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Referat

Die Aggregation einer ganzen Reihe von verschiedePmteinen steht in einem engen
Zusammenhang mit verschiedenen Krankheiten, wie AlBheimer. Obwohl die daftr
verantwortlichen Proteine sich in ihrer Ausgangsgdtr und ihrer Sequenz unterscheiden,
zeigen sie alle die strukturelle VeranderungGdaaltblatt-reichen fibrillaren Aggregaten mit
der charakteristischeaross-S-Struktur. Der zugrunde liegende Mechanismus vérléber
mehrere Stufen, indem sich instabile prafibrill&@digomere Gber fibrillare Vorstufen
schlie3lich zu amyloiden Fibrillen zusammenlagddie mechanistischen Details sind nur
wenig verstanden und viele verschiedene StrategierEntwicklung von Inhibitoren gegen
die amyloide Aggregation sind bisher verfolgt wordén den meisten Fallen binden die
chemisch diversen Verbindungen an bereits aggtegiarmen des amyloidogenen Proteins
in der FFaltblattkonformation. Dascreening von Substanzbibliotheken und das rationale
Design fuhrt in den meisten Féllen zu Inhibitorea an die aggregierte Spezies binden und
die weiter Polymerisation durch die Blockierung dAddition weiterer Monomere
unterbinden. Zahlreiche Studien in der Entwicklymeptidbasierter Inhibitoren gehen von
amyloiden Kernsequenzen der jeweiligen Proteine dassie dafir bekannt sind, an sich
selbst zu binden. Peptidbasierte Inhibitoren bingkemst an das amyloidogene Peptidriickgrat
in SFaltblattkonformation. Einmal gebunden, blockierediese Inhibitoren das
Fibrillenwachstum durch sterische Effekte, elek@mtische Abstol3ung oder durch das
Unterbinden der Ausbildung von Wasserstoffbrickedbngen. Doch diese Strategie kann
maoglicherweise die Menge an prafibrillaren Oligoerererh6hen, welche als wesentliche
toxische Spezies des Amyloidbildungsprozesses tiskuverden. Daher sind alternative
Ansatze notwendig. Der Ubergang vom Iéslichen Moaoin B-Faltblatt-reiche Spezies ist
hierbei der entscheidende Schritt. Einige natiUelieimyloidogene Peptidsequenzen bergen
ebenfalls Elemente einer-Helix oder bilden wéahrend des Aggregationsprozessdikale
Intermediate. Die Stabilisierung der helikalen Kamfation zur Vermeidung des
entscheidenden Schritts ist daher ein viel verseder Ansatz in der Inhibition.

Im Rahmen dieser Arbeit werden Studien beschrieblén,das Potential dieser Strategie
anhand von Modellpeptiden demonstrieren. Der Andmiuht auf helikalen peptidischen
Inhibitoren, die designt worden sind, die amyloielogn Modellpeptide in einem helikalen
Komplex zu stabilisieren und auf diese Weise derrgding zuy3-Faltblattkonformation und
daraus folgend die Bildung von amyloiden Fibrillea inhibieren. Darlber hinaus konnte
gezeigt werden, dass helikale peptidische Inhieitom der Lage sind, bereits gebildet

amyloide Fibrillen wieder aufzulésen.



Abstract

The formation of amyloid aggregates is respondiimiea wide range of diseases, for example
Alzheimer’s disease. Although the amyloid formimgtgins have natively different structures
and different sequences, all undergo a structirahge to form amyloid aggregates that have
a characteristic crosg-structure. The mechanism is a multistep processhith unstable
prefibrillar oligomers assemble via fibrillar inteediates into amyloid fibrils. The
mechanistic details of this process are poorly tstded and different strategies to develop
inhibitors of amyloid formation are followed to éatin most cases, chemically diverse
compounds bind to an elongated form of the proiteia S-strand conformation and thereby
exert their therapeutic effect. The screening lofaliies of small molecules and the rational
design leads in most cases to inhibitors that bindggregated species and prevent further
polymerization by blocking the addition of peptidgonomers. Numerous studies in the
development of peptide based amyloid aggregatibibitors have taken the core sequence of
the target peptide as a lead as it is already krtoviaind to itself. The peptide based inhibitors
were designed to bind to the peptide backbongsheet conformation. They block further
elongation by steric effects, electrostatic remuisor inhibition of the formation of hydrogen-
bonds. However, blocking fibril formation with th&rategy could increase the amount of
prefibrillar oligomeric forms, which are thought twe the toxic species in the amyloid
formation process. Therefore, alternative approseine necessary.

The conversion from the soluble monomeric form iftsheet rich aggregated morphologies
appears to be the key event. Several naturallyraoguamyloidogenic peptides that fofta
sheet rich fibrils harbor also amhelix in the primary structure or appear to forelital
intermediates during amyloid formation under certeonditions. Therefore, one promising
approach is the stabilization of the helical confation to prevent the key-event, the
conversion tgz-sheet and the formation amyloids.

This thesis presents the investigation of the gakof this approach using model peptides.
The approach consists of a helical inhibitor peggtigvhich are designed to engage amyloid
forming model peptides in a stable helical arrangietmthus to prevent rearrangement into a
[sheet conformation and the subsequent formatioanofloid-like fibrils. Moreover, the

helix forming peptide is able to disassemble matumngloid-like fibrils.
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Einleitung

1 Einleitung

Die Faltung eines Proteins in eine definierte dne@hsionale Struktur steht in einem engen
Zusammenhang mit der Funktion des Proteins. Fumkigo Proteine kontrollieren und
regulieren lebenswichtige biochemische Prozessealiamén als Strukturproteine in lebenden
Systemen. Bestimmte Umstande konnen jedoch zu dwebifaltung des Proteins mit
dramatischen Folgen fir den Organismus fuhren. Babklfaltung von Proteinen und die
anschlieBende selbstorganisatorische Aggregation nechtfunktionalen, unléslichen,
fibrillaren Strukturen, welche als Amyloide bzws @amyloide Aggregate bezeichnet werden,
stehen in Verbindung mit einer ganzen Reihe vorrdatkungen. Der Begriff ,amyloid”
bedeutet starkeahnlich und geht auf frilhe histetdg Untersuchungen von Rudolph
Virchow zurtick, der 1854 feststellte, dass abnoemfddlagerungen im Gehirn sich ahnlich
wie Starke mit lod anfarben lassénDer Prozess der Anreicherung amyloider Ablageronge
in verschiedenen Geweben wird als Amyloidose bérneit Daraus folgende Erkrankungen
beruhen jeweils auf der Fehlfaltung und Aggregagores spezifischen Proteins. Bisher sind
ca. 27 verschiedene Proteine bekannt, deren Aggraga Verbindung mit entsprechenden
Erkrankungen stehen. Dazu gehdren neurodegenerdtiekheiten, mit entsprechenden
Ablagerungen im Gehirn, lokale Amyloidosen, mit Adgerungen in unterschiedlichen
Geweben und Organen, und systematische Amyloidos#e Ablagerungen in gleichzeitig
verschiedenen Geweb&h. Eine Auswahl einiger dieser Krankheiten untertdiit die

verschiedenen Gruppen ist in der Tabelle 1 aufgefih

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

Krankheit Aggregierendes Protein Anzahl der Aminosau ren
Neurodegenerativ
Alzheimer-Krankheit Amyloid-B-Peptid 40 oder 42
Parkinson-Krankheit a- Synuclein 140
Huntington-Krankheit Huntington mit Poly-Q Sequenz 3144

Lokale Amyloidose
Typ Il 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 loslichen, funktionalen Protinn schwer I6sliche amyloide Fibrillen
ist ein auRerordentlich komplexer Prozés©ie Komplexitat bezieht sich sowohl auf die
Kinetik des Aggregationsprozesses als auch aufirierschiedlichen Strukturen, die wahrend
des Aggregationsprozesses gebildet werden. Seeisticktionale, native Struktur nattrlicher
amyloidogener Proteine sehr unterschiedlich. Tz unterschiedlichen nativen Struktur
zeigen natdrliche und synthetische amyloidogenetidRebzw. Proteine im amyloiden
Zustand erstaunlicherweise viele Ubereinstimmengderischaften. Zu diesen Eigenschaften
gehdren die charakteristische Morphologie der Hdori in elektronenmikroskopischen
Aufnahmen, ein typisches RoOntgenbeugungsmustee eatgrine Doppelbrechung bei
Anfarbung der Fibrillen mit dem Farbstoff Kongoratjine typische Verschiebung der
Fluoreszenz bei der Anfarbung mit dem Farbstoffoflavin T sowie einef-Faltblatt-
Signatur in CD-Spektreft. ¥ Fibrillare Ablagerungen, die diese Eigenschaftafwaisen,
werden unter dem Begriff Amyloid zusammengefasse Demeinsamen Eigenschaften
beruhen dabei auf Gemeinsamkeiten in der Strulduwerschiedenen Proteine im amyloiden
Zustand?!

Zahlreiche neurodegenerative Krankheiten, wie zHarkinson, Creutzfeld-Jakob und
Alzheimer, stehen in Verbindung mit der Bildung domjer Aggregate im Gehirn. Morbus
Alzheimer gehért zu den haufigsten Formen der rdmgenerativen Erkrankungen und
umfasst bis zu 80 % der an Demenz erkrankten Reatieneltweit. Das Ausmafl und die
Folgen der Demenz werden in dem jungsten Welt-Ailmke Bericht aus dem Jahre 2010 der
Alzheimer Disease International (ADI), einem Zusaensthluss von Alzheimer-
Vereinigungen aus der ganzen Weltdeutlich. Dieser Bericht zeigt einen deutlichen
Zusammenhang zwischen dem Wohlstand eines Landed der Zahl der
Demenzerkrankungen. Uber die Halfte der MenschenDeimenz leben in Landern mit
hohem Einkommen, 39 % in Landern mit mittleren Bmknen und lediglich 14 % in
Landern mit niedrigem EinkomméHh. Der Wohlstand sorgt fir ein langeres Leben der
Menschen, aber gleichzeitig steigt das Risiko, @mBnz zu erkranken. Heute sind ca. 35
Millionen Menschen weltweit an Demenz erkrankt. Jahre 2010 betrugen die weltweiten
O0konomischen Kosten von Demenz ca. 420 MilliardemoEwas Uber den Kosten fur Herz-
oder Krebserkrankungen liegt. Die Anzahl der Erktan und die damit verbundenen Kosten
werden nach dem ADI-Bericht bis 2030 auf ca. dapp@tie ansteigelf. Demenz im
Allgemeinen und die Alzheimer-Krankheit im Besoreter haben daher eine grol3e
gesellschaftliche und wirtschaftliche Bedeutung wthd Forschung an Amyloiden und
insbesondere die Entstehung und Behandlung dereltmrschen Krankheit bildet einen

Schwerpunkt in der wissenschatftlichen Forschung.
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Alois Alzheimer beschrieb schon 1906 den Zusammmamhawischen Stérungen der
Hirnfunktionen und extrazellularen Ablagerungenn denilen Plaques. So sind im Rahmen
histologischer Untersuchungen die senilen Plagiiesom degenerierten Nervenzellen mit
abnormalen Axonen und Dendriten umrandet. Mittel@&0er Jahren konnte man schlief3lich
die amyloidogene Hauptkomponente der senilen Pagles Amyloids-Peptid (AG—Peptid,
isolieren. Es lasst sich ebenfalls in den Blutgeféi$n Gehirn und aul3erhalb des Gehirns
nachweisen. In der Forschung geht man davon ass, elaus diversen Grinden, wie z.B.
durch genetische Disposition, durch den Alterungagss oder bedingt durch die Umwelt, zu
einer Akkumulation und Aggregation des betreffendiefiPeptids kommt. In der Folge
kommt es zu Schéadigungen und Verlust von Nerveezgelvas schliel3lich zur Demenz
fihrt !
Die wissenschaftliche Forschung beschaftigt sich Rragestellungen der strukturellen
Charakterisierung sowie der molekularen Grundlages Aggregationsprozesses, aber auch
mit Moglichkeiten zur Vorhersage, Vorbeugung, Diagm und Behandlung der Erkrankung.
Begrenzte Erfolge lassen sich zwar verzeichnengcjedist der Durchbruch, d.h. eine
wirksame Therapie, noch nicht erreicht. Die Entdeck eines Weges zur Behandlung
derartiger Erkrankungen stellt noch immer eine grblgrausforderung fir die Forschung dar
und vielfaltige Ansatze werden dabei verfolgt, dom der Entwicklung kleinerer peptid- und
nicht-peptidbasierter Verbindungen, von Molekiler|che die korrekte Faltung des Proteins
unterstitzen, bis hin zum Design von spezifischatikérpern reichen. Grundlegend fur die
Entwicklung von Therapien ist ein Verstandnis desagnten Prozesses, von der Entstehung
bis hin zu den spezifischen Auswirkungen amyloikiggregate.
Der Aggregation amyloidogener Proteine und Pepigtleein mehrstufiger Prozess, wobei
ausgehend von der nativen Ausgangsstruktur instapiBfibrillare Oligomere gebildet
werden, die Uber fibrillare Vorstufen schliel3lich amyloiden Fibrillen aggregieren. In den
letzten Jahren hat sich die Sicht auf amyloide Aggte stark verandert. So ging man
zunachst von einer generellen Toxizitat der amyoiéibrillen aus. Nun stehen jedoch die
Intermediate zwischen nativer Ausgangstruktur umdyleider Fibrille als eigentliche
toxische Spezies im Fokus der wissenschaftlichasdRong. Die Intermediate sind instabil
und entziehen sie sich daher der strukturellen &arisierung, was das strukturbasierte
rationale Design von potentiellen Inhibitoren exgelt. Die Suche nach chemischen
Verbindungen mit Hilfe von Substanzbibliotheken was rationale Design fuhren haufig zu
Inhibitoren, die lediglich den Polymerisationsprege d.h. das Wachstum der Fibrillen,
inhibieren. Die Bildung von potentiell toxischentdrmediaten wird jedoch dadurch nicht
verhindert. Daher mussen alternative Strategien eni$prechende effektive Inhibitoren
5
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entwickelt werden, welche die Bildung von toxiscHatermediaten verhindern bzw. sie in
nicht-toxische Formen uberfiihren. Der Ubergang sen nativen Struktur des Proteins zu
[-Faltblatt-reichen Aggregaten ist hierbei entschaidd asst sich der Ubergang durch die
Zugabe entsprechender Inhibitoren vermeiden, kongientoxischen Intermediate nicht
gebildet werden. Ein Ansatzpunkt liegt in der Pmstiéuktur einiger amyloidogener Peptide,
die trotz ihrer Neigung zur BildungFaltblatt-reicher Aggregate helikale Elemente atiém.
Andere amyloidogene Peptide scheinen im ProzesBitiemg amyloider Aggregate helikale
Intermediate zu bilden. Eine Strategie ist daherspiezifische Adressierung der molekularen
Ambivalenz zwischens-Faltblatt unda-Helix und die Beeinflussung in Richtung stabiler
a-helikaler Strukturen. Auf der Baste novodesignter Modellpeptide wurde das Potential
dieser Strategie zur Vermeidung des Ubergangs ven Kbnformation der nativen
Ausgangsstruktur zg#-Faltblatt-reichen Aggregaten im Rahmen dieser Annatersucht und
beschrieben. Modellpeptide sind hierbei aus veestdnien Grinden vorteilhafter gegentber
natirlichen amyloidogenen Sequenzen. Zum einedeisProzess der Aggregation naturlicher
Systeme aul3erordentlich komplex und bis heute mdiistandig aufgeklart, und zum
anderen sind naturliche amyloidogene Peptide ingah zu Modellsystemen nur schwer
synthetisch zuganglich und weisen haufig eine stidge Loslichkeit im wassrigen Milieu
auf, was ihre experimentelle Verwendung erschvileriRkahmen dieser Arbeit wurden fir die
jeweiligen Fragestellungen auf bereits in der Adgguppe etablierte Modellsysteme
zuruckgegriffen, aber auch neue Modellsysteme ekedti und charakterisiert.

Der erste Teil der Dissertation beschéaftigt sich d&n grundlegenden Eigenschaften und
molekularen Grundlagen amyloider Fibrillen, gefalgh kurzen Erlauterungen verschiedener
Mechanismen und der Kinetik der Fibrillenbildungufgrund der enormen Bedeutung der
Intermediate des Amyloidbildungsprozesses als ¢theisSpezies und im Hinblick auf die
Inhibition der Bildung amyloider Fibrillen und Rektion der toxischen Auswirkungen wird
anschlieBend auf die Intermediate eingegangen]gjefon einer ausfihrlichen Darstellung
verschiedener Ansatze des Eingriffs in den Amylgilimgsprozess. Der zweite Teil dient
der Beschreibung der experimentellen Arbeit undmstellung der Ergebnisse, gefolgt von

einer Zusammenfassung und einem Ausblick.
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2 Struktur amyloider Fibrillen

Fur die strukturelle Charakterisierung von Amylaidstanden in der frihen Phase der
Forschung in diesem Feld Methoden, wie z.B. dien3massion Elektron Mikroskopie
(TEM), RasterkrafiMikroskopie (AFM) und Ro6ntgenbeugungsuntersuchun@@mxXxs,
SAXS) zur Verfiigund @ Die strukturelle Charakterisierung mit atomarerflésung,
beispielsweise mit Methoden der Kristallographieerodonventioneller I6sungsbasierter
NMR-Spektroskopie, ist nicht moglich. Der weseitécGrund liegt in der spezifischen
Beschaffenheit amyloider Aggregate. Sie sind zwaldslich, lassen sich jedoch nicht
kristallisieren. Doch mit der Weiterentwicklung dérestphasen-NMR sowie mit der
Mdoglichkeit, Kristalle aus kleinen amyloidogenenpBdfragmenten zu bilden, gelang es,
einen tieferen Einblick in die Struktur amyloideibilen zu bekommen. Kenntnisse der
Struktur der Aggregate sind fur die Inhibition deggregationsprozesses grundlegend. In den
folgenden Ausfuhrungen gehe ich daher auf die nsikqmische Struktur und die interne

Struktur amyloider Fibrillen ein.

2.1 Makroskopische Struktur der Amyloidfibrillen

Amyloide Fibrillen zeigen eine charakteristische rplwlogie. Sie kdnnen eine Lange von
mehreren uM erreichen. Die Breite betragt haufapnmehr als 25 nm. Sie sind in der Regel
gewunden, geradlinig und unverzweigt. Die gereiftabrillen bestehen aus einen oder
mehreren fibrillaren Untereinheiten, die als Pritddofiente bezeichnet werden. Mit Kryo-
Elektronenmikroskopie und darauf beruhenden Rekoktgbnsmethoden sowie mit
Festphasen-NMR wurden diese Untereinheiten genantarsucht. Die amyloide Fibrille
setzt sich nach diesen Ergebnissen aus ineinaretdreften Protofilamenten zusammen,
wobei die Anzahl der Protofilamente als auch dekeordnung zueinander variieren kann
(Abbildung 1b)"®! Diese Variabilitat filhrt zu einem strukturellenly@orphismus, welcher
sich mit Hilfe elektronenmikroskopischer Methodenurah Bestimmung der
charakteristischen Breite und den Abstanden zwisdes Uberkreuzungendgossovet) der
einzelnen Protofilamente zeigen 148%t* Polymorphismus bezieht sich hierbei auf die
Variabilitdt in der Konformation sowie der intern8truktur der verschiedenen Fibrillen und
stellt eine bedeutende strukturelle Eigenschaftlaigr Fibrillen und einen entscheidenden
Unterschied zur nativen dreidimensionalen Faltuog Rroteinen dar, wo es meist nur einen
definierten Endzustand gib®: **! Drei verschiedene Formen des Polymorphismus lasiskn
unterscheiden (Abbildung 1). Polymorphismus kanm zinen auf einer unterschiedlichen
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Anzahl der Protofilamente, zum anderen auf untéesdiche relative Orientierung der
Protofilamente zueinander sowie auf eine untersiliblee interne Struktur der Protofilamente

zurtckgefuhrt werden. Die unterschiedliche inte8teuktur der Protofilamente beruht auf

o

H‘\‘

(b)

Anzahl der Orientierung der ~ Substruktur der [
Protofilamente Protofilamente Protofilamente

Abbildung 1: (a) Uberkreuzende Protofilamente einer amyloiden Fibrillen, (b) Mogliche strukturelle
Unterschiede, die dem Polymorphismus zu Grunde liegen kénnen (nach Lit. % © 2011 Copyright

Elsevier Ltd.), (c) Polymorphismus des AS-Peptids (nach Lit. 17 ¢ 2007 by The National Academy
of Sciences of the USA)

unterschiedlicher Packung der Aminosaureseitenkettand der entsprechenden
Aminosaurezusammensetzung der beteiligten Sequéhz&h und lasst sich nur mit
Methoden der atomaren Auflésung aufklatén-!

