY (total 

correlated spectroscopy) werden ebenfalls wie beim 2D-COSY die Kerne über die skalare 

Kopplung korreliert, jedoch können mehrere Kopplungen der in einen Spinsystem 

verbundenen Kerne miteinander korreliert werden.   

2D-NOESY (nuclear overhauser enhancement spectroscopy) ist eine zweidimensionale 

Methode, wobei die Kerne über den Kern-Overhauser-Effekt (NOE), d.h. der dipolaren 

Wechselwirkung des Kernspins, und nicht über skalare Kopplung korreliert werden. Die 

Wechselwirkung des Kernspins wirkt durch den Raum, wobei die Korrelation vom 

räumlichen Abstand abhängig ist.  Die Auswertung der Spektren ermöglicht eine sequentielle 

Zuordnung, d.h. die Zuordnung der NMR-Signale der Aminosäuren aufgrund der 

Wechselwirkung mit den benachbarten Amonisäuren.[612] Mit Hilfe der chemischen 

Verschiebung des α-C-Atoms und β-C-Atoms lässt sich die Sekundärstruktur bestimmen. Die 

Torsionswinkel φ und ψ des Peptidrückgrats lassen sich auf Basis der Zuweisung der 

Resonanzen mit Hilfe des Programms TALOS berechnen.[626] So lässt sich bei amyloiden 

Fibrillen z.B. die Ausdehnung der β-Faltblattstruktur bestimmen.[626]   

 

Für die tiefergehende Beschreibung der Methodik (z.B. spezifische Pulssequenzen usw.) zur 

Erlangung der im Rahmen dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse bezüglich der Festphasen-

NMR muss ich auf die Kooperationspartner Frau Prof. Monica de Santos Freitas (Instituto de 

Bioquímica Médica, UFRJ) und Prof. Hartmut Oschkinat (Leibniz-Institut für Molekulare 

Pharmakologie, FMP) verweisen, da ich selbst die NMR-spektroskopischen Messungen nicht 

durchgeführt und die Spektren selbst nicht interpretiert bzw. ausgewertet habe.[560]  
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15 Abkürzungsverzeichnis 
 

Å Angström (0,1 nm = 10−4 µm = 10−7 mm = 10−10 m) 

Aβ-Peptide Aβ(1-40) und Aβ(1-42) sind Spaltprodukte der Wirkung von β- und γ-Sekretase auf des 
Vorläufer Protein APP und führen zu extrazellulären amyloiden Aggregaten im Rahmen 
der Alzheimerschen Krankheit 

Abz ο-Aminobenzoesäure 

ACN Acetonitril 

AFM Atomic Force Microscopy, Rasterkraftmikroskopie 

Aib 2-Aminoisobutylsäure 

(h)APP (human) Amyloid Precursor Protein; Vorläuferprotein des Aβ-Peptids 

AUZ (engl. 
AUC) 

Analytische Ultrazentrifugation 

Boc tert-Butyloxycarbonyl 

CD engl.circular dichroism ; Zirkulardichroismus 

CSF cerebrospinal fluid ; engl. für Gehirn-Rückenmarks-Flüssigkeit 

Da Dalton 

DBU 1,8-Diazabicyclo[5.4.0]undec-7-en 

DCM Dichlormethan 

DIC N,N’-Diisopropylcarbodiimid 

DMF Dimethylformamid 

DIPEA  N,N-Diisopropylethylamine 

EGCG Epigallocatechingallat 

Fmoc 9-Fluorenylmethoxycarbonyl 

FTIR Fourier-Transform-Infrarot-Spektroskopie  

HET-s Funktionales Prion des Pilzes Podospora anserina, schützt Pilzkolonien vor „fremden“ 
Zellen oder anderen Pilzkolonien 

HFIP Hexafluoroisopropanol 

hIAPP human islet amyloid polypeptide, wird auch als Amylin bezeichnet. (� Amyloidogenesis 
Typ II Diabetes) 

HOBt 1-Hydroxybenzotriazol 

HPLC Hochleistungsflüssigkeitschromatographie 

ITC isothermal titration calorimetry ; Isotherme Titrationskalorimetrie  

MD Moleküldynamik 

MS Massenspektrometrie 

NIAD-4 [[5'-(4-Hydroxyphenyl)[2,2’-bithiophen]-5-yl]methylen]-propandinitril  

NMP N-Methyl-2-pyrrolidon 

NMR Kernspinresonanz 

PEG Polyethylenglykol 

poly-Q Ausgedehnte Glutaminsequenz im Huntigton Protein (Htt), welche im Rahmen der 
Huntingtonschen Krankheit zu intrazellulären Aggregaten und ferner zur 
Neurodegenerartion führt  

PrPc Prion Protein cellular = zelluläres Prion-Protein; schützt Nervenzellen vor toxischen 
Substanzen wie Cu2+, H2O2 und freien Radikalen 
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PrPSc  Prion Protein Scrapie; pathogene Form des Prion-Proteins; amyloides Aggregat, wirkt 
neurodegenerativ � Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (CJK)  

ROS reactive oxygen species; toxische freie Sauerstoff-basierte Radikale   

SEC size exclusion chromatography ; Größenaustauschchromatografie 

TBTU 2-(1H-Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethylamintetrafluoroborat 

TEM Transmissionselektronenmikroskopie 

TFA Trifluoressigsäure 

TFE 2,2,2-Trifluorerthanol  

ThT Thioflavin T 

TIS Triisopropylsilan 

TTR Transthyretin ; Thyroxin bindendes Präalbumin, TBPA  

Ure2p Hefe Protein; unterdrückt die Transkription von Genen, die den Stickstoffhaushalt 
regulieren; aggregierter Prion-Form ist inaktiv 

UV Ultraviolett ; UV-Spektroskopie 

Xaa Aminosäure (allgemein) 
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