Struktureller Polymorphismus in verschiedenen Pmnobkann auf unterschiedliche
Vorbehandlungsprotokolf8??, unterschiedliche Bedingung der Inkubation und unig
amyloidogenen Peptids zuriickgefen.®® 2® Zu den wesentlichen Bedingungsfaktoren
gehoren die Anwesenheit von Salz und Metallionemieswerschiedene Puffersysteffie >
Aber auch verschiedene Raten der spontanen Nukteasowie Fibrillenlange und
Fragmentation konnen zu unterschiedlichen MorpHetogfuhren** 9 26 271 per
Polymorphismus hat ebenfalls Auswirkungen auf dieildition des Aggregationsprozesses
und auf die Entwicklung von Medikamenten und ThemB® So konnte fir A(1-40)
gezeigt werden, dass die morphologisch verschiedé€itaillen in unterschiedlicher Starke
toxisch auf neuronale Zellen wirké&.

2.2 Interne Struktur amyloider Protofilamente

CD- und FTIR-Spektren zeigen, dass amyloide Fdmilausp-Faltblatt-Einheiten aufgebaut
sind. Mit Hilfe der Analysen von Réntgenbeugungssnegen konnte man feststellen, wie
S-Faltblatt-Einheiten innerhalb der Protofibrille gmordnet sind. Es wurde die interne
Struktur sowohl vorex vivogewonnenen als auch von synthetisierten amylokebrillen

untersucht. Die Analyse der Rontgenbeugungsmugtetef schliel3lich zu einem Modell der
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internen Struktur von Protofilament&ft. ** Dieses Beugungsmuster besteht aus einer
scharfen Reflexion entlang der Fibrillenachse, @iger Lange von 4,6 bis 4,8 A entpricht,
und einer eher diffusen Reflexion senkrecht zurifénachse, die einer Lange von etwa 10 A
ensprichﬂ?” Dieses Muster ist charakteristisch fur dm@ssg-Struktur (Abbildung 2). Die

A@ B

Km‘
~a

| Abstand
| zwischen B-Faltblattern

Pl 4,7 A \ /

Abstand zwischen libereinanderliegende

Peptidriickgraten
B-Faltblatt

Abbildung 2: (A) Schematische Darstellung der cross-B-Struktur, adaptiert nach Lit.1" (B)

g}chematische Darstellung des Réntgenbeugungsmusters einer Amyloidfibrille (adaptiert nach Lit.
).

Lange von 4,6 bis 4,8 A entspricht dem Abstand eiés den libereinander liegenden
Faltblattern, der sich aus dem Abstand der Wasssickenbindungen von 4,7 A ergibt,
und die Lange von etwa 10 A geht auf den Abstandctven den benachbartgeFaltblattern
zuriick und entspricht dem Packungsabstand der Asaiimeseitenkettdf. Lange Zeit war
neben dercross/Struktur auf molekularer Ebene nur wenig bekanbeéridie Struktur
amyloider Fibrillen, da sich die Aggregate der Kaiksation und der darauf basierenden
strukturellen Charakterisierung entziehen. Jedaminte in den letzten Jahren mit Methoden
der Festphasen-NMR eine Reihe von Erkenntnisseromeen werdeff?>>4 Auf der Basis
von Daten aus Festphasen-NMR und elektronenmikps&ioen Untersuchungen schlug die
Arbeitsgruppe von Robert Tycko ein Modell fiir diesuBtur der Protofilamente der Fibrillen
des AG-Peptids vor. Nach diesem Modell ist der N-Termjrais. A3(1-17), ungeordnet und

AB(18-42) befindet sich in dercross/Struktur in einer SStrang-Turng-Strang-
Konformation (Abbildung 3A}* 3 *®1|n darauf folgenden Studien gelang es, einenrtefe
Einblick in die strukturellen Unterschiede, die d&ualymorphismus zu Grunde liegen, zu
gewinnen, wobei die unterschiedliche AssoziationideAbbildung 3, A gezeigten Struktur
zu einem unterschiedlichen dreidimensionalen AuftieuFibrille fihrt™® 2 31B H. Meier

und seine Mitarbeiter wendeten Methoden der FesghdIMR auf HET-s Prion Protein an,
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ein funktionales Prion-Protein eines Pilz&€odospora anserind>®*Y Sie entwickelten ein
Modell, dass eine groRe Ahnlichkeit nmHelix-Motiver¥*? besitzt (Abbildung 3, B). In

einer Folgestudie konnte ein Zusammenhang zwisdeespezifischen Amyloidstruktur und

Abbildung 3: (A) Struktur es AB-Peptids im amyloiden Zustand nach Lit. *® (PDB ID: 2BEG),
wobei der ungeordnete N-Terminus nicht dargestellt ist (B) Struktur von Prion Protein HET-s im
amyloiden Zustand nach Lit. sl (PDB ID: 2RNM).

der Infektiositat von Prionen aufgezeigt weréféhDariiber hinaus wurde eine Reihe weiterer
Strukturmodelle fur verschiedene amyloidogene retand Peptide vorgeschlagen, darunter
wassergefiillte Nanorohréfi*® Sie sollen jedoch hier nicht im Einzelnen diskutigerden.

Es wird jedoch in beiden dargestellten Beispieleuatlich, dass nur Teile des amyloidogenen
Proteins bzw. Peptids zum Aufbau a@eossSStruktur beitragen. Ein Grol3teil kann auch im

amyloiden Zustand ungeordnet oder in einem andeéa#tnngszustand vorliegen.

2.3 Molekulare Grundlagen und interne Struktur amyl  oider Fibrillen

Zahlreiche Anstrengungen wurden in den vergangéabren unternommen, die molekularen
Grundlagen der Fehlfaltung von Proteinen und déduBig von amyloiden Aggregaten zu

verstehen. Man versucht hierbei die Frage zu beataw, wie zuvor I6sliche Proteine sich zu

strukturell hoch organisierten amyloiden Fibrilleasammenlagern kénnen. Amyloidogene
Proteine und Peptide in ihrem nativen Zustand reig& wenige Gemeinsamkeiten in der
Primarstruktur und in der Sekundarstruktur. Jedasken sich in der aggregierten fibrillaren
Form erstaunliche strukturelle Gemeinsamkeiterstelién. Ziel der Forschung ist es, mehr
Uber die grundséatzlichen Antriebskrafte der Bildamgyloider Fibrillen zu erfahren. Dartiber

hinaus erhofft man sich aus der Forschung Strategiel Moglichkeiten, in diesen Prozess
einzugreifen und Grundlagen fiir die Entwicklung eretiherapien gegen Amyloidoséfl.

Im Allgemeinen geht man in der Amyloidforschung davaus, dass amyloidogene Proteine
und Peptide sich zunachst partiell oder vollstaneigfalten missen, bevor sie amyloide

10
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Fibrillen bilden konnef®>% Aber eine Entfaltung fihrt nicht in jedem Fall &itdung von
amyloiden Fibrillen. Es missen zusatzlich weiteravissetzungen auf molekularer Ebene
erfillt sein, die eine Aggregation ermdglichen. Reoteinstabilitdt und die spezifische
Aminosauresequenz sind dabei die zwei bedeutenddétoren, die zur Fehlfaltung von
Proteinen und zur Amyloidbildung beitragen konHéhzum Beispiel kénnen genetische
Mutationen durch Reduzierung der Proteinstabilitiirch die spezifische Erhéhung der
Propensitat fup-Faltblattstrukturen und durch die vermehrte Proidumkdes amyloidogenen
Proteins einen erheblichen Einfluss auf das Ausaef3Bildung von amyloiden Fibrillen
haben® Bezogen auf eine spezifische Aminosauresequensewetunachst einmal die
meisten amyloidogenen Peptide hydrophobe Doméanénemige sind jedoch aus polaren
Aminosauren aufgebaut (z.B. poly-Q-Sequémz)Dariiber hinaus konnte gezeigt werden,
dass auch nicht nattrliche Peptidsequenzen in age kind, amyloide Fibrillen zu bilden, die
ahnliche Eigenschaften aufweisen wie die naturhicamyloidogenen Proteine und Peptide.
So konnte man zeigen, dass eine poly-Lysin-SeqbenzZZufuhr von Hitze von helikaler
Konformation zurf-Faltblatt-Konformation tibergeht und amyloide Hileri bildet® Dies
fuhrte schlieBlich zu der Ansicht, dass unter bastien Bedingungen prinzipiell jedes
Peptidrickgrat unter dem Einfluss der Seitenkeiteder Lage ist, amyloide Fibrillen zu
bilden®® Im Folgenden wird tiefer auf die molekularen Graggn sowie auf Eigenschaften

der internen Struktur amyloider Fibrillen eingegang

2.3.1 Amyloidogene Kernsequenzen

Eine Reihe von Untersuchungen zeigt, dass die kéijgmyloide Fibrillen zu bilden, vom
Vorhandensein kurzer Sequenzabschnitte innerhall’dmarstruktur des Proteins abhangt.
Diese Sequenzabschanitte zeigen eine starke Terzderialdung vons-Faltblatt-Strukturen
und zur Aggregatiofi®® Sie sind eine wesentliche Triebkraft fir die Assigg der
Aggregation. Diese Hypothese wird afsnyloid-Fragment-Hypothesé,amyloid stretch
hypothesis} in der wissenschaftlichen Literatur diskutiéft>

Dabei sind haufig nur sechs Aminosauren eines o®im Aufbau der Fibrille notwendig
und Punktmutationen in dieser spezifischen Regaireh einen erheblichen Einfluss auf den
Aggregationsprozess und kdonnen mitunter zum Vertigst Fahigkeit zur Aggregation in
amyloide Fibrillen fiihref?®

Uber die Suche nach den kleinsten amyloidbildenBeptidsequenzen gelang es, diese
kurzen, fur die Amyloidbildung so bedeutenden Segtragmente zu identifizieren. Dazu
gehdren z.B. das FragmemiNFGAIL,; bzw. das PentamersFGAIL,; des IAPP iGlet
amyloid polypeptid€®, die selbst nicht nur zu amyloiden Fibrillen aggeeen, sondern auch
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zytotoxisch sind. Im Fall des Alzheimerpeptids? Aonnte die SequenzgKLVFFA,;
identifiziert werder®® ! Weitere Sequenzen sind z.BFGSVQ fir Medin, DFNKF fiir
Calcitonin, VEALYL und LYQLEN fiir Insulin undVAQKTYV fir a-Synuclein’® Fiur das
Tau-Protein ist mivYK zur Bildung von amyloiden Fibrillen lediglich eirlgequenz aus drei
Aminosauren notwendi§™

Esteras-Chopoet al. untersuchten die Auswirkungen kurzer amyloidogeReagmente
innerhalb eines nicht amyloidogenen Proteins. Siértén die hoch amyloidogenen
Sequenzen STVIIE®Y-Sequenz und die KLVFFA-Sequenz des /APeptids an
unterschiedlichen Positionen innerhalb der Primdksir desa-SH3-Proteins ein. Dieses
Protein ist in seiner urspringlichen Form nachwahshicht in der Lage, amyloide Fibrillen
zu bilden. Doch durch die Einfuhrung von kurzengthamyloidogenen Sequenzen wurde das
a-SH3-Protein in ein amyloidogenes Protein tiberfifrtSie konnten damit zeigen, dass
lediglich eine kurze amyloidogene Sequenz als Agsldler Amyloidbildung eines gro3eren
Proteins gentgt. Darliber hinaus konnten sie zeidass die Fahigkeit zur Aggregation
enorm von der Zuganglichkeit fur intermolekulare aiselwirkungen der amyloidogenen
Sequenzen untereinander und damit von der struldnr&mgebung, in die diese Sequenz
eingebettet ist, abhangig &Y

Weiterfiihrende Arbeiten tiber dde novodesignte amyloidogene Peptidhexar@&nIIE [

%3 machen deutlich, dass die Aggregation auf einemilsien Gleichgewicht aus spezifischen
Wechselwirkungen zwischen den Seitenketten bedurh Beispiel fihrte der Austausch der
hydrophoben Aminoséuren Isoleucin mit Leucin zurllstéandigen Inhibierung der
Amyloidbildung. Daraus folgt, dass die Vorstellureines hydrophoben Kollaps, der
allgemein in der Proteinfaltung eine grofRe Rolleelsp nicht ausreichend ist, den
Amyloidbildungsprozess zu erklar€f. Des Weiteren konnte gezeigt, wie elektrostatische
Wechselwirkung die Aggregation beeinflussen kamm.den Experimenten konnte nur
Variation der STVIIE-Sequenz mit einer Nettoladung von + 1 oder -1 Auiad bilden.
Hohere Nettoladungen fihren moglicherweise zu edekdtischer Abstol3ung der einzelnen
Molektle und Inhibierung die Aggregation. Aber dNettoladung O fihrt ebenfalls nicht zu
amyloiden Fibrillen. Dies lasst sich laut der Awlormaoglicherweise durch die Konkurrenz
der unspezifischen Aggregation zur Fibrillenbilduegklaren. Die Kompensation aller
Ladungen ermoglicht viele verschiedene Packungen gi€altblattstrukturen damit
unspezifische Aggregation, die nicht zu hochgeaemeamyloide Fibrillen fuhren.
Unkompensierte Ladungen im Peptid fihren zur gestein Packung der
[-Faltblattstrukturen, um einen mdglichst maximakdsstand zwischen gleichen Ladungen
zu gewahrleisten oder mdglicherweise auch stadibsid wirkende Salzbriicken zwischen
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entgegengesetzt geladenen Seitenketten zur ermégli©er unterschiedliche Einfluss der
elektrostatischen Wechselwirkung spiegelt sich &besnin der pH-Abhangigkeit der
Fibrillenbildung wieder, wie in vielen Bespielenzgégt werden konnté ®4°"1Sind jedoch
keine Ladungen vorhanden, gehort die Wasserstalffleribindung des Peptidrickgrats nach
Meinung der Autoren zu den wesentlichen TriebkréaftBamit lasst sich sagen, dass die
Fahigkeit, Amyloide zu bilden, an zwei Vorrausetgen geknipft ist. Zum einen ist eine
passende kurze amyloidogene Sequenz innerhalbridegrBtruktur notwendig. Zum anderen
muss diese Sequenz durch partielle Entfaltung fitermolekulare Wechselwirkung

zuganglich seiff®

2.3.2 Allgemeines Sequenz-Muster amyloidogener Kern  sequenzen

Mit Hilfe des ModellpeptidsSTVIIE®? wurde durch systematischen Austausch mit allen
natirlichen  Aminosauren ein generelles Sequenzmustnes amyloidogenen
Peptidfragments extrahidft! Diese umfangreiche wissenschaftliche Arbeit ergiss in
zentralen Positionen innerhalb des Peptidfragmemtsvenige Aminosauren unter Erhalt der
amyloiden Aggregation zulassig sind. Dagegen siedad3eren Positionen relativ tolerant
gegenuber einem Austausch mit anderen natirlichemdsauren. Das generelle Sequenz-
Muster ist in Abbildung 4 dargestellt. Zu den wemgerlaubten Aminoséuren in den
Positionen im Zentrum (Positionen 3, 4, 5) des iBBpkamers gehdren hauptsachlich
hydrophobe und aromatische Aminosauren mit hoheandd@ez, s-Faltblattstrukturen zu
bilden. Im deprotonierten Zustand bei saurem pH#Wi&rauch die Aminosdure Glutamat
erlaubt. Die &uf3eren Positionen (Position 1, 2, djJauben den Groldteil des
Aminosaurenkanons, jedoch ist neben Lysin, Arginkiistidin und Tryptophan die
strukturbrechende Aminosaure Prolin nicht erlavkif der Grundlage dieses generellen

amyloidogenen Sequenzmusters wurden natirliche catimgene Proteine und Peptide

SaurerpH P PKRHW |VLSCWFNQE ILTYWFNE FIY
Neutraler pH : VLSCWFNQ  ILTYWFN ELY
® Erlaubt an dieser Position Verboten an dieser Position

Abbildung 4: Allgemeines Sequenz-Muster amyloidogener Kernsequenzen. (nach Lit. [68])

durchsucht. Die identifizierten Peptidabschnitteimsiten mit den experimentell
nachgewiesenen amyloidogenen Peptidabschnitteriithand bestatigten die Richtigkeit des
generellen amyloidogenen Sequenzmusidrs.
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Struktur amyloider Fibrillen

Anderungen in der Sequenz fiihren zu veranderterrefyggionsraten bis hin zur volligen
Inhibition der Fibrillenbildung. Die Aggregationsea korrelieren hierbei mit Anderung der
Hydrophobizitat, der Tendenz zur Bildung dgfFaltblatt-Konformation und mit der
Nettoladung der gesamten Peptidké&te’” Erhéhung der Hydrophobizitat und der Tendenz
zur Bildung der pg-Faltblatt-Konformation fihren in  der Regel zu higdre
AggregationsrateH! "2 Die Erhéhung der Nettoladung hat meist einen gegiayen Effekt
und fuhrt aufgrund der elektrostatischen AbstoRuim@ufig zur Verringerung der
AggregationsrateHY Hydrophile Aminoséuren und konformationsbrecheAdeinosauren
wie Prolin fuhren in der Regel ebenfalls zur Vegerung der Aggregationsraten bis hin zur

Inhibition [> 7

2.3.3 Modell des sterischen Reildverschlusses (,  steric zipper” )

Um die Frage zu beantworten, wie diese amyloidem$arjuenzen interagieren, missen
Amyloide auf atomarer Ebene untersucht werden. Aidgl Fibrillen vollstdndiger
amyloidogener Proteine bzw. Peptide entziehen dieh Kristallisation und kdnnen auf
diesem Weg nicht strukturell charakterisiert werd&ber kurze amyloide Kernsequenzen
bilden dreidimensionale Mikrokristalle und lasseaohsdagegen so auf atomarer Ebene
charakterisiereff: “* ™! Die Arbeitsgruppe von Eisenberg analysierte awdseli Weg
zahlreiche kurze Aminosauresequenzen nattrlichgtcatiogener Proteine und Peptide (z.B.
Sup35, Insulin, A-Peptide, Tau, Amylin und des Prion-Proteins) méximal 4 bis 10
Aminosauren’® %

Die Ergebnisse fuhrten zu einem Strukturmodell Qeganisation dep-Faltblattstrukturen
innerhalb der Amyloidfibrille, zum Modell des s&rhen Reildverschlussesdric zippey).

So bildet z.B. das amyloidogene FragmeWEALYL des Insulins (B-Kette) parallele, in-
register angeordnetg-Faltblattstrukturen auU&” Jedesp-Faltblatt ist tiber eine komplett
wasserfreie Oberflache mit einem zweitdraltblatt gepaart. Die in desrossg-Struktur
interagierendef-Faltblattstrukturen greifen hierbei tGber die Ssietten komplementéar und
reiBverschlussartig ineinander, was zu der Bezeivginsteric zippet gefihrt hat® Die
gepaartenp-Faltblattstrukturen wiederum treten Uber eine wdsdtige Oberflache in
Kontakt, wobei nur wenige Kontakte zwischen denzeimen Atomen der Peptide festgestellt
wurden!”™ 8% Auf Basis des Modells des sterischen ReiRverschduskgern sich
amyloidogene Kernsequenzen in @enssS-Struktur zu einem amyloiden Rickgratigss
[-spine”) zusammen (vgl. Kapit8l Mechanismen der Bildung amyloider Fibril)eisind die
Sequenzen jedoch nicht komplementéar, kdbnnen sicht mhiteinander zu einer Fibrillen

aggregieren. Dieser Sachverhalt wurde z.B. zur&Eumkig von Ubertragungsbarrieren des
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Abbildung 5: Packung von LVEALYL im Kristall (verandert nach Lit. ® © 2009 by The National
Academy of Sciences of the USA).

Prion-Proteins zwischen verschiedenen Saugern gezagen®! Dariiber hinaus lassen sich
mit diesem Modell erfolgreich zu den amyloidoger8aguenzen komplementare, effektive,
peptidbasierte Inhibitoren rational desigf&h.Ein Modell des polaren ReiRverschlusses
(,polar zippef) wurde von M. F. Perutz vorgeschlagen und es deightigt
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Seitesrkatt amyloidogenen Sequenzen, die
reich an Glutamin und Asparagin sind, was sich afse Ergdnzung zum Modell des
sterischen ReiRverschlusses verstehen f&s¥t.

Derartige zu sich selbst komplementare Sequennehngihezu in allen Proteinen zu finden.
Jedoch ist die Anzahl der zur Bildung amyloiderrifign féahigen Proteine begrenzt. Man
nimmt an, dass eine Reihe von Schutzmechanisméin slaffgen, dass die Wechselwirkungen
dieser Elemente untereinander und die Aggregatevhindert werden und sich das Protein
trotz amyloidogener Fragmente korrekt faltet. Zesén Schutzmechnanismen gehéren zum
Beispiel Chaperone aber auch Faltungskatalysatoféh. Dariiber hinaus sind die so
identifizierten amyloidogenen Peptidfragmente hguwfon Aminosauren umgeben, welche
die Fahigkeit zur Aggregation dramatisch reduziggemyloid breakers).’” 8% 8% 8€lpazy

gehdren z.B. die Aminosaure Prolin oder auch geladeninosauren.

2.3.4 Die Rolle aromatischer Seitenketten

In natirlichen amyloiden Sequenzen befinden sialfifpzaromatische Aminosauréff! Die
Annahme, dass sie moéglicherweise von hoher Bedguiander Bildung amyloider Fibrillen
sind, liegt nahe, jedoch ist deren Rolle noch niklar und immer noch Gegenstand
wissenschaftlicher Diskussion&H.

Ein systematischer AlaniScaneines kurzen amyloidogenen Fragments mit der Seque
NFGAILSS des IAPP-Proteins, das in Verbindung mit Diabéigp 2 steht, sollte einen

Einblick in die Rolle des Phenylalanins gef€n’” Es stellte sich heraus, dass bis auf
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Phenylalanin jede andere Aminosaure unter Erhalt Rdhigkeit der Aggregation gegen
Alanin ausgetauscht werden konnte. Der AustausshRienylalanins gegen Alanin flhrte
zum Verlust der Aggregationsfahigkeit. Der Austduson Phenylalanin gegen aliphatische
Aminosauren in weiteren Studien fuhrte zu einenifiigpnten Reduzierung der Fahigkeit zur
Bildung amyloider FibrilleR"*¥!, jedoch zeigte der Austausch gegen die hydroghileber
ebenfalls aromatische Aminosaure Tryptophan keideterschied in der AggregatiGfi.
Diese Ergebnisse, unterstitzt durch weitere Arbeitke aromatischen Aminoséauren eine
hohe Bedeutung in der Tendenz zur Bildung von aitgtoFibrillen zuschreibdif!, fiihren
zum Bild einer zentralen Rolle von aromatischen #aséuren im Prozess der Bildung von
amyloiden  Fibrillen. Diese bedeutende Rolle kann globierweise  auf
m-r-Wechselwirkungen zurtickgefihrt werden, die bei ekolaren Erkennungs- und
Assemblierungsprozessen ein wesentliche Rolle espieind daher auch in der Bildung
amyloider Fibrillen von groRen Bedeutung sein karifié Die z-z-Wechselwirkungen
kénnen hierbei einen thermodynamisch stabilisieeanBeitrag aufgrund der Stapelung der
aromatischen Seitenketten leisten und dartber kinden Zusammenlagerungsprozess
einzelner Peptidstrange durch die spezifische &#tageder aromatischen Seitenketten zu
hoch geordneten amyloiden Fibrillen dirigieféth.Das grundlegende Prinzip ist bereits von
anderen biologischen und chemischen supramoleku@teikturen bekanfit: °® Dennoch
sind einige Arbeiten zu nennen, die keinen bes@amlBffekt aromatischer Aminosauren im
Prozess der Bildung amyloider Fibrillen feststelfén’”! Sie stellen Faktoren wie GroRe der
Seitenketten, ihre Tendenz zuiFaltblatt-Konformation und Hydrophobizitdt in den

Vordergrund.
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3 Mechanismen der Bildung amyloider Fibrillen

In diesem Abschnitt wird die Frage behandelt, wiee mhatirlichen amyloidogenen Proteine
und Peptide, die eine starke Heterogenitat beziigler Aminosaurezusammensetzung, der
Lange der Sequenz und der Sekundarstruktur aufa@lseu amyloiden Fibrillen mit
erstaunlich gemeinsamen Eigenschaften aggregigienek. Amyloide gehen entweder auf
die Aggregation von ungefalteten, unstrukturief®nteinen (patively disorderetModell)
oder entsprechenden Fragmenten zurlick oder beraliemativ gefalteten Proteinen mit
definierter Sekundéar- und Tertiarstruktur. Bei dfeten amyloidogenen Proteinen und
Peptiden geht man im Allgemeinen davon aus, dasszshachst teilweise gain of
interactiorf-Modell*) oder vollstandig ungefaltet (gfolding-Modell) vorliegen missen,
bevor amyloide Fibrillen gebildet werden konnen.rdds ergeben sich verschiedene
maogliche Mechanismen der Bildung von amyloiden Aggten. Eine zuvor ungefaltete
Peptidsequenz geht im Prozess der Bildung der adeyloFibrille in die p-Faltblatt-

\ ~
nativ ungefaltetes B
Protein ~
]
w
N
'
L = .
n
[ = '
|
. =
natives ungefaltetes =
Protein Protein -
A
-
-—
e

amyloide Fibrille

teilweise
entfaltetes Protein

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

Konformation tber und aggregiert unter Ausbildurgy drosspg-Struktur zur amyloiden
Fibrille. Dieses Modell wird fir eine ganze Reihenwnatirlichen amyloidogenen Proteinen
und Peptiden angenomm&h,* 1®%y.a. auch fir dasAPeptid, Prion HET-s sowie fiir das
N-terminale Segment des Prions Ure2p.

Liegt das native amyloidogene Protein bzw. Peptahtnungefaltet vor, entfaltet sich das
Protein zunachst vollstandig oder teilweise, besioh das Peptidrickgrat unter Ausbildung

und Zusammenlagerung vg@ghFaltblatt-Strukturen zur Bildung der amyloiden ilibn neu
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faltet’®® Ein Prozess der Neu-Faltung wurde fir die amyigéhen Proteine Insulin,
SH3-Domane, Myoglobin und das Prion-Protein vorgesen® Fir den Fall, dass
lediglich eine teilweise Entfaltung fir die Bildumgnyloider Fibrillen notwendig ist, wurden
verschiedene Modelle der gesteigerten Interaktjgaif of interactioft) vorgeschlagen.

3.1 Modelle der gesteigerten Interaktion (, gain-of-interaction *)

Im Rahmen dieser Modelle findet im Gegensatz zu zleror genannten lediglich in einer
begrenzten Region des nativen Proteins eine Andemer Konformation statt. Die
Teilsequenz in dieser Region wird dadurch exponied fir Wechselwirkungen mit anderen
Teilsequenzen zuganglich gemacht, wodurch die Mbigeit der Interaktion einzelner
Monomere untereinander gesteigert wird. Durch dieechigelwirkung mit anderen
Teilsequenzen und Zusammenlagerung einzelner Momomerden amyloide Fibrillen
gebildet. Auf diese Weise bleibt der Uberwiegend#l @es Proteins auch im fibrillaren
Zustand erhalten. Es lassen sich hierbei drei tiegdene Typen unterschieden: das Modell
der direkten Stapelung djrect stacking), das crossf-Ruckgrat (‘trossg-spiné)—Modell,
das Domanen-Austausch-Modelldgmain swapping. Nach dem Modell der direkten

=
. o myloid Fibrill
amyloide Fibrille amyloid Fibrille
' Doméanen Austausch
teilweise
entfaltetes Protein teilweise ) DA, -
Stapelung entfaltetes Protein N Cross-B-Riickgrat
%\ st
C
A

natives Protein

Abbildung 7: Modelle der gesteigerten Interaktion (,gain-of-interaction”) (A) Modell der direkten
Stapelung (,direct stacking*)™® (B) Das cross—[ﬁ—RUckgrat (“cross-B-spine”) — Modell® (C)
Domanen-Austausch-Modell (,domain swapping®)*®? (Bild verandert nach Lit. ®* * © 2006
Copyright Elsevier Ltd.)
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Stapelung (girect stacking) interagiert eine durch lokal begrenzte Anderunigr
Konformation exponierte Teilsequenz des Proteins emmer komplementéaren Teilsequenz
eines zweiten identischen Proteins. Auf diese Wsiapelt sich jeweils ein Protein auf das
andere. Nun fuhrt die Stapelung von Proteinen m wenigsten Fallen zu einer amyloiden
Fibrille mit einer charakteristischamossp-Struktur. Jedoch liegen im Fall der Superoxidase
Dismutase s-Faltblatt-Strukturen senkrecht zur Stapelachse™BrDamit erfillt dieses
Beispiel zumindest teilweise die Voraussetzungeeraross-Struktur amyloider Fibrillen.
Jedoch lasst sich dieses Modell nicht zu eineeailgnen Erklarung der Bildung amyloider
Fibrillen heranziehel® Nach demcrossg-Riickgrat (trossg-spin€)-Modell wird eine
kurze Teilsequenz mit einer Tendemzfaltblattstrukturen zu bilden und zu aggregieren,
exponiert. Mit Ubereinanderlagerung der einzelpeRaltblattstrukturen nach denstgric
zipper-Modell zur crossp-Struktur vollzieht sich das Wachstum der amyloidg&hrille.
Zum Beispiel wird fur das Wachstum von amyloidebrflien desp,-Mikroglobulins ein
derartiger Mechanismus angenomméhEs konnte gezeigt werden, dass eine kurze Sequenz
des p»>-Mikroglobulins aus sieben Aminosaure@@\(LHTSN) verantwortlich fur die
amyloidogene Eigenschaft dpsMikroglobulins ist. Diese Sequenz ist nah am Crfiaus

des p.-Mikroglobulins. Vor dem Hintergrund des‘cross-4-Spine”-Modells wird
angenommen, dass diese Sequenz-dtaltblatt bildet und mit andergfiFaltblattstrukturen
Uber eineturn-Sequenz mit Prolin eine durch Wasserstoffbriickahlong stabilisierte
S-hairpin-Struktur bildet, die entlang der Fibrillenachs@@ordnet ist. Innerhalb der Fibrille
greifen die Seitenketten der jeweilig@rhairpin-Strukturen reil3verschluf3artig ineinander.
Befindet sich die amyloidogener Teilsequenz am EteddPrimarstruktur eines Proteins, wird
schnell deutlich, dass der Ubrige Teil des Proteliesnative Struktur beibehalten werden
kann. Befindet sich jedoch die aggregierende Tgilsez mehr in der Mitte der
Primarstruktur, ist das komplexere Domanen-Austaddodell zur Beschreibung
notwendig**¥

Nach dem Domanen-Austausch-Modellig¢main swapping werden Oligomere durch den
Austausch von Protein-Domanen zwischen den einzelM®nomeren gebildet. Die
ausgetauschte Domane kann sowohl eine Helix, /ekualtblatt als auch eine ganze
Tertiarstruktur sein. Die Ubertragende Domane bléilsch eindoop-Struktur mit dem Rest
des Proteins verbunden. Dieop-Struktur kann ferner als Basis fur die Ausbildugiges
crossp-Ruckgrats der amyloiden Fibrille dienen. Diese &terung des Modells ist Ergebnis
der Arbeiten an dem durch Doménen-Austausch gdebild®imer der RNase. Dimop-
Struktur wurde durch eine amyloidogene Sequenzdigsem Fall durch eine G((%-

Sequenz ersetzt. Mit dieser Sequenz bildeten RBasere amyloide Fibrilled®? Auf diese
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Weise konnen auch zur Aggregation neigende Sequoerdie weiter im Zentrum der
Primarstruktur liegen, zum Aufbau eineross#-Struktur und folglich zur Bildung einer
Fibrille herangezogen werd&i? Der Mechanismus des Domanenaustauschs zur

Fibrillenbildung wird fiir 8>-Mikroglobulin %% 2°¢ Cystatin ¢°7 1%l ynd fir Stefin A und
B9 diskutiert.
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4 Kinetik der Bildung amyloider Fibrillen

Die Bildung von amyloiden Fibrillen ist ein mehrger Prozess und lauft Gber die Bildung
einer Reihe von strukturell unterschiedlichen Muéiren des amyloidogenen Proteins ab, die
wahrend der Polymerisation zu amyloiden Fibrilleieder verbraucht werddh 8 10 111

Der Prozess geht mit einer Anderung der Konfornmatiar S-Faltblatt-Struktur und einer

Zusammenlagerung amyloidogener Sequenzen crossf-Struktur nach verschiedenen,
zuvor beschriebenen Mechanismen einher.

In Abhangigkeit vom Faltungszustand des nativen tahds ist eine temporare
Destabilisierung bzw. Stabilisierung der Ausgangdtir als erster Schritt im

112 pie Anderung der Konformation hin zur

Aggregationsprozess notwendly.
crossp-Struktur im Falle nativer gefalteter Proteine z@ht sich Uber Destabilisierung der
Proteinstruktur, d.h. durch partielle Entfaltunga die Anderung der Konformation nicht
innerhalb der dicht gepackten nativen Struktur tfstaen kani™* 3! zahlreiche

Untersuchungen an gefalteten Proteinen und Proieinke in Zusammenhang mit

/

/\/ — @ Chaperone é\“»q Chaperone Q:m.)

Protein-Biosynthese ungefaltet ZW|schenstufe gefaltet

(33
&J‘% mmmmm> | Protosomale

Degradation

Funktion

partiell (un-)gefaltete Vorstufe

1

Zelltoxizitgt | e —
G ——

préfibrillare Struktur Amyloide Fibrillen

Abbildung 8: Schematische Darstellung der Proteinfehlfaltung. Schwarze Pfeile geben die
physiologischen Prozesse der normalen Protein-Funktionen wieder. Chaperone-Proteine sorgen
fur die korrekte Faltung der Proteine. Graue Pfeile beziehen sich auf Prozesse der Fehlfaltung und
der Bildung von amyloiden Fibrillen. (verandert nach Lit. ***l),
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Amyloidosen stehen, sind in der Lage, amyloideifiéor erst bei Bedingungen zu bilden, die
eine partielle Entfaltung ermoglichen, wie z.B. hwiedrigem pH-WeH'® ® hoher

118 hohem Druck®® % und in Gegenwart chemischer

Temperatut*”
Denaturierungsmittéf 22 12 Tejlweise Entfaltung ist in vielen Beispielen nditiher
amyloidogener Proteine und Peptide, wie z. B. itleReon Transthyretin, dem Prion-Protein
Pr°, der SH3-Domane von Rinderphosphatidylinositolftake oder auch des
B2-Mikroglobulins zur Fibrillenbildung notwendif. So konnte gezeigt werden, dass durch
die Destabilisierung der nativen Struktur die Gesodigkeit der Fibrillen signifikant erhéht
wird 13!

Eine ganze Reihe von amyloidogenen Proteinen istativen Zustand unstrukturiert. Bei der
Bildung von amyloiden Fibrillen aus nativ ungeftdte Proteinen und Peptiden ist hierbei
keine Destabilisierung, sondern vielmehr eine 3tadiung einer partiell gefalteten Struktur
als erster Schritt notwendigy 3!

Zusammenfassend ermdoglicht das partiell gefaltete. kpartiell ungefaltete Intermediat
intermolekulare Wechselwirkungen, z.B. elektrostdie und hydrophobe Wechselwirkungen
sowie Wasserstoffbriickenbindung, die zur Bildung @ligomeren als Zwischenstufen im
Prozess der Amyloidbildung und schlieRlich zur Bilg amyloider Fibrillen fiihreff?: % 123
Darlber hinaus sind eine Reihe von Modellen zurcBesbung der amyloiden Aggregation
verschiedenster amyloidogener Proteine vorgeschlageden’® 24 Die meisten lassen sich
unter dem Begriff der Nukleation-basierten Modellsammenfassen. Da es flr die Inhibition
der amyloiden Aggregation von Bedeutung ist, weicte ein off-pathwayModell naher
beschreiben, das die wesentlichen Ereignisse degefgtionsprozess umfa&st. 2> 12°)

Nach diesem Modell findet zunachst eine Umfaltueg dativen Monomers in eine weniger

off-pathway Oligomere

Cod & & I
e strukturelle Umlagerung
[ -
Nukleus 7/
MoREmST Oligomere Protofibrile /4 //
|

Amyloide Fibrillen

) B-Faltblatt - Anteil

Abbildung 9: Schematische Darstellung eines nukleationsabhéngigen Modells der Aggregation
zu amyloiden Fibrillen (verandert nach Lit. [85])
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stabile partielle ungefaltete Vorstufe statt, dah zu stabileren Multimeren zusammenlagert.
Dabei konnen Oligomere entstehen, die nicht melilr des Prozessweges der Aggregation
sind, so genannteff-pathwayOligomere. Sie kénnen die Notwendigkeit einer begos
hohen kritischen Konzentration erklaren und spigleaoh bei der Inhibition der Aggregation
eine besondere Rolle. Zur Entstehung des Nukléwsnie konformationelle Umlagerung der
(on-pathway Oligomere notwendig. Ist der Nukleus gebildet, gibat der
Polymerisationsprozess unter Verbrauch von Monomels entstehen Protofibrillen, die
sich schlief3lich zu amyloiden Fibrillen zusammeelag

a Oligomere — Protofibrillen > Reife Amyloidfibrillen
A
Amyloid-
Konzentration
Q2
2 &3
[) (<3
c partiell (un-)gefaltete
/ Lu Vorstufe
Amyloide Fibrillen =
7
Nukleus ) 1
Protofibrille =-
B o ©° ‘ C R =
P . amylmdeanlle: o
Intramolekulare Intermolekulare
Wechselwirkung Wechselwirkung

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

Diverse  Oligomere  mit  unterschiedlicher  Struktur dun unterschiedlichem
Oligomerisierungsgrad sind bisher fur dag-Reptid aber auch fur andere amyloidogene
Proteine und Peptide beschrieben word€i>® Dazu gehéren z.B. Dimere, Trimere,
Paranuclei, ring- oder porenférmige Oligomere ocalech helikale Intermediate® 32 Sie
unterscheiden sich in ihrer Morphologie, in ihrésldgischen Aktivitat bzw. Neurotoxizitat
sowie im Entstehungsprozess, d.h. sie kbnnen zuoadey Fibrillen fiuhren ¢gn pathway
oder nicht ¢ff pathway bzw. sind Teil von verschiedenen Prozesswéget?* zu amyloiden
Fibrillen, so dass der Begriff Oligomere nur einspezifischer Sammelbegriff 5t In
welche Art und Weise verschiedene Oligomere eineyl@dogenen Proteins in einem
mechanistischen Zusammenhang stehen, ist bishewenig verstanden. Nachdem man zu
Beginn der Amyloidforschung noch glaubte, dass ardgl Fibrillen die toxische Spezies ist,
fand in den letzten Jahren ein Paradigmenwechst] 2t diesem Paradigmenwechsel haben
auch die zahlreichen Arbeiten tber funktionale amold Fibrillen beigetragef®* 3% Nun
werden die Intermediate als die eigentliche toxesSlpezies diskutiert und deren strukturelle
Charakterisierung und der Mechnismus der toxisch#irkung sind aktuelle
Fragestellung-?%13% 13¢140Nach der Amyloid-Kaskaden-Hypothese geht man dawos,
dass es aus unterschiedlichen Grinden zu eineneidhgéwicht zwischen der Produktion
und dem Abbau des amyloidogenen Proteins bzw. depkommt, was zu einer
Akkumulation der oligomeren Spezies und schlie3kain Aggregation fuhrt. In der Folge
kommt es zu Schadigungen der betroffenen Zellen desi Gewebéd. Verschiedenste
Einflussfaktoren koénnen diesen Prozess beglnstigegzu gehbdren eine genetische
Dispositiod**" 142 eine Beeintrachtigung des Kontrollsystems der tefmtaltung,
verschiedene Metallion€#®, Oberflachen, wie die Zellmembran, die als Templianen
konnen**? eine posttranslationale Modifikation, wie die Pplosrylierung beim Tau-
Proteid**® und a-Synucleif*® und andere physiologische Faktolgf.4®!

Der Mechanismus der toxischen Wirkung amyloidogeédiggomere wird hierbei zumeist auf
die Generierung einer toxischen Funktiggafn of toxic function®), die mit der Fehlfaltung
einhergeht, zurlckgefuhrt. Jedoch sind detailliéviechanismen Gegenstand kontroverser
Diskussion. Es werden Effekte auf Zellorganelled dre zellulare Selbstregulation, wie z.B.
mitochondriale Dysfunktion und Aufbrechen von Lysi®n, beschrieben. Eine Hypothese,

wie diese Effekte erklart werden kénnen, besteleimer generellen Schadigung der Integritat
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der Membral**** oder der Bildung von Poren in der Zellmemb¥an® >4 wodurch die
Selbstregulation der Zelle gestort wird, was s@tih zum Zelltod flhrt. Eine zweite
Hypothese im Bezug auf dasfAeptid ist die Generierung einer ungewohnlich hohe
Konzentration an reaktiven und toxischen Sauespeffies reactive oxygen specieROS),
vermittelt durch die Interaktion des@¥eptids mit Metallionef>®

Es gibt aber auch experimentelle Hinweise daraaksdin einigen Féallen der Verlust
funktionaler Proteine aufgrund der Aggregation $oki wirken kann,[oss of physiological
function“). So haben das Prion Protein Bt¥ oder a-Synucleift®”! in ihrem nativen
Zustand eine neuroprotektive Wirkung, wobei die #sggtion zum Verlust dieser

physiologischen Funktion und zur Neurogeneratidmtf¢®®

5.1 Die Bedeutung a-helikaler Intermediate

Wie bereits beschrieben, werden im Rahmen der Bgdamyloider Fibrillen unter
bestimmten Bedingungen metastabile partiell gafaltdbergangstrukturen gebildet, die
durch intermolekulare Wechselwirkungen im Prozess Oligomerisierung stabilisiert
werden. Einige dieser noch l6slichen Intermediaeveérschiedenen amyloidogenen Proteine
und Peptide wurdem vitro und in vivo identifiziert und charakterisiert. Mit Blick aufied
eigenen Ergebnisse, die im Rahmen dieser Arbethbeben werden, soll hier auf helikale
Intermediate im Prozess der Bildung amyloider Hdoribesonders eingegangen werden.
Eine Reihe von Untersuchungen zur Charakterisiedergintermediate deutet darauf hin,
dass wahrend des Prozesses der Bildung amyloidgredgte moglicherweise helikale
Intermediate, d.h. Oligomere mit teilweise helikal8truktur gebildet werdeh® ¢
Systematische Studien zeigen, dass ¢a®aptid®1%! |App 67168 gas Tau-Proteift®?,
a-Synuclein @S)*’%, Glutamin- bzw. Asparagin-reiche Prionprotéiffé das durch poly-
Glutamin erweiterte Huntington-Prot&ift: "2 sowie einige de novo designte
Peptidfragmente natirlicher globularer Proteiie!’ helikale Intermediate bilden. Diese
Eigenschaft kann durch die Untersuchung der Fa#tiemglenz der jeweiligen amyloidogenen
Sequenzen begrindet werden, die zeigen, dass eiatjdiche amyloidogene Proteine und
Peptide trotz ihrer Eigenschajf:Faltblatt-reiche Fibrillen zu bilden, auch Eleneriner
a-Helix in ihrer Priméarstruktur aufweisen. Diese 8Bemzen werden in der Literatur als
a IBdiskordante Helices beschried&t: *7!

Die meisten experimentellen Daten fir helikale imiediate gibt es fur das/APeptid. Mit
Hilfe von CD-Spektroskopie konnten z.B. Kirkidatz¢ al. einen Anstieg der Helizitat
feststellen, bevor schlielich das CD SpektrumrefhEaltblattstruktur detektiert wurd&®
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162l NMR-Studien am #8-Peptid im wassrigen Medium mit membranahnlicheret®&chen
oder Medien, die extrazellulare Bedingungen iméinerzeigen, dass die zentrale Region, d.h.
Position 13 bis 26, die auch die amyloidogene Kemoenz KLVFF enthalt, eine
konformationelle Anderung voo-Helix zur S-Faltblattstrukturen durchlauft, sofern sie z.B.
das AZPeptid Membranoberflache verla8&f! Der Austausch der Positidths, F1o und Fao
gegen Alanin fuohrt zu Erhéhung der Helizitat, béglte von einer Reduzierung der
Aggregationstender2* 7> 176l

Eine Reihe von Studien weist darauf hin, dass leei Aggregation von hlIAPP ebenfalls
helikale Intermediate eine wichtige Rolle spiel®MR-Untersuchungen an hlIAPP deuten an,
dass die Sequenz von Position 8 bis 20 die Eigefistiesitzt, Ubergangsweise helikale
Konformation einnehmen zu kénnef"® Die Tendenz zur Helix in dieser Region l&sst sich
durch die Zugabe von Hexafluoroisopropanol (HFiaptisieren® Knight und Miranker
entwickelten ein Modell zum Mechanismus der Aggtega von IAPP, wobei der
entscheidende Schritt der Nukleation durch die Bimdvon IAPP an die Zellmenbran tber
die Positionen 1-20 vermittelt wiff* Weiterfiihrende Studien zeigten, dass die Regisn de
IAPP von Position 5-19 durch die Interaktion mit diéembran eine helikale Konformation
einnimmﬂlm' 182-185]

Aggregationsexperimente mit florierten AlkoholeniewHexafluoroisopropanol (HFIP) und
Trifluoroethanol (TFE), fuhren bei geeigneter Komization zu einer Beschleunigung der
Aggregation’® Da diese Lésungsmittel bekannt dafiir sind, beitiBep die Bildung einer
helikalen Konformation zu fordern, steht dies irmlEang mit der Vorstellung der Bildung
von helikalen Intermediaten wahrend des Aggregaficozesses.

Aus den vorangegangenen Darstellungen wird ergsibhtl dass eine Reihe von
amyloidogenen Peptiden eine Tendenz zeigen, helldhkergangsstrukturen zu bilden. Diese
kénnen durch Peptid-Peptid-Wechselwirkungen oder eptiB-Membran-
Wechselwirkunget®” stabilisiert werdeH®® Nach der in Abbildung 11 skizzierten stark
vereinfachten Vorstellung geht man davon aus, da# das gesamte amyloidogene Peptid
eine helikale Konformation annimmt, sondern nuralokegrenzt. Uber lokale helikale
Elemente kbnnen dann mehrere Peptidstrange miténanteragieren, was zu einer hohen
lokalen Konzentration von amyloidogenen Peptid-Segaen fuhrt. Dies kann zur Bildung
von intermolekularey-Faltblatt-Strukturen fihren und schlie3lich dien&lik der amyloiden
Aggregation beschleunigen. Die Stabilitat der haék Strukturen ist hierbei sehr
entscheidend. Eine hohe Stabilitdt kann zur Vedanging der Rate bis hin zur volligen
Inhibition der amyloiden Aggregation fuhren. Sidiedr sind derartige helikale Strukturen
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Ein schematisches Diagramm, wie a-helikale Intermediate die Amyloidbildung

Abbildung 11:
fordern (verandert nach Lit. *°%)

nicht thermodynamisch stabiler gBsFaltblatt-reiche amyloide Aggregdté®! So kann man
hier von einer kinetischen Stabilitat sprechen bxmoen einer Metastabilitdt®® Dieser
Sachverhalt bildet eine Grundlage fur eine Strategir Inhibition der Aggregation. So lasst

sich Uber die Stabilisierung helikaler Uberganddtreen durch geeignete Liganden der

Ubergang zurS-Faltblattstrukturen und folglich die Bildung vonmgloiden Aggregaten
verhindern. Auf diesen Sachverhalt wird in einensayelerten Kapitel im Rahmen der

Ausfuhrungen zur Inhibition der amyloiden Aggregatausfihrlicher eingegangen.
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6 Eingriff in den Prozess der Bildung amyloider Agg regate

Zahlreiche Krankheiten stehen im Zusammenhang mih gathologischen Prozess der
Amyloidose. Verschiedene amyloidogene Proteine Regtide bilden unlésliche Aggregate
im Gehirn oder anderen Teilen des Koérpers. Diegezd3s stellt eine lange Kette von
Ereignissen von der Bildung von verschiedenen @iig@n bis zur Bildung
charakteristischer Fibrillen dar, wobei die Verhind zwischen einer amyloidogenen Spezies
und der eigentlichen Krankheit noch nicht vollstgnaufgeklart ist (siehe Kapiteb
Amyloidogene Oligomere und ihre pathologische Beaw)

Ziel der wissenschaftlichen Forschung ist es, mErmzess der Bildung amyloider Aggregate
einzugreifen und die pathologischen Auswirkungen unierbinden. Das Ergebnis der
bisherigen Anstrengungen ist eine Reihe von veesldmen Strategien, die an
unterschiedlichen Schlisselstellen des Prozesse®Bitthing von amyloiden Aggregaten

ansetzen (Abbildung 12 Zu den Schlusselstellen gehoren:

1. Inhibierung der Expression von amyloidogenen Pretei

2. Stabilisierung der nativen Struktur des amyloidegeRroteins

3. Inhibierung der Abspaltung eines amyloidogenen iBeptom urspriinglichen Protein
(sofern dies zur Bildung von amyloiden Fibrillentwendig ist, z.B. /&-Peptid)

4. Forderung der Degradation von amyloidogenen Preteimd Peptiden
Inhibierung der Aggregation

Inhibierung der Auswirkungen der jeweiligen Erkrang

Protein Expression>> Entfaltung >> Proteolyse > ; Aggregation

Forderung der
Degradation amyloidogener
Proteine und Peptide

=

< m

(o ( \ =)

Qo O < =

[ s : .\. - - -—p L >
Intermediate o < =
g faltetes Protei =

ungeraltetes Protein
Natives Protein ) < =
Peptid Fragmente Oligomere und
amyloide Fibrillen
DNS — Inhibierung der
Stabilisierung des | | proteolyse durch Inhibierung der
Nativen Proteins | |protease Inhibitoren Aggregation durch amyloid-
o bindende Inhibitoren
Inhibition der

Protein Expression

Abbildung 12: DarsteIIun? verschiedener Schlisselstellen zur Inhibierung der amyloiden
Aggregation (adaptiert nach "%
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Ein Grolteil der wissenschaftlichen Anstrengungen Imhibierung amyloider Aggregation
konzentriert sich auf die Alzheimersche Krankheia Alzheimer in den westlichen
Gesellschaften weit verbreitet ist und bisher nkeme effektive Therapie zur Verfiigung
steht. Bisherige verfugbare Therapien gegen AlzBeirkonzentrieren sich auf die
Behandlung der Symptome und weniger auf die eiiphieth Ursachef® Y  Die
Entwicklung von Verbindungen, die in der Lage sidigy Bildung toxischer Spezies und die
Bildung von Fibrillen zu verhindern, stellt imnmeoeh eine Herausforderung dar. Ausgehend
von der Hypothese, dass die Akkumulation verschste Spezies des amyloidogenen
Peptids, d.h. kleine Oligomere, Protofibrillen urfibrillen, die Ursache fur die
pathologischen Folgen sindrfiyloid cascade hypothesisnd dieser Prozess schon lange vor
dem ersten Auftreten klinischer Symptome begirsttes Ziel der Forschung, den Start dieses
Prozesses moglichst frih zu erkennen und Wirkstafe Grundlage fir Therapien zu
entwickeln, die mit den entsprechenden Speziesaadgdoidogenen Peptids interagieren und
den pathologischen Prozess verlangsamen kdfttef?? Im Fall von Alzheimer ist diese

Strategie in Abbildung 13 dargestellt. Ziel in d&ntwicklung von therapeutischen

—— —
——

- /
-~ /
4 /
/
/
Akkumulation / Akkumulation /
amylolidogener I amylolidogener /
Spezies | Spezies /
| /
I /
I /
I /
klinische Symptome , // klinische Symptome
——
-
/
7
T ] T T T T T T T T T

Alter in Jahren

Abbildung 13: Hypothetisches Schema zur Darstellung des Effekts eines potentiellen
Therapieansatzes.

Wirkstoffen sind Verbindungen, die mdglichst oralwendbar sind und eine akzeptable
Bioverfugbarkeit, hohe Selektivitdt (geringe Neb@kungen), hohe Aktivitat (geringe
Dosis) und ausreichende metabolische Stabilitfweisen!® Dartiber hinaus sollten sie
keine ernsthaften Nebenwirkungen zeigen. Die Emdwitg eines Wirkstoffs und einer
entsprechenden Therapie muss daher eine Reihe mbwicElungsschritten durchlaufen.
Zunachst werden potentielle Verbindungen im Rahram experimentellen Nachweisam
vitro auf positive Effekte hin Uberpruft. Die nachsteuf8tsind weitere experimentelle
Nachweise der Wirkungn vivo, d.h. in lebenden Modellsystemen, wie z.B. APP-gang

Mausé®, welche die A3-Peptide tiberexpremieren, oder andareivo-Modellsysteme, wie
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Caenorhabditis elegaft€® oder auch Drosophila melanogast€f® 71

Liegt eine
ausreichende Basis an vielversprechenden Ergebrassm vitro undin vivo-Experimenten
vor, kdnnen klinische Studien mit menschlichen Rralen begonnen werden. Sie unterteilen
sich in mehrere Phasen, die in Tabelle 2 mit eatdpn Zielen dargestellt sind.

Potentielle Medikamente missen klinische StudienRiese 11l positiv abschlie3en, um die
Marktzulassung zu bekommen. Aufgrund der Kompléxdér menschlichen Physiologie
erweisen sich die meisten Wirkstoffe und therageben Ansatze, die aul3erordentlich
Uberzeugende Ergebnisse aus vorangegangenefitro und in vivo-Studien zeigten, in

klinischen Studien als nicht wirksam oder weisarhhzu vertretende Nebenwirkungen auf.

Tabelle 2: Phasen klinischer Studien

Phase Anzahl d. Probanden Dauer Ziele
0 ca. 10-15 Wochen  Pharmakokinetik, Pharmakodynamik,
(subtherapeutischen Dosen)
| ca. 20-80 Wochen, Pharmakokinetik, Pharmakodynamik, Vertraglichkeit
Monate und Sicherheit
Il ca. 50-200 Monate Uberprifung des Therapiekonzepts, Findung der
geeigneten Therapiedosis
[} ca. 200-10000 Monate Signifikanter Wirkungsnachweis und Marktzulassung
bis Jahre der Therapie
v ca. ab 1000 bis Millionen Jahre Feststellung sehr seltener Nebenwirkungen

In den folgenden Kapiteln werden verschiedene Amesatir Entwicklung von therapeutischen
Wirkstoffen, die in den Prozess der Bildung amydoidAggregate verschiedenster
amyloidogener Proteine und Peptide eingreifen, peathend der Schlisselstellen des

Amyloidbildungsprozesses beschrieben.

6.1 Inhibition der Bildung amyloidogener Proteine u nd Peptide

Der naheliegendste Ansatz ist die Inhibition ddd@iag amyloidogener Proteine und Peptide.
So lasst sich theoretisch die Expression von Getliendas amyloidogene Protein codieren,
z.B. durch RNA-Interfered?? stilllegen. Jedoch besitzen die verschiedenen idogenen
Proteine in ihrem nativen Faltungstand auch phggisthe Funktionen, was zu nicht zu
vertretenden Nebenwirkungen fuihren wirde.

Sofern Proteasen durch Modifikation eines Protems Produktion von amyloidogen
Peptidsequenzen beitragen, ist die Beeinflussumgr ilWirkung eine Moglichkeit zur
Reduktion von amyloidogenen SpeZiéd. Proteasen spielen vor allen Dingen in der Genese
des AG-Peptids eine entscheidende Rolle. DgsReptid wird durch zwei Proteasen, dger
Sekretase (auch BACEQR-site of AP (eaving Ehzymé und der ) Sekretase aus einem
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Vorlaufer-Protein, dem Amyloid-Precursor-Protein P, gespalten. Diea-Sekretase
konkurriert mit der>Sekretase um das Substrat APP, wobei ihr Wirkenrmyefahrlichen
Produkten fuhrt. Daraus folgend sind die Inhibitison £ und pSekretase sowie die
Stimulierung dera-Sekretase magliche Strategien zur Behandlung viahetmer!'® 2°% |n
der Pharmaindustrie konzentrierte man sich frihazhst auf die Entwicklung von Protease-
Inhibitoren, da man auf dem Gebiet der InhibitimnVEnzymen bereits ein umfangreiches
Wissen besall und der Prozess der amyloiden Aggegaind die entsprechenden
Zielstrukturen aus der Sicht der pharmazeutischemustrie und der Ubrigen
wissenschaftlichen Forschung noch weitestgehendkammnt waren
Bei Mausen fihrte die genetische Abschaltung detivait der S-Sekretase zu einer
vollstandigen Vermeidung der Produktion desG-Reptids ohne wesentliche weitere
Veranderung im Phanotyp der TiéP& 2°2 was darauf hindeutet, dass die Inhibition hier
moglicherweise kaum mit Nebenwirkungen verbunden®® Die Entwicklung von
Inhibitoren fiihrte zu einer Reihe verschiedeneeindr, nicht-peptidischer und selektiver
Verbindungen, die zur Reduktion von SAProduktionfihrten und vor dem Verlust
kognitiver Fahigkeiten in transgenen Mausen sckif?t! Klinische Studien der Phase |
zeigten ebenfalls eine Reduktion vorBAm menschlichem Plasma. Die Inhibierung der
[-Sekretase wird daher als vielversprechende Steategesehen, jedoch missen vorhandene
Inhibitoren bezuglich ihrer pharmakokinetischen dfigchaften optimiert und noch in
klinischen Studien der Phase Il und Phase Il getegerder?®?!
Im Gegensatz zuB-Sekretase hat digSekretase viele weitere physiologische Funktionen.
Daher sind viele der bisher entwickelten Inhibito(€Sls, )rsecretase inhibitojstoxisch!?*®
204 aus diesem Grunde dnderte sich die Zielstellungichtung auf die Entwicklung von
Verbindungen, welche die Funktion des Enzyms nicittibieren, sondern lediglich
modulieren. Das bedeutet, dass gi&ekretase durch diese Verbindung kirzere, nicht-
toxische Fragmente von/Aproduziert ohne Beeintrachtigung der anderen plogischen
Funktionen?®” Diese Selektivitat ist die groRte aktuelle Herawsérung in der Forschung in
diesem Bereich.
Die Forderung der Aktivitat dem-Sekretase fuhrt zum einen zur Reduzierung der Elemg
toxischen AG-Peptid und zum anderen zur Erh6éhung der Menge &P das
neuroprotektiv wirkende Produkt der Spaltung vonPA&urch diea-Sekretas€®! Dies
konnte man anhand transgener Mause, di8ekretase im hohen MalRe expremieren,
zeigen®® Verschiedene Verbindungen, die als pharmakologis&ktivatoren fungieren,
wurden bereits in vorklinischen Studien und bei ®limer-Patienten getestet mit z.T.
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positiven Ergebnisséf’” 2% Man geht bisher davon aus, dass eine moderatefigl der
a-Sekretase nur geringe Auswirkung auf die restli¢tleysiologie hat und somit als
Therapieansatz denkbar ist, jedoch sind noch veegrdien notwendig®® 2°¢

Die beschriebenen Sekretasen sind zwar entscheidatet Genese desPeptids, aber sie
haben z.T. noch andere wichtige physiologische fromén, so dass identifizierte Inhibitoren
maoglicherweise einige Nebenwirkungen zeigen kéntféhDariiber hinaus ist die Strategie
der Modulation von Sekretasen nicht auf Erkrankangee z.B. Parkinson und Huntington
sowie Prionenerkrankungen oder Diabetes Typ Il auovar, da hier keine Proteolyse eines

Vorlauferproteins zur Genese des amyloidogenerePbzw. Peptids notwendig

6.2 Forderung der Degradation amyloidogener Protein e und Peptide

Vor dem Hintergrund der Tatsache, dass die Menganayioiden Aggregaten Ergebnis eines
Gleichgewichts aus Biosynthese und metabolischgrdafation ist, ist auch die Foérderung
der Degradation ein moglicher Ansatz zur Reduzigramyloider Aggregaté!® Das
AB-Peptid stellt das bevorzugte Ziel dieser wisseailthen Forschung dar und es sind
bisher eine ganze Reihe von Enzymen (AD&syyloid-degrading-enzymesidentifiziert
worden, die in der Lage sind, dag-Reptid abzubauen, wie z.B. NEP (Neprilysin) und ID
(insulin-degrading-enzymé&*" 22 Mogliche Wege zur Erhohung der Aktivitat dieser
Enzyme sind z.B. der virale Gentransfer oder diepl&pgrung von pharmakologisch
wirksamen Verbindungef'® Bisher konnten zahlreiche Studien in Tiermodefleiyen, dass
die Aktivierung von entsprechenden Enzymen zur Rgoli der Menge an A und zu
positiven Effekten beziiglich der Kognition fiihreank!**%'% Ahnlich wie beim Einfluss auf
die Aktivitat der verschiedenen Sekretasen lasst @ber auch hier sagen, dass diese Enzyme
ebenfalls andere Aufgaben Ubernehmen und die Esrikhme zu Nebenwirkungen flhren
kann. Dieser Strategie wird jedoch einiges therapehes Potential zugesprochen. Aber es
sind noch weitere vor-/klinische Studien notwenaligl die bisherige Forschung konzentriert
sich hauptsachlich auf dagz®eptidi*

6.3 Inhibition der Aggregation amyloidogener Protei ne und Peptide

Der Eingriff in den Prozess der Bildung der Filemlldurch Inhibierung bzw. Beeinflussung
der Aggregation amyloidogener Proteine bzw. Pepid#t eine vielversprechende Strategie
zur Entwicklung neuer Therapien dar. Es stellt gactoch die Frage nach den Zielstrukturen.
Eine Reihe aktueller wissenschaftlicher Arbeitenigize dass moglicherweise die
Akkumulation der diversen intermedidren Oligomene Prozess der Bildung amyloider

Fibrillen die eigentliche toxische Spezies darstellund nicht die amyloiden Fibrillen
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selbst*? 216 2YIEjnige Studien konnten zeigen, dass der Grad deaikung nicht mit der
Menge an amyloiden Fibrillen, sondern eher mit dégnge an ldslichen Oligomeren
korreliert!?®#22%1 zudem eroffnen die zahlreichen Arbeiten (ber fioridle amyloide
Fibrillen einen véllig neuen Blickwinkel auf amytt# Fibrillen!??* 222 Maglicherweise sind
amyloide Ablagerung im Rahmen der Amyloidose eingsmplogische Form der Speicherung
und Entsorgung von toxischen ProteinspeZiés.

Der Mechanismus, wie eine spezifische Spezies dadlénbildungsprozesses schliellich
zur Degeneration der Zelle fuhrt, ist noch unklad es ist mdglicherweise etwas verfriht,
amyloide Fibrillen generell als toxische SpezieszaschlieBeft™! Dariiber hinaus kénnen
Inhibitoren, welche die Elongation der Fibrillenhibieren, sich auch an Intermediate des
gesamten Prozesses binden, was moglicherweise sebrgehbare Folgen haben kdMhEs

ist moglich, dass sie zum einen zur Degradatiomdmter toxischen Intermediate beitragen
oder aber zum anderen auch zu einer vermehrtenrijldon toxischen Intermediaten fiihren.
B Bej der Suche nach Inhibitoren werden unterscitieell Strategien beziiglich der
Ausgangstruktur der Inhibitoren verfolgt. Einerseitwerden ScreeningMethoden
angewendet, andererseits verfolgt man die Stratégge gezielten rationalen Designs von
Inhibitoren. Die strukturelle Charakterisierung dé&elstruktur ist Voraussetzung fur ein
rationales Design von Inhibitoren. Der gesamte &szler Bildung amyloider Fibrillen ist
jedoch sehr komplex und gerade die struktureller&ittarisierung der Intermediate gestaltet
sich nicht zuletzt aufgrund der Instabilitat detehmediate oft als schwierlyf> 162 223 2241
Identifizierte Inhibitoren kdénnen an verschiedenatermediaten binden, deren Struktur
verandern und deren toxische Wirkung reduzierem gédezlich zur Auflésung der Oligomere
und Fibrillen fihren. Dartber hinaus ist auch dative Struktur des amyloidogenen Peptids
als Zielstruktur denkbar. Gelingt es durch entdpeede Liganden, die native Struktur
ausreichend zu stabilisieren, so lasst sich authdiasem Weg die Bildung von toxischen
Oligomeren und ferner die Bildung von amyloidenrfign verhindern. Zusammenfassend
gehoren zu den moglichen Strategien der Inhibitien Aggregation durch Zugabe von
Inhibitoren die Stabilisierung des nativen Zustadds amyloidogenen Proteins bzw. Peptids,
die Stabilisierung nicht-toxischer Oligomere, didchh mehr Teil des amyloiden
Aggregationsprozesses sindff{pathway sowie die Inhibierung der Fibrillen-Elongation
(Abbildung 14). Wie bereits beschrieben, zeigerireathe Arbeiten, dass moglicherweise die
Oligomere die eigentliche toxische Spezies sinchdd&ann es auch Ziel sein, die Bildung
von amyloiden Fibrillen durch entsprechende Modukt zu fordern, so dass die
Konzentration potentiell toxischer Oligomere reiduzwird?®® Daran schlieRt sich eine

weitere Strategie an. So ist es denkbar, die Aggi@ystendenz zu nutzen, aber den Prozess
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der Aggregation durch entsprechende Modulatorenlicthreur Polymerchemie so zu
verandern, dass nicht amyloide Fibrillen, sondem. amorphe Aggregate oder auch
helikale Aggregate entstehBff’ Man geht davon aus, dass nicht-toxische Komplaxe a
Inhibitor und amyloidogenen Peptid durch vorhand®wegradationsmechanismen in der
Zelle abgebaut werdéff. 23!

Zahlreiche Verbindungen und Substanzen haben Falteimt den komplexen Prozess der

Stabilisierung Uberflihrung in
des nativen nicht-toxische
Zustands off-pathway
O|igomere m Inhibitor
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+ der Elongation
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Amyloide Fibrillen
Protofibrillen

Abbildung 14: Schematische Darstellung verschiedener Inhibitionsstrategien.

Bildung von amyloiden Aggregaten einzugreifen. Brandlegende Struktur der Inhibitoren,
so zeigt die bisherige Inhibitionsforschung, kaehrsdivers sein. Dazu gehéren kleine, oft
aromatische Molekile, peptidbasierte Verbindungew ChaperoneProteine oder auch
Antikorper®" 89 Einige wurden bereits in klinischen Studien getestier befinden sich
zurzeit in solchen. Auf die wesentlichen Verbindeimgaber vor allen Dingen auf die Ansatze
des rationalen Designs und verschiedene Mechanisiemhibition wird in den folgenden
Kapiteln eingegangen. Zuvor soll jedoch insbesoma@erf die Strategie der Stabilisierung der
a-helikalen Konformation zur Inhibition der amyloid@ggregation eingegangen werden, da
diese von besonderer Bedeutung fir die im RahmerAdieit durchgefluhrten Experimente

ist.

6.3.1 Strategie der Stabilisierung der  a-helikalen Konformation

Wie bereits im Kapiteb.1 Die Bedeutungr—helikaler Intermediatdeschrieben, werden bei
einigen amyloidogenen Proteinen und Peptiden inzda® der Aggregation ausgehend von

unstrukturierten Monomeren durch Peptid-Peptid-VEebhirkungen oder Peptid-Membran-
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Wechselwirkungen helikale Intermediate gebildehig@ amyloidogene Proteine sind bereits
im nativen Zustanda-helikal gefaltet, wie z.B.a—SynucIeirﬁm], oder bergen in ihrer
Priméarstruktur einer-Helix, wie z.B. das Prion Protein (helix 2, Position 1I8%) und das
AS-Peptid (Position 16-23), die ai#-diskordante Helices beschrieben werb&n.

Basierend auf MD-Simulationen der zentralen Regies A3-Peptids von Position 13 bis 26
wurde fur den Prozess der konformationellen Andgearvona-Helix zu S-Faltblatt und zu
amyloiden Aggregaten ein dreistufiger Mechanismurgi@schlageHt®” (I) Zunachst mussen
ausreichend interne Wasserstoffbrickenbindungendén a-Helix aufgelést werden.
Anschliel3end mussen starke hydrophobe Wechselvgeuawischen unpolaren Seitenketten
(I und starke hydrophile Wechselwirkungen zwisthpolaren Seitenketten fir eine
konformationelle Anderung vorhanden sein (lIl). \Mem diese Bedingungen nicht erfiillt,
findet keine Aggregation zu amyloiden Fibrillentst®urch geeignete Liganden, die in der
Lage sind, die helikale Struktur zu stabilisierenndu ausreichend interne
Wasserstoffbriickenbindungen in derHelix zu erhalten, lasst sich die Aggregation zu
[Faltblatt-reichen amyloiden Fibrillen inhibierening vielversprechende Strategie besteht
im Design eines stabilen helikalen Liganden, desten Lage ist, spezifisch mit den helikalen

Elementen innerhalb der amyloidogenen Sequenz zaragieren und die helikale

partiell helikal gefaltet

Abbildung 15: Ein schematisches Diagramm, wie ein potentieller helikaler Inhibitor bzw. ein
Inhibitor, der die helikalen Elemente in einer amyloidogenen Sequenz unterstiitzt, die Aggregation
zu amyloiden Fibrillen verhindern kann (erweitert nach Lit. *°%).

Konformation zu stabilisieren (Abbildung 15, B). nEiLigand, bestehend aus einer
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Erkennungsdomane, die spezifisch mit den heliklementen innerhalb der amyloidogenen
Sequenz interagiert und einer zusatzlichen Einllgit,den Ubergang z@-Faltblatt-reichen
Oligomeren verhindert, ist ebenfalls vorstellbabbdung 15, Af*? Ausgehend von nativ
partiell helikal gefalteten amyloidogenen Proteingn Peptiden ist auch eine Stabilisierung
der nativen Struktur denkbar, was zusatzlich dasikRi der Stabilisierung toxischer
Oligomere, das bei der Inhibition zu bedenkennshglicherweise vollig ausschlielRen kann
(Abbildung 15, C). Die Stabilitat der helikalen @dmere aus Inhibitor und amyloidogenem
Protein bzw. Peptid ist entscheidend. Sind sietn@lsreichend stabil, kann der Inhibitor
durch die Bildung helikaler Ubergangsstrukturen liotgrweise als Nukleus fiir die
amyloide Aggregation fungieren und sie entsprechbadchleunigen. Bei ausreichender
Stabilitat sollte durch die Bildung helikaler Qdigere aus Inhibitor und amyloidogenem
Protein bzw. Peptid die Rate der amyloiden Aggiegaverlangsamt werden bis hin zur
volligen Inhibition der Aggregation. Derartige Healle Strukturen sind nicht
thermodynamisch stabiler gisFaltblatt-reiche amyloide Aggregaté® >33'So kann man hier

von einer kinetischen Stabilitat sprechen bzw. eioer Metastabilitd®* !

6.3.2 Nicht-peptidische Inhibitoren

Mit Hilfe einfacher in vitro Testreihen undScreeningMethoden gelang es, zahlreiche
Verbindungen zu identifizieren, welche die Bildwaan amyloiden Fibrillen verhindern oder
sogar bereits gebildete Fibrillen wieder auflosetnden’® # 24 Die meisten der
Verbindungen sind Inhibitoren der Aggregation deg-Reptids. Jedoch bleiben die
mechanistischen Details oft unklar. Viele der Iitoiken kbnnen verschiedene amyloidogene
Proteine inhibieren, was die Spezifitat in FragdltstDarliber hinaus werden unterschiedliche
Spezies des gesamten Prozesses der Bildung amylagtgegate adressidft> Zu den
identifizierten Verbindungen mit inhibitorischer kiing gehéren z.B. Rifampidi> 237
Melatonin®®®,  Glykosaminoglykar&®,  Fulleren&*®,  Apomorphinderivaté*”,
Indolderivaté*?,  Detergentieh®,  Curcumiff*”,  Aminopyrazdf*®,  Inositol**®
Polyphenol&*”2*!  3-Amino-1-Propansulfonsaure (Alzhem¥d oder Tramiprosafy?,
Salvianolische Saure®* und Kongordt>? sowie Memoquiti®¥, aber auch nicht-steroidale
Antirheumatika wie z.B. Nanoproxen (NSAR engl. NS}f>*?*®! |m Folgenden sollen
ausgewahlte Bespiele einen kurzen Einblick in J‘eextene Mechanismen der Inhibition
durch nicht-peptidische Inhibitoren geben. Darlineaus wird auf die neueste Entwicklung

von bereits in klinischen Studien befindlichen Madungen eingegangen.

36



Eingriff in den Prozess der Bildung amyloider Aggregate

6.3.2.1 Unspezifische Modulatoren der Aggregation

Eine Reihe von nicht peptidbasierten meist kleiromatischen Verbindungen sind bisher
als Inhibitoren identifiziert worden, wie z.B. Kooigt. Kongorot [Dinatrium-3,3((1,1-
biphenyl)-  4,4diylbis(azo))bis- (4-aminonaphthalin-1-sulfonat]sti ein hydrophiler,
symmetrisch sulfonierter Azofarbstoff, der spekifisan amyloide Fibrillen bindet und
daraufhin eine charakteristische apfelgrine Doppeliung unter polarisiertem Licht
zeigt!®®! Neben der Funktion in der Analyse amyloider Aggtegwird von Kongorot
berichtet, dass zum einen die Bildung von FibriNem AS(1-40) inhibiert und zum anderen
durch das Binden an bereits gebildete amyloideillébrderen Toxizitat reduziert wird®®
258, 289 pariiber hinaus konnte in einer weiteren Studieiggzaverden, dass Kongorot dag:A
Monomer/Oligomer-Verhaltnis in Zellkulturen erhéhindem es die /AMonomere
stabilisiert?® 2°% \weiterhin wurde berichtet, dass Kongortiot vitro und in vivo zur
Auflésung von amyloiden Polyglutamin-Aggregateng di.a. mit der Huntingtonschen
Krankheit in Zusammenhang stehen, beitf4gt. 2% Weitere Derivate von Kongorot und
anderen Farbstoffen wurden ebenfalls als Inhibitater Aggregation zu amyloiden Fibrillen

identifiziert 189 262 2631

I
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Abbildung 16: Chemische Struktur von Kongorot, Lacmoid®’® und Orcein-Derivat 04%%,

- - - . letails des
Mechanismus wie bei vielen anderen Verbindungemtmiollstandig aufgeklart. Kirzlich
berichtete Ergebnisse Uber die Inhibition der Aggt®n des /Peptids und des
a-Synucleins durch Kongorot und Lacmoid unterscheidieh von den zuvor beschrieben,

geben jedoch einen Einblick in den Mechanismus Idéibition. Es ist bekannt, dass
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Kongorot oberhalb einer Konzentration von 5 uM zizéllen-ahnlichen supramolekularen
Komplexen aggregielt®*2%® Lendelet al. stellte hierbei einen Zusammenhang zwischen der
Eigenschaft der Selbst-Assoziation und der Wirkwegf den Prozess der amyloiden
Aggregation her, was moglicherweise als generelerchanismus der Inhibition und
Reduktion der Toxizitat durch eine ganze Reihe tRuaptidischer Inhibitoren herangezogen
werden kanf¢®® 2°62%%Ipariiber hinaus konnte man feststellen, dass tretz\hnlichkeit im
Bindungsmechanismus beider Verbindungen, sie jedoehunterschiedlichen Effekten
fuhren. Kongorot induzierte die Bildung von amonmphAggregaten, Lacmoid dagegen
inhibierte die Aggregation vollstandfj” Kongorot zeigte in Gegenwart vonSAeinen
ahnlichen Bindungsmechanismus wie kleinere Konaéintten von Natriumlaurylsulfat
(SDS, sodium dodecyl sulfatd, einem anionischen Detergens. Ahnlich zum Eisflusn
anionischen Detergentiéf® 2’2 auf amyloide Aggregate vermogen nicht-peptidische
Verbindungen mit einer Tendenz zur Selbstassonatioe z.B. Kongorot, den Prozess der
Aggregation zu verandern und die toxischen Eigeafseh zu reduziered®® 2°2 Obwohl die
Anwesenheit von Kongorgf-Faltblattstruktur bei /& induziert, fordert es die Bildung von
bestimmten Aggregaten, deren toxische Eigenscbdttziert ist?®* 2! Moglicherweise wird
durch die Eigenschatft, als Detergens zu wirkenEttjenschaft der Oberflache der amyloiden
Aggregate verandeft? Die negativen Ladungen von Kongorot ermdglichermiglich
Uber elektrostatische Wechselwirkung die Stabilisig nicht-toxischer Oligomere, wie es
z.B. fir einenProtein-EngineeringAnsatz berichtet worden i%(¥ In einer weiteren Studie

mit Lacmoid in Gegenwart desPeptids konnte man wiederum mit Hilfe von NMR zgig
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Abbildung 1: Vereinfachte schematische Darstellung der Wirkung unspezifischer Modulatoren auf
das AB-Peptid. (A) Unspezifische Bindung von Lacmoid (rot) reduziert die Wechselwirkungen, die
zur Aggregation von amyloiden Fibrillen fuhren (B) Kongorot, Ocerin-Derivat O4 induziert die

Bildung von S-Faltblatt-Strukturen und férdert die Bildung von amyloiden Fibrillen (nach Lit. [225, 270])
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dass der Bindungsmechanismus von Lacmoid und Kohgdmlich ist, jedoch wie im Falle
des zuvor beschriebenenSynucleins zu unterschiedlichen Effekten fUhrtcrbaid ist im
Gegensatz zu Kongorot in der Lage, die Bildung jegtichen Aggregaten zu verhindéfff’

Da jedoch auch die Forderung der Bildung amyloferillen eine Strategie sein kann, die
Konzentration potentiell toxischer Oligomeren zwuzeren, kann auch die Entwicklung
entsprechender Modulatoren ein Ziel der Forschugig. 8ieschkeet al. zeigten, dass ein
Orcein-Derivat mit einer zu Lacmoid sehr ahnlich8truktur an die hydrophoben
Aminosauren des APeptids bindet und die Nukleation und die Bildwan Protofibrillen
und amyloiden Fibrillen fordeH*

Man kann feststellen, dass viele der identifiziertehibitoren im Allgemeinen hydrophob
sind und entsprechend in wassrigen LOsungen zubsSAksoziation neigen. Die
Hydrophobizitéat ist ebenfalls die hauptsachlichefkraft beim Prozess der Aggregation von
Peptiden und Proteinen zu amyloiden Fibrillen. Bi&udien deuten darauf hin, dass die
hydrophoben Inhibitoren unspezifisch &hnlich wie tddbgentien an die hydrophobe
Oberflache der amyloidogenen Peptide und Proteingeh, was zu einer Verdanderung bis
hin zur vollstandigen Inhibition des Prozesses Aggregation fuhren kanA™® Dartiber
hinaus kdonnen derartige Liganden die konformatienEigenschaften verandern, das den
entscheidenden Schritt, d.h. den strukturellen gdmey zu Amyloiden, stark beeinflus<f)
Beide Effekte in Abhangigkeit von der Verbindungdwon der Konzentration kdnnen ganz
unterschiedliche Folgen haben, von der Inhibitishin zu Induzierung der Aggregation.

6.3.2.2 Naturliche Polyphenole

Eine Reihe von Studien konnte zeigen, dass vietm&wo natirlicher Polyphenole in der Lage
sind, die Bildung von amyloiden Fibrillen zu inkebén. Dazu gehdren Polyphenole, die z.B.
in Wein oder in Grinem bzw. Schwarzem Tee zu finagémd?’*?""1 So inhibieren
Polyphenole wie (-)-Epicatechirf-)-Epigallocatechingallat (EGCG), Tannine, Thagiihe
Resveratrol sowohl die Bildung als auch das Wachdder Fibrillen und vermdgen bereits
gebildete Fibrillen wieder aufzulos&f® 274 27 277280%Eg konnte gezeigt werden, dass
Polyphenole einerseits vor der toxischen Wirkungcduamyloide Aggregation induzierter
Akkumulation freier Radikale schiitZé#' 2’" #lund zum anderen direkt tiber ihre Struktur
mit AFaltblattstrukturen interagier€H und die Bildung von toxischen Oligomeren und
ferner die Bildung von amyloiden Fibrillen verhimde Ausfihrliche Studien zur Bildung
von amyloiden Fibrillen amyloidogener Proteine bzZ@eptide in Gegenwart von EGCG

ergaben ein hohes Potential dieser Verbindungrsubition der amyloiden Aggregation. Es
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inhibiert die Aggregation und reduziert die Toxit von vielen verschiedenen
amyloidogenen Proteinen, wie z.B. dag-Reptid, das Huntington Proteia;Synuclein oder
das Prion-Proteiff>® 247-249. 276, 277, 280, 282, 28 ahe yerandert EGCG den Reaktionsweg der

amyloiden Aggregation und fordert die Bildung vacht-toxischen Oligomerefi?®: 276 282
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Abbildung 18: Polyphenole mit inhibitorischer Wirkung: A: (-)-Epigallocatechingallat (EGCG); B:
Resveratrol; C: Theaflavin.

EGCG bindet an das ungefaltene Protein Uber Wasfersickenbindungen und
hydrophoben Wechselwirkung&i® 224 Dartiber hinaus wurde von einer kovalenten Bindung
von EGCG an Lysinseitenketten tber die Bildung eBehiffschen Base berichté®® Porat

et al. stellen ferner eine Verbindung zwischen den ar@tiaén Ringen der Polyphenole und
der relativen Haufigkeit von aromatischen Aminoséwwie Phenylalanin und Tryptophan in
den amyloidogenen Kernsequenzen verschiedener if@8te her und schlagen eine
spezifische aromatische Wechselwirkung vor, uni&stdurch Wasserstoffbrickenbindung
vermittelt durch die zahlreichen Hydroxylgruppes alechanistische Grundlage der Bindung
von Polyphenolen, aber auch von Farbstoffen wiegéoot ang-Faltblattstrukturen und der
daraus folgenden Stérung der Aggregation zu amgtoidFibrillen®® 283 2861 NVR-
Experimente mit EGCG in Gegenwart des amyloidogePrateins Calcitonin deuten hier
ebenfalls auf eine Wechselwirkung zwischen den atmthen Ringen des EGCG und den
aromatischen Seitenkettéf”? Ehrnhofer et al. schlagen im Rahmen ihres Models zur
Inhibition der Aggregation vora-Synuclein vor, dass EGCG an einem frihen Punkt im
Prozess der Bildung amyloider Aggregate mit demlaitiggenen Protein interagiert und den
nativ ungefalteten Zustand stabilisiert und intrégkolare Wechselwirkung unterstitZf!

Als Folge werden in Gegenwart von EGCG stabile @hgre gebildet, die nicht Teil des
Bildungsprozesses amyloider Fibrillen sipdff-pathway* Oligomere)?*®!

Die bisher berichteten Ergebnisse machen deutlddss die Klasse der Polyphenole
vielversprechende Verbindungen birgt, welche alsin@lage fir neue Therapien zur

Behandlung von neurodegenerativen Erkrankungen w&r Alzheimerschen und
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Parkinsonschen Krankheit dienen konHéh.2% Jedoch sind noch einige Untersuchungen
zur Bioverfugbarkeit und pharmakokinetischen Eigbaften an Zellen und transgenen

Tiermodellen notwendig.

6.3.2.3 Kinetische Stabilisierung des nativen Zusta  nds

J. W. Kelly aber auch anderen Wissenschaftlernngekes, durch einen strukturbasierten
Ansatz Inhibitoren gegen die Aggregation des Tianstin Protein, kurz TTR, zu
entwickelnf?8: 290 29UTTR st ein homotetrameres, 127 Aminosauren lamyesein mitA
Faltblatt-reichen Domanen. Uber mehrere Bindundesteerfiillt es seine Funktion als
Transportprotein fuir das Schilddrisenhormon ThyroxiDie Verschiebung des
thermodynamischen Gleichgewichts in Richtung degl@dogenen ungefalteten Monomers
filhrt zur Bildung von amyloiden Aggregaté®: °2 In mehreren Studien konnte gezeigt
werden, dass kleine organische Moleklle an densatbien Bindungsstellen des tetrameren
TTR binden und kinetisch stabilisieréft?* Die Dissoziation des Proteins in vier
Monomere wird durch diese Inhibitoren unterbunderd wlie Aggregation zu potentiell
toxischen Oligomeren und amyloiden Fibrillen wirdrkindert?*® Eine ganze Reihe von
verschiedenen Inhibitoren, die an den Bindungssteiiir Thyroxin binden, wurden bisher
meist auf Grundlage von Kristallstrukturen syntietit!>*®=°? Sie zeigen eine groRe
strukturelle Ahnlichkeit. So bestehen sie zumeist awei aromatischen Ringen, die jeweils
zwei Bindungsstellen im tetrameren TTR-Protein t&se Diese beiden Ringe kénnen direkt
miteinander verbunden werd&fl, z.B. zu Biphenylen, oder Uber kurze hydrophobe

Linker®®* 22 Die verschiedenen Liganden binden zum einen tilydrophobe und zum

Glu-54 © c
Lys-15
o \ N
o
Ser-117 OH
Tafimidis

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 fir
einen Linker, X und Z fir verschiedene substituierte Aryl-Reste stehen (verandert nach Lit. (290]
2010 Copyright Elsevier Ltd.). Chemische Struktur von Tafimidis (links).

anderen (iber elektrostatische Wechselwirkufgéh. Zur Optimierung dieser
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Wechselwirkungen missen entsprechende Substituantelen beiden Aryl-Resten und ein
passender Linker gewéahlt werden. Polare Substinentirken durch die Wechselwirkung
mit den Lysin- und Glutamatseitenketten an Positih bzw. 54 des TTR-Proteins
stabilisierend®®® Dartiber hinaus unterstiitzen Wasserstoffbriickeninigen die Bindung
zwischen Inhibitor und Tyrosin- und Serinseitendetin Position 116 bzw. 117 des TTR-
Proteins?®® Die systematische Optimierung beider Aryl-Restd das Linkers auf der Basis
von Kristallstrukturen fuihrten bei diesem Beispal einer Reihe von potentiellen und hoch-
selektiven Inhibitoren, die den tetratmeren Praemplex kinetisch stabilisierdff® 2% 390
302, 3% pje Verbindung Tafimidis wurde bereits in im J&®11 beendeten klinischen Studien
der Phase Il und Phase Il getestet und man erdigeZulassun§® Dies ware die erste

wirkstoffbasierte Therapie gegen eine Form der Analgse.

6.3.2.4 Rationales Design und Wirkung von Metall-Ch  elatoren

Das A3-Peptid besitzt Bindungsstellen fir €wnd Zrf* lonen und es gibt mehr und mehr
Hinweise, dass die Gl und Zrf*-lonen mit A3-Peptiden interagieren und sowohl einen
Einfluss auf die Bildung der amyloiden Fibrillensiteen als auch auf die Toxizit&t®%®!
CU*- und Zrf*-lonen sind in hoher Konzentration im Bereich dem&sen im Gehirn
vorhanden und spielen auch bei anderen neurolagisdirkrankungen ein Roll&"
Maglicherweise gibt es einen Zusammenhang zwiséieem im hohen Alter auftretenden
Ungleichgewicht dieser Metallionen und der Alzheigthen Krankheit. So ist es
nachvollziehbar organische Verbindungen zu testienals Chelatoren fur die entsprechenden
Metallionen fungieren kénnen. Im vitro-Studien konnte gezeigt werden, dass einige
Chelatoren die durch Gubzw. Zrif* ausgeloste Aggregation vonBL-40) und A3(1-42)

inhibierent3°8:  397:

319 Clioquinol [5-chloro-7-iodo-8-hydroxyquinon] ist irer dieser
wirksamen Chelatoren (Abbildung 20). Es bindet'€bzw. Zrf*-lonen mit héherer Affinitéat
als C&" und Md*, ebenfalls biologisch relevante lonen. In einend& mit transgenen
Mausen wurde eine ca. 50%-ige Reduktion vgftAblagerung bei oraler Zugabe (ca. 20
mg/Kg/d) von Clioquinol festgestelf:” Die Wirkung von Clioquinol wurde schlieBlich auf
der Ebene klinischer Studien untersucht. Man koreitege signifikante Effekte bei an
Alzheimer erkrankten Patienten feststellen, wals gia. in einer Verbesserung der kognitiven
Fahigkeiten und Reduzierung defAonzentration im Plasma zeidté! 3% Aufgrund von
Schwierigkeiten in der Herstellung, die zu Unreitdre durch zweifache lodierung fuhrten

und den damit gestiegenen Risiko von Nebenwirkungaende sowohl die Produktion als
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auch weitere klinische Studien der Phasen Il uhditigestellt>*? In der Folge konzentrierte
man sich schlie3lich auf PBT2, ein 8-hydroxy-Chind@erivat, das nicht iodiert ist.

Es wird angenommen, dass PBT2 zu einghCA?* (oder Zf")-Komplex bindet und auf
diese Wiese mogliche zelltoxische oxidative Realdio unterbindet. PBT2 zeigt ebenfalls
inhibitorische Wirkung auf durch Gubzw. Zrf* ausgeldste Aggregation vonBAist jedoch
effektiver als PBT1 und besitzt eine groRere Fadigkdie Blut-Hirn-Schranke zu
durchdringed®®  PBT2 inhibiert die Bildung von AOligomeren, lost vorhandene
AB-Oligomere wieder auf, reduziert die Konzentratimm interstitiellem A3 im Gehirn und
erhoht die kognitiven Fahigkeiten transgener AlateiMause in vorklinischen Studi€h’
Eine Phase II-Studie mit mannlichen und weibliclRatienten, die Gber 55 Jahre alt waren
und an einer milden Form von Alzheimer erkranktdsirzeigte eine generelle gute
Vertraglichkeit von PBT2 und, in Abhéngigkeit voardKonzentration, verschiedene positive
Effekte, wie die Reduzierung von [1-42) in der Gehirn-Riuckenmarks-Flussigkeit
(Cerebrospinal fluid, CSF)und eine Verbesserung der kognitiven Fahigkeiten i
neuropsychologischen Tests! Weitere Studien sind gepldfit?

In einer Reihe von weiteren Arbeiten gelang es l[udee Kombination von amyloid-
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Abbildung 20: Uberblick tber die zwei rationalen Ansatze des struktur-basierten Designs von
Inhibitoren der Metall-induzierten amYIoiden Aggregation (verandert nach Lit. [3201). Inhibitor XH1
aus Lit. ®*® und Inhibitor HBT aus Lit. **"1,
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bindenden Moleklilen mit Metall-komplexierenden Hién in vitro und in vivo,
vielversprechende Inhibitoren der Metall-induziarteamyloiden Aggregation zu
entwerfert?®32% Als  Ausgangspunkt fir amyloid-bindenden Einheit ntéa haufig
chromophore Molekile, die zur Analyse amyloider Aggate eingesetzt werden oder auch
die amyloide Kernsequekd_VFF des AG-Peptids, da sie an amyloide Aggregate binden. Als
Vorbild fur die Metall-komplexierende Einheit dienti.a. das zuvor beschriebene Clioquinol
oder EDTA sowie Cyclei?? Zwei verschiedene Anséatze wurden bisher umges&tah
einen wurden die Metall-komplexierenden Molekule @amyloid-bindenden Molekule durch
eine kovalente Bindung verbunden und zum andererdevudlie Metall-komplexierende
Funktion in das amyloid-bindende Molekl eingefﬁ@oﬂ. Diese bifunktionalen Molekile
zeigten bisher vielversprechende Ergebnisse, jedtehen noch ausfiihrlicheia vivo
Untersuchungen zur Optimierung der Permeabilitatcldudie Blut-Hirn-Schranke, zur

metabolischen Stabilitat und zur Toxizitat &39.

6.3.2.5 Stabilisierung der a-helikalen Konformation

Mit unterschiedlichen methodischen Ansétzen zeigesschiedene Arbeitsgruppen, dass z.B.
mit Insulin die Aggregation hIAPP Uber die Stalidising helikaler Intermediate inhibiert
werden kanit’® 3232 Die Stabilisierung deo-helikalen Intermediate muss jedoch nicht
durch Peptid-Peptid-Wechselwirkungen vermittelt degr. Saraoget al. verwendeten zur
Inhibition von IAPP ein synthetischeSsoldamer das Seitenketten von Aminosduren in
a-helikalen Konformation imitielt®* 3% In vorangegangenen Studien konnte gezeigt
werden, dass derartige Verbindungen in der Lagé, sais a-Helix mit Proteinen zu
interagieren und als Inhibitor fur Helix-Protein-?selwirkungen eingesetzt werden
konnen®2%328 |n der Arbeit von Saraoget al. Gbertrug man dieses Konzept auf die
Aggregation von IAPP und adressierte die helikdlgermediate im Aggregationsprozess
von IAPP mit einer Oligopyridylamid-Geriststrukturdie durch intermolekulare
Wasserstoffbriickenbindungen stabilisiert wird uimtbpe Seitenkettenfunktionen analog zur
einer peptidischem-Helix prasentier?? *%wie in Kapitel5.1 Die Bedeutungr-helikaler
Intermediatebeschrieben, bindet IAPP an Lipidmembranen untesbfdung von helikalen
Intermediaten und bildet schlie3lich amyloide Ribn. Saraoget al. testeten Variationen der
in Abbildung 21 dargestellten Verbindung als Intobider Aggregation von IAPP in
Gegenwart von Liposomen, bestehend aus einer Migchuaus anionischen
Dioleoylphosphatidylglycerol (DOPG) und zwitterisnhen Dioleoylphosphatidylcholin
(DOPC). Der ThT-Assay ergab eine Reduktion der RateLipid-vermittelten Aggregation
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A NHAc (o]
ra O\AOH

COOMe

Abbildung 21: (A) Chemische Struktur eines als Inhibitor wirksamen Oligopyridylamids (B)
Kristallstruktur des Rickgrats (Seitenketten sind als rote Kreise dargestellt) (nach Lit. (3241 © 2010
WILEY-VCH Verlag GmbH & Co)

von IAPP in Gegenwart der verschiedenen Inhibitoi2ie Wirkung ist abhangig von der
Lange sowie von der Anzahl und Orientierung derdrapan den imitierten Seitenketten. Die
in Abbildung 22 gezeigte Struktur gehdorte zu diéekéivsten Verbindungen.

Nereliuset al. gingen bei ihrem Design von Inhibitoren der Aggteagn des A8-Peptids von
der zentralen RegiomHQKLVFFAEDVGS,s des AG-Peptids aus, das unter bestimmten
Bedingungen eine Tendenz zur helikalen Konformatimsitzt (siehe Kapiteb.1 Die
Bedeutunga—helikaler Intermediate Sie entwarfen Inhibitoren, die in der Lage sinult
dieser Region zu interagieren und sie in der hielik&onformation zu stabilisierétf® Das
Fragment weist mit;LVFFA,; eine groRere hydrophobe Doméane und ppitD,3 eine
anionische Doméne auf. Beim Design des Inhibit@rslinierten sie daher eine hydrophobe
Alkylkette mit einer kationischen Funktion, um eigptimale Bindung an diese Region zu
erreichen. Das Design resultierte in die VerbindDeg-DETA (Abbildung 22). Bein vitro-
Experimenten flhrte die Anwesenheit dieses Inhibitou einer Zunahme der helikalen
Konformation*®® Die Autoren konnten dartiber hinaus zeigen, dassedilnhibitor den

Glu22
Asp22
o] H
/\/\/\/\)L il@
N\ | \/\NH3
H H ®
Dec-DETA

Leu17, Val18, Ala21

Abbildung 22: Struktur des Inhibitors Dec-DETA und Interaktionen mit Positionen des zentralen
Peptidfragment des AB-Peptids (nach Lit. ")
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Prozess der Aggregation vorp-42) verandert, die Toxizitat sowohl in Zell-Testls auch

im in vivo-Modell Drosophila melanogasteeduziert!®®

6.3.2.6 Mimetika der BFaltblattstruktur

Die Darstellung nicht-peptidische3-Faltblattstrukturen, die in der Lage sind, an
[-Faltblatt-reiche Strukturen amyloidogener Sequenza binden, stellt einen weiteren
Ansatz des rationalen Designs von Inhibitoren derylidbildung daf®* Schrader und seine
Mitarbeiter entwickelten nicht-peptidische, oligame Aminopryrazole, die das
komplementadre Donor-Akzeptor-Donor-Muster der Waesteébrickenbindungen von
[BFaltblattstrukturen imitiereli® Man konnte zeigen, dass diese selektiv an das
Peptidriickgrat amyloidogener Sequenzen mit chaiatisehercrossAStruktur bindef3!
und im Falle des Aminopyrazolcarboxylat-Trimersdier gebildete amyloide Fibrillen von
ABR1-42) wieder aufloseli®® Studien zur Wirkung von verschiedenen Derivaters de
Aminopyrazolcarboxylat-Trimers auf die Aggregatioon A3(1-42) fuhrten zu einer Reihe
von wirksamen Inhibitoren, welche die Bildung vanydoiden Aggregaten inhibieren und die
Toxizitat im Zell-Assay reduzieréft> 334 Mit Hilfe von MD-Simulationen konnte man

zeigen, welche Derivate an digGA-42) in dem fibrillaren Zustand binden und in dege

/C?’X Aminopyrazol-Trimer

| o PeptidrUckgrat
N/NH

%w¢a

Abbildung 23:  Struktur des Aminopyrazolcarboxylat-Trimers in Interaktion mit einem
Peptidriickgrat nach Lit. ®**(X = C-terminale Gruppe, z.B. TEG-KKKKG).

sind, die Struktur der Fibrile zu verandéf#! Zum Beispiel vermag das
Aminopyrazolcarboxylat-Trimer mit GUber TEG C-terraingebundenen Lysinresten durch
Interaktion mit Glutamat an Position 22 vonS@A-42) die cross/-Struktur der Fibrille
aufzulosen®* Man konnte ferner zeigen, dass der TEG-Linker dlim-Struktur des
AZ1-42) im fibrillaren Zustand destabilisiéit? Zusatzliche strukturelle Daten durch 2D-
Festphasen-NMR-Studien oder Kristallographie safienErgebnisse weiter unterstiitz&f!
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6.3.2.7 Inhibition durch Nanopartikel

In den letzten Jahren gelangten Nanopartikel fir gezielten Einsatz in der Medizin in den
Fokus der wissenschaftlichen Forschung, so auchGalmdlage fir neue therapeutische
Ansatze gegen neurodegenerative Krankheiten wiéheMzer. Nanopartikel weisen ein
extremes Oberflachen-Volumen-Verhéltnis auf, dag éiohe Absorption von Proteinen und
Peptiden moglich macht. Die Absorption und Wechs&lmg der Nanopartikel mit einem
Protein bzw. Peptid lasst sich durch die Modifigatider Oberflache und GrofR3e der
Nanopartikel kontrolliere*> 3¢ Nanopartikel sind in der Lage, die Blut-Hirn-Safika zu
Uberwinden; so kénnen Nanopartikel u.a. als Tramnspstem flr pharmazeutische Wirkstoffe
verwendet werden oder selbst als Wirkstoff fungierEs lassen sich anorganische und
polymere Nanopartikel unterscheiden, wobei beidenéo auf ihre Fahigkeit, in den Prozess
der amyloider Fibrillen einzugreifen, getestet wanlf®” 3*® Die Bindung des Proteins an
Nanopartikel kann zu Anderungen in der Konformationd zu einer stark erhéhten
Konzentration des Proteins an der Oberflache filBerde Faktoren kdnnen die Aggregation
begiinstigeft>? Ziel ist es jedoch, spezifisch die amyloidogeneZs an der Oberflache
dauerhaft zu binden und sie in einer nicht-toxiscK®nformation zu stabilisieren. In den
bisherigen experimentellen Arbeiten konnte sowahe énhibitorische Wirkung*® 3" als
auch die Fahigkeit zur Nukleation der Fibrillenbitdf**?' gezeigt werden. Die gleiche Art
polymerer Nanopartikel kann zum Teil gegenteiligdfelge in Abhangigkeit vom
amyloidogenen Protein bzw. Peptid zei&éﬂ.Cabaleiro-Lagcet al. kommen in der Arbeit
zur Wechselwirkung von amyloidogenen Monellin undlymerer Nanopartikel zu dem
Schluss, dass die Funktionalisierung der Oberfléaabwie die intrinsische Stabilitat des
amyloidogenen Proteins dariiber entscheiden konokendie Aggregation gefordert oder

inhibiert wird 344

6.3.2.8 Nicht-peptidische Verbindungen in klinische  n Studien

Einige nicht-peptidische Verbindungen wurden bsreitklinischen Studien beziglich ihrer
Wirkung auf Alzheimer getestet. Dazu gehodren Dinmebalzhemed“, AzD-103. Die
Verbindung, der Inhibitionsmechanismus sowie digebnisse der klinischen Studien dieser

Verbindungen werden an dieser Stelle kurz besohinieb
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—
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/ Dimebon Alzhemed scyllo- Inositol
(Tramiprosate) (AZD-103)

Abbi{lglsjlng 24: Eine Auswahl von Verbindungen, die bereits in klinischen Studien getestet wurden
(Lit. ™).

Alzhemed™ (Tramiprosate)

Tramiprosate (3-Amino-1-propansulfonséure, 3-ARS531, Alzhemel) gehért zu ersten
Generation von Inhibitoren der amyloiden Aggregatidie im Rahmen klinischer Studien
getestet wurden (Abbildung Zﬁ}?] Es hat ein geringes Molekulargewicht und ist oral
applizierbar. Es bindet und stabilisiert I6slicherfien von AG und verhindert die Bildung
von amyloiden Fibrillen. Das Molekul imitiert Glykaminoglykane (GAG), saure
Polysaccharide, die den Prozess der amyloiden Agtiom A3 fordern®*347]
Glykosaminoglykane binden lUber negative geladetiatBste an digsHHQK;—Region des
AB-Peptidd®*? Tramiprosate bindet ebenfalls tiber elektrostatisdtechselwirkung an das
AB-Peptid, wodurch die Interaktion mit Glykosamindgipen inhibiert wird®*® 34
Tramiprosate zeigte in vorklinischen Studien pusitErgebnissén vitro undin vivo.2*5 3¢

In einer Phase II-Studie an Patienten mit einerdeml Form von AD fuhrte es zur
Reduzierung von A in der Gehirn-Ruckenmarks-Flissigkeit. Es konnien getesteten
Zeitraum aber keine positiven Effekte beziiglich Hegnition festgestellt werdéft® 3°%
Man nahm an, dass Tramiprosate erst iiber einenefémgZeitraum wirken karft:?
Ergebnisse der klinischen Studie der Phase lIehef@doch keinen endgultigen Schluss tber

die Wirksamkeit von Tramiprosate #&
AZD-103

AZD-103 (scylloCyclohexanhexol) von Transition Therapeutics ist der Lage, die
Geschwindigkeit des Krankheitsverlaufs von Alzheimzer verlangsamen und kognitive
Funktionen zu verbessern. Man nimmt an, dass AZR-18hnlich wie die zuvor
beschriebenen Inhibitoren, den Prozessweg der Aggom verandert und die Aggregation zu
toxischen Oligomeren verhindéft? Die Anwendung von AZD-103 an Mausen fiihrte zu
einer signifikanten Reduktion von l6slichem undasfichem AG(1-40) und AG(1-42) sowie
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der Anzahl und der GroRe der Ablagerliiy.2** Die inhibitorische Wirkung scheint von der
Stereochemie abhangig zu sein, da das Stereoisdnrerinositol wenig bis keine Effekte
zei gte[.155’ 312]

Klinische Studien der Phase | mit AZD-103 ergabeiinsgige pharmakokinetische
Eigenschaften fur die Anwendung als therapeutistfiekstoff. Es kann oral eingenommen
werden und ist in der Lage, die Blut-Hirn-Schramketiberwinden. Dartber hinaus weist es
eine gute Vertraglichkeit ali*? AZzD-103 wurde im Rahmen von klinischen Studiem de
Phase Il getest&® Untersucht wurden die Sicherheit und die Effekditvder Wirkung mit
Hilfe von Biomarkern undmagingMethoden. Der Wirkstoff zeigt keine negativen Kkfée
bezuglich der Sicherheit, jedoch waren die klinesstkffekte nicht signifikant verschieden im
Vergleich zum Placeb$’® Jedoch wurde die A&1-42)-Konzentration in der Gehirn-
Ruckenmarks-Fliissigkeit im Vergleich zum Placelgnifikant reduziert®*® Die Autoren
sehen die Ergebnisse der Studie als Grundlage ptim@rung der Dosis in notwendigen
weiteren Studien und erwarten gute Ergebnisse, vmean den Wirkstoff in einem frihen
Stadium der Alzheimer-Krankheit applizi&t®

Dimebon®

Dimeborf oder Dimebolin ist ein Antihistamin-Medikament, zlem es zwar kaum
vorklinische Studien bezuglich der Wirkung auf diggregation des &Peptids gibt, jedoch
zeigte es in kleineren klinischen Studien mit Rda&a mit einer milden Form von Alzheimer
positive Effekte bezlglich der Kognitid#t> 3%® Eine darauf folgende, erst kiirzlich
durchgefuhrte klinische Studie der Phase Il mi8 3rsonen zeigte Uberraschenderweise
keine signifikanten Verbesserungen im Vergleich Rlacebo-Grupp&” Weitere klinische
Studien werden durchgefuhrt, u.a. mit einer kondsten Applikation mit ARICEPT®
(Donepizil HCI)E%" 358 jedoch spricht man beim Beispiel DimeBoschon von einem
kostspieligen Fehler, da klinische Studien durchilgefwurden, ohne dass es verlassliche
Ergebnisse aus vorklinischen Studien gibt und derciMnismus der Wirkung vollig
unbekannt s> Erste vorklinische Studien werden nun verdffehtligedoch sind noch
weitere Studien notwendig, um eine klare AussageWirkung von Dimebon machen zu
konnen*s”: 380 361 pimebor? wurde ebenfalls zur Behandlung der Huntingtonschen
Krankheit angewendet und erste klinische StudianRiase Il zeigten positive Ergebnisse
beziglich kognitiver Funktionen der Patient®A. Eine klinische Studie der Phase IIl wird

zurzeit durchgefihf®”
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6.3.3 Peptidbasierte Inhibitoren

Peptide und Proteine sind bedeutende Vermittlesoleedenster biologischer Funktionen. Sie
regulieren physiologische Prozesse und kénnen doayslendokrine oder parakrine Signale
als auch als Neurotransmitter sowie als Wachsttsfan agieren. Sie weisen im
Allgemeinen eine geringe Toxizitdt auf, zeigen dieeitig aber eine hohe Spezifitdt. Die
molekulare Erkennung von Peptiden und Proteinendater auch Grundlage fir die
Entwicklung von pharmazeutischen Wirkstoffen. Régtund Proteine zeichnen sich durch
ihren modularen Aufbau und ihre grofRe Variabilithter Funktionalitdten aus. Einige
kleinere Peptide sind in der Lage, die Zellmemhrariiberwinden, was im Hinblick auf den
medizinischen Einsatz von Vorteil ist.

Sie lassen sich mit Hilfe der Festphasensynthess ddrch biologische Synthese mit
entsprechenden Expressionssystemen leicht herstéfleDariiber hinaus lassen sie sich
durch Konjugation mit anderen kleineren organischMaiekilen erweitern und durch den
Einbau von nicht natirlichen Aminosauren modifieierwodurch die Einsetzbarkeit erhoht
und die Funktionalitat erweitert werden kaiff. Peptide gewinnen daher in der Entwicklung
von wirkstoffbasierten Therapien immer mehr an Bedeg'®* 3%°! Das therapeutische
Potential wird bei der Behandlung von Erkrankungée AIDS, Krebs, Alzheimer oder
Malaria deutlicH®!

Peptide als therapeutische Ausgangssubstanzennbjedygch auch einige Nachteffé® Im
Allgemeinen wird es als Nachteil angesehen, dassLaiminosduren aufgebaute Peptide
eine geringe metabolische Stabiligtvivo zeigen denn sie werden schnell durch Proteasen
abgebaut. Jedoch kann es auch von Vorteil seinpwen Wirkstoff schnell abgebaut wird,
sofern man dies bei der Dosierung berucksichtigtufigy lassen sich Peptide wirksam nur
Uber Injizierung applizieren, da die pharmakokisgien Eigenschaften sowie die
Bioverfugbarkeit fur eine medizinische Anwendunghtioptimal sind. Daruber hinaus sind
Peptide potentiell immunogen, d.h. sie kdnnen atsigen wirken und eine unerwinschte
Immunantwort auslosen.

Aber es gibt zahlreiche synthetische Losungsansétiee helfen, derartige Nachteile zu
uberwinder®®® So kann die Stabilitit gegen Proteasen durch Gigleyund®®?,
PEGylierun§®' und durch den Austausch der L-Aminosduren gegekmirosauren bzw.
gegen nicht kanonische Aminosauf&h erhoht werden. Dariiber hinaus lassen sich
Peptidsequenzen z.B. durch die Modifikation destiBepkgrats durch N-Methylierung,
durch a,a-disubstituierte Aminosauren oder durch die Verwsrgd von (- bzw

y~-Aminosauren optimieren.
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peptidbasierte Inhibitoren stellen zusammenfasseme Alternative zu den nicht-
peptidischen organischen Verbindungen dar. Da mereits weil3, dass amyloidogene
Kernsequenzen im Prozess der Aggregation sichceass/-Struktur zusammen lagern,
gehen viele Ansadtze des rationalen Designs von eéetsprechenden amyloiden
Kernsequenzen aus, die zur Optimierung ihrer Eigjeafsen weiter modifiziert werdéft! Im

Folgenden werden verschiedene Ansatze der Entwigklpeptidbasierter Inhibitoren

beschrieben, wobei der Schwerpunkt auf das ragobabkign gelegt wurde.

6.3.3.1 Screening von inhibitorisch wirksamen Peptiden

Wie bereits in den vorangegangenen Kapiteln bescln, treten bei dem Prozess der
Bildung amyloider Fibrillen eine Reihe bezuglichrd8truktur und der Stabilitat sehr
unterschiedlicher Spezies auf. Dies erschwert @divage Charakterisierung, so dass das
direkte rationale Design eines pharmazeutischek3ddgffs sich oft schwierig gestaltet. Daher
werden auch peptidbasierte Inhibitoren mit Hilfenv8creeningMethoden gesucht. Ein
ScreeningSystem zur Identifizierung von peptidbasierten ibitbren der amyloiden

Aggregation muss folgende Voraussetzungen erfifiten:

l. Einfache, schnelle, sensitive Detektion der Bloakig der Polymerisation
Il. Moglichkeit zur Synthese groRer Mengen an versamed Peptidsequenzen
[ll. Méglichkeit zur Analyse der Bindung des Inhibitomn das amyloidogene

Protein/Peptid zur strukturgesteuerten Optimierdes) Inhibitors

Eine Moglichkeit, schnell und einfach eine groRenlye von Peptidensequenzen herzustellen
und nach bestimmten Gesichtspunkten zu selektidberiet die Methode des Phagen-
Displays'*®” 3¢ Das generelle Prinzip beruht auf der Verbindung @enotyps (Variationen
der Nukleotidsequenz) mit dem Phanotyp (Variatroder Aminosauresequenz). Der Phagen-
Display ermoglicht kurz gesagt die schnelle und einfachest@ung einer Bibliothek aus
verschiedenen Peptidsequenzen, die an der Obexfléicies Phagen prasentiert wird. Der
Inhibitor wird anhand der Affinitat gegeniber denelgeptid, d.h. dem amyloidogenen
Protein/Peptid aus der Bibliothek selektiert. Aufgdl der Verknipfung mit dem codierenden
Gen kann die Sequenz des selektierten Peptids iti@ #er Gblichen Technologie eines
molekular-biologischen Labors identifiziert werden.

Nagaiet al. gelang es mit der Erstellung einer Peptid-Bibkithdie an der Oberflache eines
M13 plll Phagen prasentiert wurde, sechs Peptidsempn zu selektierdit” Das QBP1
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(polyQ Binding ProteinSNWKWWPGIFD bzw. das ohne Funktionsverlust weiter verkirzte
WKWWPGIF binden an die pathologische Polyglutamin-Domane n{idgton) und
reduzieren die Aggregation und Toxizit4f! In einer nachfolgenden Studie konnte die
Gruppe zeigen, dass der peptidbasierte Inhibitoh auvivo im DrosophilaModell wirksam
ist*’% Es ist auffallig, dass 5 von 6 selektierten Peatiplenzen reich an Tryptophan sind.
Meist weisen die Peptide einen Cluster von 3 Typbémresten auf, wobei zwei als Paar
auftreter>®? Man nimmt an, dass diese eine wichtige Rolle bei Bindung an die
amyloidogene Sequenz und bei der Entfaltung debitonischen Aktivitat spielen (siehe
Kapitel 2.3.4 Die Rolle aromatischer Seitenkejten

Wie in der Einleitung zu peptidbasierten Peptidenahnt, haben D-Peptide aufgrund der
grolBeren metabolischen Stabilitat gegentber ddirlichien L-Peptiden gerade im Hinblick
auf ihre medizinische Anwendung einige Vortéilé! Firr dasScreeningvon D-Peptiden, die
spezifisch an eine Zielstruktur binden, bietet stte Methode dedirror Image Phage
Display an. Im Gegensatz zur Methode d&sage Displaygient hier das Spiegelbild der
Zielstruktur, vollstandig aus D-Aminosauren aufgeba als Grundlage fur den
Selektionsprozess, der schlie3lich zu L-enantioméiganden fihrt. Das Peptid der Wahl
wird schlieRlich in die D-enantiomere Form ubers&f2 Ergebnis ist ein D-Peptid als

Ligand fur eine L-enantiomere Zielstruktur. Dies¢raggie wurde von Willbold und

L-Zielpeptid Spiegel D-Zielpeptid

& 9P

Phage Display

P Phagen prasentieren
Screening L-Peptide
Spiegel

L-Zielpeptid + D-Zielpeptid +
D-Peptid als Ligand L-Peptid als Ligand

Abbildung 25: Das Prinzip des Mirror Image Phagen-Displays (nach Lit.[37l]).

Mitarbeiter auf das Alzheimerpeptid #1-42) angewendet und flhrte zur Identifizierung
eines D-Peptids mit Namen D3 bei Bedingung Biesor Image PhagerDisplay, wo man
von Monomere des A1-42) ausgegangen ist. Es besteht aus 12 Aminasaurd hat die
SequenRPRTRLHTHRNR.?">3" Dje hohe Anzahl an positiv geladenen Argininresssn

auffallig und hat u.a. zur Folge, dass dieses Bdptider Lage ist, durch die Membran zu
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diffundieren. Das D-Peptid inhibiert die Bildung nvd-ibrillen in vitro und reduziert die
Toxizitat. Es reduziert das Ausmald der Plaguebddwmd der Entzindungserscheinungen im
Gehirn bei direkter Applizierung in das Gehirn vioansgenen MéauséH® In einer weiteren
Studie konnte mann vivo zeigen, dass dieses Peptid auch bei oraler Applizg die
Plaquebildung reduziert und positiv auf die kogmiti Fahigkeiten wirke? Dartiber hinaus
konnte mann vitro demonstrieren, dass es mit den toxischen Oligamieteragiert und sie
in gréRere, nicht-toxische, ThT negative, amorphigragate tiberfiihit’? Mit Hilfe von
Computersimulation konnte man einen Einblick dienl&ionsweise des Inhibitors D3
gewinnen. Demnach kompensiert D3 die negative Lgdamder Seitenkette des Glutamats
an Position 22 des APeptids, die aufgrund der Aneinanderlagerung inereiReihe
angeordnet sind. Dadurch wird zum einen die Lokkghdes AG-Peptids-D3 Komplex
reduziert und zum anderen werden die zusammengiagés-Peptide gegeneinander
verschoben. Die charakteristischeross/-Struktur wird gestort und es erfolgt die
Aggregation in gréf3ere nicht-amyloidogene amorpggragate.

Zusammenfassend zeigen diese Arbeiten einen neuechdWlismus der Inhibition der
Bildung von toxischen Oligomeren und dariiber hindemsonstrieren sie das Potential von

peptidbasierten Inhibitoren.

6.3.3.2 Rationales Design von peptidbasierten Inhib itoren

Den meisten bisher in der wissenschaftlichen Literabeschriebenen peptidbasierten
Inhibitoren liegt ein rationales Design zu Grundt wird hierbei vom Zielpeptid selbst
ausgegangen, da man weil3, dass dieses Peptid @esBrder Aggregation mit sich selbst
interagiert (siehe Kapite2.3.1 Amyloidogene Kernsequenzaébildung 26)*¥% In vitro-
Studien an amyloidogenen Fragmenten und der syssema Austausch von Aminosauren
(mutational analysis haben gezeigt, dass eine kurze amyloidogene Kequesz eine
wesentliche Voraussetzung fir die Bildung von anago Fibrillen ist (siehe Kapite2.3.1
Amyloidogene KernsequenzenDiese kurzen Sequenzen bilden daher haufig den
Ausgangspunkt fur die Entwicklung von peptidbasiertnhibitorer>! 6% 376 377lgje |assen
sich durch experimentelle Methoden identifizierew unzwischen durch Algorithm&p 8¢
378 pestimmen. Die experimentelle Analyse verschied&nezer Fragmente des@Peptids
ergab, dass das PentapepHdlVFF, die amyloidogene Kernsequenz deg-Reptids,
spezifisch an das vollstandige@Aeptid bindet® Die ersten peptidbasierten Inhibitoren auf
der Basis von amyloidogenen Kernsequenzen zeigtem @inen inhibitorischen Effekt auf

die Aggregation, jedoch bildeten sie mitunter selBibrillen®® 379381 pje folgenden
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" Inhibitor

{ailligi
By

Bildung von Inhibition der Bildung
amyloiden Fibrillen von amyloiden Fibrillen

Abbildung 26: Wechselwirkung des Inhibitors gamyloidogene Kernsequenz) mit dem vollstéandigen
amyloidogenen Protein bzw. Peptid (nach Lit. 5 ]).

Arbeiten konzentrierten sich daher auf verschiedeloelifikationen der Ausgangssequenz
mit dem Ziel, einerseits die Bindung an das amylg&he Protein bzw. Peptid zu
gewahrleisten und die weitere Anlagerung von amdgigenen Monomeren zu verhindern,
andererseits aber auch Eigenschaften wie die Aggoegtendenz des Inhibitors selbst zu
verandern und das Potential der Peptide als Immikeu erhdhen. Zu den haufigsten
Modifikationen gehéren der Austausch von einzeldeninosauren, die Modifikation der

Aminosaureseitenketten, die Modifikation der Pdptichini sowie die Modifikation des

Peptidrickgrats.

6.3.3.2.1 Austausch von Aminosauren

Man kann zusammenfassend drei wesentliche Zieke, nit Hilfe des Austauschs von
Aminosauren erreicht werden sollen, heraushebeau Rghoren die Inhibition durch die
Einfuhrung von polaren Aminosauren, die Inhibitiomurch die Einflihrung

sekundarstrukturbrechender Aminosauren wie Praimies die Erh6hung der metabolischen

Stabilitat durch eine Einfihrung von D-Aminosauren.

Erhéhung der Polaritat

Sowohl die experimentelle Analyse als auch versigne Algorithmen zur Vorhersage
amyloidogener Regionen zeigten, dass die SequeKiVFF,; die amyloidogene
Kernsequenz des [APeptids ist. Darlber hinaus konnte gezeigt werdéass das

entsprechende PentapepKtlVFF an das vollstandige APeptid bindeE® Des Weiteren
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konnte gezeigt werden, dass kurze Peptidfragm@iteVFF, LVFFA, LPFFD und FFVLK

als Inhibitor der Aggregation des vollstandigeffFReptids wirken. Es wird deutlich, dass die
Aminosaure Phenylalanin sowohl in der Aggregatias diollstandigen A Peptids eine
wichtige Rolle spielt als auch die Bindung von lamzinhibitorisch wirkenden Peptiden
vermittelt. Sie treten signifikant haufig in amydogenen Kernsequenzen auf und sind
wichtiger Bestandteil der KernsequenKLVFF,; des A3-Peptids oder auch der Kernsequenz
,NFGAIL,; des hIAPP (siehe Kapite.3.4 Die Rolle aromatischer Seitenkejtéh 382
Ausgehend von dersKLVFFAE,3-Sequenz konnte aber auch mit dem Pe@iKLVTTAE
gezeigt werden, dass der Austausch von Phenylalgegen Threonin die Bildung von
amyloiden Fibrillen verhindert wird®® Auf der Basis der amyloidogenen Kernsequenz des
hIAPP 2)NFGAILSS,9 konnte mit dem PepticNYGAILSS gezeigt werden, dass der
Austausch von Phenylalanin gegen Tyrosin die Bigfuan Fibrillen verhindert. Das Peptid
NYGAILSS war ebenfalls in der Lage, der Anderung in der fidomation von hIAPP
entgegenzuwirken und die Bildung amyloider Fibrilleu inhibiered®” Zusammenfassend
lasst sich sagen, dass die aromatische Seiteni@itgroRer Bedeutung fir die Bindung des
Inhibitors an das amyloidogene Peptid oder Protisin sie jedoch durchaus durch
Seitenketten mit einer hoherer Polaritat zur Opgmmg der Eigenschaften des Inhibitors und

unter Erhalt der inhibitorischen Wirkung ersetztraen konnen.

Einfuhrung der Aminosaure Prolin

Die Verwendung von Prolin in Kombination mit amylogenen Kernsequenzen fuhrte zu
einer Klasse von peptidbasierten Inhibitoren antg@oiAggregation, die alg’;sheet breakér
bezeichnet wird. Prolin ,bricht* die SekundarstuktEs weist eine sehr starre Struktur auf,
wobei diep undy Winkel der Peptidbindung au3erhalb des BereichgHitaltblattstrukturen
liegen. Zudem fehlt dem Prolin das Amid-Proton, wath die Ausbildung von
Wasserstoffbriickenbindungen, wie z.B.Aifaltblattstrukturen, aus-geschlossen wird. Die
Aminosaure Prolin wurde in zahlreichescanningStudien verwendet, wobei die
Aminosauren systematisch gegen Prolin ausgetausehden, um den Einfluss auf die
Aggregationstendenz zu untersucHén.*®*3%! per Austausch gegen Prolin fihrt an
unterschiedlichen Positionen zur Reduktion der Aggtionstendenz, was den Schluss
zulasst, dass diese Positionen fur die Eigensclaafyloide Aggregate zu bilden, von
Bedeutung siné® Hat der Austausch gegen Prolin nur geringen Essfliauf die

Aggregationstendenz bzw. fuhrt er sogar zu eindidRung, lasst dies auf unstrukturierte
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Bereiche odeturn-Strukturen schlie3en. Die Ergebnisse dieser Stuldissen sich daher in
Uberlegung zur internen Struktur amyloider Fibrillait einbezieheH? 3% 3871
Auf der Basis der amyloiden KernsequerKLVFFAE 3 des AG (1-40) Peptids wurde durch

die Verwendung von Prolin ein Inhibitor mit NameA/bp und der SequenkPFFD

L 2
x % x x Blockierung der Bindung
i Inhibitor
o
HoN o o OH Bindung
N C 1 L1l
N Y N

T T Y 111
iABSp \© I
<4

Abbildung 27: Die chemische Struktur vom Inhibitor iAG5p (links) und schematischer
Mechanismus der Inhibition (rechts).

synthetisiert (Abbildung 27)Der Inhibitor iAS5p ist in der Lage, die Bildung von amyloiden
Aggregaten von A&(1-40) und von 4(1-42)in vitro zu inhibieren und amyloide Ablagerung
und Schaden im Gehirn von transgenen Alzheimer-kfausu reduzierefi®® 3! MD-
Simulationsstudien konnten zeigen, dasghp die Hydrophobizitdt des C-Terminus von
A[1-42) reduziert und die konformationelle Anderug3Faltblattstrukturen inhibie>!

Der Austausch gegen D-Aminosauren

Die Bildung von Amyloiden ist stereospezifisch,dass ein D-Peptid im Fall der Bindung an
Intermediate des Prozesses in der Lage ist, insgewiWeise die Chiralitat der amyloiden
Spezies mit L-Konformation zu brechen und so dieiAanderlagerung und Aggregation zu
verhinderr®® 32 D-Peptide sind stabiler gegeniiber Proteasen umigeeimmunogen als
die entsprechenden L-Enantiomere. Daher sind sigldii Einsatan vivo besser geeignet.
Chailfour et al. konnten zeigen, dass die D-Enantiomere der irdribith wirkenden Peptide
KLVFFA, KKLVFFA, KFVFFA, KIVFFA, und KVVFFA auf Basis der amyloiden
Kernsequenz des/APeptids sogar effektiver bezlglich der Inhibieruley Aggregation und
der Reduzierung des Toxizitat sind, als die entégeden L-Enantiomef&®! So gehort die
Einfuhrung von D-Enantiomeren zu den generellenat&yien zur Optimierung
peptidbasierter Inhibitoren und spiegelt sich ielem weiteren Ansatzen der Entwicklung
peptidbasierter Inhibitoren in dieser Arbeit wieder
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6.3.3.2.2 Modifikation der Termini

Die amyloidogene Kernsequenz wird bei diesem AnaltzZErkennungsdomane verwendet,
welche die Bindung des Inhibitors zur wachsenddmillé vermitteln soll. Modifikationen an
den Termini der amyloidogenen Kernsequenz sollenBiindung weiterer Monomere an die
wachsende Fibrille verhindeRt! Die Modifikationen kénnen dabei ihre Wirkung z@er
sterische Effekte entfalten. Auf diese Weise konnem. sperrige Gruppen die
Aneinanderlagerung stéren. Aber auch polare unaldgele Gruppen kdnnen die Packung zur

cross{#Struktur verhindern und das Wachstum der Fibrilleckieren (Abbildung 28

Gleichzeitig erh6hen polare Gruppen die Loslichkes Inhibitors.

L 2

2R 2R 2R 4 Blockierung der Bindung

N

Bindung I I I I

\/

Erkennungsdoméne  sperrige
(amyloidogene Kernsequenz) Gruppe

P11
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—
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Abbildung 28: Prinzip der Wirkung von Inhibitoren, basierend auf der amyloiden Kernsequenz als
Erkennungsdoméane mit terminalen Modifikationen.

Modifikationen des C-Terminus

In einer der ersten Arbeiten wurde die OligolysegBenz als geladene Gruppe verwendet.
Ein Vergleich der Wirkung der ErkennungssequeifFAEDVG mit der Kombination aus
Erkennungssequenz und Oligolysin-Sequenz am C- NxIéggrminus zeigte, dass nur das
Peptid GQKLVEFAEDVGGaKKKKKK mit der Oligolysin-Sequenz am C-Terminus die
Aggregation im ThT Assay und Toxizitat mit MTT Agsait PC12 Zellen hemnit®* 3% |n
folgenden Arbeiten konnte gezeigt werden, dass HikennungssequenXLVFF in
Kombination mit wenigstens drei Lysinresten odegraduch Glutamat-Resten effektiv in der
Reduzierung der Toxizitat im Zell-Assay ist. Jedealrde die Aggregation des/APeptids
selbst nicht verhindelt? Die Ergebnisse wurden daher weiterhin kontrovéskutiert und
maoglicherweise fihrte der MTT Assay mit dem Intobizur falschen Schlussfolgerufigf!
Neben der Einfihrung von geladenen Aminosauren aisth die PEGylierung eine
Maoglichkeit, die Eigenschaften eines peptidbasrertmhibitors zu optimieren. Die
PEGylierung ist eine etablierte Methode in der khsng von biopharmazeutischen
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Wirkstoffen  zur  Verringerung der Immunigenitat sewi zur Erhdéhung der
Proteasestabilitat®”’ Burkoth et al. beschrieben die Aggregation des Fragments des
AB-Peptids A3(10-35), erganzt durch eine PEG-Einheit am C-Teusides Peptidd®® Das
Peptid AB(10-35)-PEGgq bildete trotz PEG-Einheit amyloide Fibrillen, ngelwiesen durch
das Binden von Kongorot. Es bildeten sich jedochukstirell verschiedene, stark
unterschiedliche Fibrillen mit verlangsamter Kiketm Vergleich zum A5(10-35) ohne
PEG-Einheit**® Die PEG-Einheiten des/10-35)-PEGqoo Scheinen die einzelne Fibrille zu
ummanteln und so die Wechselwirkung zwischen dérillein zu verhindern. PEG-Einheiten
alleine scheinen aber nicht in der Lage zu seia,Atigregation vollstandig zu verhindern,
vielmehr zeigte sich, dass sie mitunter die Aggiiegabeschleunigen kanné&ti”

Watanabeet al. verbanden das A 16KLVFF;, Motiv mit [2-[2-(Amino)-ethoxy]-ethoxy]-
Essigsaure (AEEAY In einer weiteren Variation wurden zusatzliche zAspartat-Reste
zur Steigerung der Loslichkeit hinzugefugt (Abbiddu29). Im Gegensatz zu dem Peptid

|

X0-X6(n=0-6)

\\‘COOH Asp(D)-Asp(D) - AEEA linker n

DDX1(n=1) DDX2(n=2) DDX3 (n=3)

Abbildung 29: Strukturen der Inhibitoren (nach Lit. 1“°%).

KLVFF-[K]¢*Y zeigte gerade der InhibitoKLVFF-DD-[AEEA-linker]s bezeichnet als
DDX3, eine effektive Inhibierung der Aggregationnva3im ThT- und Kongorot-Assay®™
DarlUber hinaus konnte eine reduzierte ToxizitéGagenwart von DDX3n vitro im MTT-

Zell-Assay mit IMR-32 Neuroblastoma-Zellen nachgesein werdef®”

Modifikationen des N-Terminus

Eine ganze Reihe von N-terminalen Modifikationem waternen Fragmenten deg-Reptids
wurde von Findei®t al. untersucht!®® Der vielversprechendste Inhibitor dieser Studie wa
das Peptid Choll-VFFA (PPI-368). Voraussetzung fur die hohe Effektivitat die
Kombination der Cholyl-Komponente mit dedLVFFA,, Sequenz des APeptids, da die

58



Eingriff in den Prozess der Bildung amyloider Aggregate

Cholyl-Komponente keine inhibitorische Wirkung umiie ;gL VFFAz, Sequenz nur eine
geringe Aktivitatin vitro aufweisen. Der systematische Austausch der Amimesader
18LVFFA,,; Sequenz gegen Alanin, der mit einem Verlust derk¥dimkeit verbunden ist,

macht deutlich, dass die Bindung ar Alurch die Peptid-Komponente vermittelt wird.

Abbildung 30: Chemische Struktur von Cholyl-LVFFA-OH nach Lit. 403,

Jedoch zeigte der Inhibitor eine verringerte Siidbil gegeniber Proteasen, was
maoglicherweise durch die Cholyl-Komponente, die r@astruktur von Steroiden, begrindet
ist. Das entsprechende D-Peptid Chd¥fta zeigte die gleiche Wirkung in der Inhibition der
Aggregation, ist jedoch weit aus stabiler gegeniveteasen (Abbildung 38§?

6.3.3.2.3 Modifikation des Peptidriickgrats

Wie bereits in der Beschreibung der Struktur ana@oiFibrillen erlautert (Kapitel 2 Struktur
amyloider Fibrillen), interagieren die amyloidoganeptide in decross{-Struktur entlang
der Fibrillenachse Uber Wasserstoffbriickenbinduryeischen den Peptidketten. Senkrecht
zur Fibrillenachse interagieren die Seitenketten Alminosauren miteinander. Die zuvor
beschriebenen Strategien im rationalen Design giegsierter Inhibitoren konzentrieren sich
hauptséachlich auf die Wechselwirkung der SeiteeketDurch die nun folgenden Strategien
sollen vor allen Dingen die Ausbildung von Wass#fbtlickenbindungen zwischen den
F-Faltblattstrukturen verhindert werden. In der Boklung von Inhibitoren konzentriert man
sich hierbei zumeist auf die Modifikation oder Sutision des Amid-Stickstoffs bzw. des

a-Kohlenstoffs.

N-Alkylierung
Die Alkylierung des Amid-Stickstoffs entfaltet diehibitorische Wirkung in verschiedener
Art und Weisé>Y! Zunachst wird durch die Alkylierung (iberwiegencethylierung) am

Amid-Stickstoff das Proton, welches stabilisiereMdasserstoffbriickenbindungen zwischen
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den [-Faltblattstrukturen bildet, ersetzt. Zusatzlichravidie Aneinanderlagerung der
Peptidstrange durch die im Vergleich zum Protonf3gré Alkyl- bzw. Methylgruppe
aufgrund der sterischen Hinderung erschwert. Darilideaus fordert N-Alkylierung die
Trans-Konformation, wodurch derartig modifizierteepfide in eine sehr stabile
[Faltblatt-Konformation  gezwungen werden und die tedaktion mit den

SFaltblattstrukturen amyloider Fibrillen ermdglickird.

<4
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Abbildung 31: Design-Prinzip peptidbasierter N-alkylierter Inhibitoren (nach Lit.[4°4]).

|

Hugheset al. synthetisierten f&20-35) Fragmente, wobei lediglich der Amid-Stickbt
einzelner Aminosauren methyliert wurde und testsierals Inhibitoren der Aggregation des
hoch toxischen &20-35)-Fragment$® Einige derartig modifizierte £20-35) Fragmente,
z.B. NMe-Leu34-A(3(20-35), waren nur in der Lage, die Morphologie drillen des
AB(20-35) zu verandern. Andere, wie z.B. NMe-Gly3Bf20-35), zeigten inhibitorische
Wirkung und waren in der Lage, die Aggregation A¢%20-35)-Fragments zu verhindern
und die Toxizitat in MTT-Assay mit PC12 Zellen zweduzieren. Die Position der
Methylierung ist somit sehr entscheidend flur didibitorische Wirkung. So zeigten
AB(20-35)-Fragmente mit der Methylierung in ¢efFaltblattdoméne den gréldten Effekt in
der Inhibition der Aggregation. Ein ahnlicher Armatiihrte zu einem Inhibitor des
amyloidogenen  und  toxischen a-Synuclein(68-78)-Fragmenf§®  NMe-Gly73-
a-Synuclein(68-78) konnte in aquimolarer Mischungt miSynuclein(68-78) sowohl die
Bildung der Fibrillen als auch die Toxizitat rederan.

Madine et al. identifizierten mit Hilfe von ssSNMR zunéchst di@ditionen 77-82 als die

amyloidogene Kernsequenz vanSynuclein und synthetisierten auf Basis dieseruSeg
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kurze, einfache N-methylierte Peptidsequenzen esteten deren Wirkung als Inhibitoren
der Aggregation des vollstdndigenSynucleins. Auch bei diesem Beispiel ist die Rosit
der Methylierung entscheidend, da nur die Methyher der C-terminalen Positionen der
Peptidsequenz a-Synuclein(77-82) zu wirksamen Inhibitoren fuhrtendu nicht die
Methylierung im N-terminalen Bereidff”!

Der nachste Entwicklungsschritt N-alkylierter Inkdben war die Verwendung N-
methylierter Aminosauren in alternierenden Poséimmamyloider Kernsequenzen. Auf diese
Weise werden die Methylgruppen nur auf einer Seitasentiert und es entsteht ein
zweiseitiger Inhibitor, wobei die Seite ohne Metippen der Bindung an def-
Faltblattstrukturen der wachsenden Fibrille dient wie Seite mit Methylgruppen keine
weitere Anlagerung von amyloidogenen Sequenzentgr{@bbildung 31}

Meredith und Mitarbeiter wendeten diese Strategié die amyloidogene Kernsequenz
AB(16-22) ant*®® %l Die mit dieser Strategie synthetisierten Verbirgkm inhibierten die
Aggregation von #&(1-40). Dartuber waren die Inhibitoren auch in der Lageelts gebildete
Fibrillen von AB(1-40) aufzuldésen. MD-Simulationen konnten einen Einblick den
Mechanismus der Inhibition der Aggregation durcim d&methylierten Inhibitor Ad<-(N-
Me-)LV(N-Me-)FF-NH, bei Protofilamenten einer verkirzten ModellsequéxZ(16-22)
geber™® Nach diese Studie interagieren N-methylierte Iitbien sowohl mit der
Wachstumsseite der Protofibrille als auch latevaldurch sowohl das Wachstum als auch die
laterale Aneinanderlagerung verhindert wird. Darttieaus konnte gezeigt werden, dass N-
methylierte Inhibitoren in die Struktur der Protwflle eindringen und zur Abspaltung von
AL(16-22) fuhren.

In der Arbeitsgruppe von A.J. Doig wurde eine Reilmm verschiedenen N-methylierten
peptidbasierten Inhibitoren gegenfA-42) basierend auf der amyloiden Kernsequenz
16KLVFF2 entwickelt und getestet. Es wurden ausfuhrlichseleledene Parameter des
Inhibitors getestet. Dazu gehéren die PeptidlaRgsjtion der N-Methylierung, Acetylierung
und Amidierung des N- und C-Terminus sowie verstibie Seitenketten und Chiralitit!
Nach diesen Ergebnissen sollte der Inhibitor véiidig D-chiral sein und einen freien
N-Terminus, einen amidierten C-Terminus und grozweigte hydrophobe Seitenketten an
den ersten vier Positionen besitzen. Die flnfteitloserschien als weniger wichtig. Der
effektivste Inhibitor war das D-Peptid SEN304, GeN-chG-chG-(N-Me)L-NH,, wo
schlie3lich jede Seitenkette verandert und die aibat umgekehrt wurde (Abbildung 32).
Auch die besten Inhibitoren in dieser Studie fumrteamer noch nur zur einer 60%igen

Reduzierung der ThT-Fluoreszenz und die MorphologieFibrillen wurde in vielen Fallen,
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auch bei SEN304, lediglich verandert. Jedoch wutiéeToxizitat von AG(1-42) im MTT-

Zelltest reduziert. Die Autoren diskutierten einkfechanismus, nach dem SEN304 und

o O L

~ YT
e

SEN304:R= H

Abbildung 32: Struktur der N-methylierten Inhibitoren SEN304, und SEN606.

andere Inhibitoren an toxische Oligomere binden diedAggregation von anderen, nicht-
toxischen Fibrillen, an denen ThT nur schwach binttedert. In einer Weiterentwicklung
von SEN304, dem Inhibitor SEN606, wurde der N-Tewnsimodifiziert. SEN606 erwies sich
als ein effektiver Inhibitor bei nanomolarer Kontrationen und besitzt ein noch groRReres
Potential fur die Entwicklung eines therapeutiscAesatzes** 42

In einer weiteren Studie wurde der Ansatz der NyAdkung erfolgreich zur Inhibierung von
hIAPP genutzt. Zunéchst wurde ebenfalls von derlaisthygenen KernsequenzNFGAIL,7
des hIAPP ausgegangen und N-methylierte AnalogaGlgain und Isoleucin eingefiigt. Das
synthetisierte HexapeptitNF-(N-Me)-GA(N-Me)-IL bindet mit einer hohen Affinitdt an
hIAPP, ist jedoch nicht in der Lage, die Aggregatimn IAPP vollstandig zu inhibierét?
“151 In einem weiteren Ansatz synthetisierte die Asdzgitppe von Kapurnitou das Peptid
IAPP-GI mit der Primarstruktur von hlAPP, wobei fedosition 24 und an Position 26
innerhalb der amyloidogenen KernsequeiNFGAIL,; ebenfalls N-methylierte Analoga von
Glycin und Isoleucin eingefiigt wurden. Dies erhodie Loslichkeit von IAPP-GI um das
100fache, reduzierte deutlich die amyloidogene Aggtionstendenz und fuhrte zum Verlust
der toxischen Eigenschaften im Vergleich zu hlABRriber hinaus fuhrte dies zu einer
10fachen Erhohung der Affinitat im Vergleich zumrlver beschrieben N-methylierten
Hexapeptid. IAPP-GI ist im Gegensatz zum Hexapeptider Lage, die Aggregation von
hIAPP vollstandig mit hoher Effektivitat zu inhilben. Dies gilt gleichermal3en fur die Phasen
vor und nach der Nukleation. Selbst bereits geteld@brillen von hIAPP lassen sich mit
diesem Inhibitor wieder auflésen. Beziglich des Meusmus der Inhibition gehen die

Autoren davon aus, dass IAPP-GI aufgrund der ha@tignitat an verschiedene Spezies, d.h.
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nicht-toxische und toxische Oligomere, bindet unarctd kinetische Stabilisierung das
Gleichgewicht in Richtung nicht-toxischer Oligomeerschiebt*®!

Diese Klasse von peptidbasierten Inhibitoren zeige ganze Reihe von fur ihre intendierte
Aufgabe ginstigen Eigenschaften. Die CD-Spektragerpeein einziges Minimum, das im
Vergleich zu Peptiden in3-Faltblattkonformation (218 nm) etwas in Richtunghbrer
Wellenlangen verschoben ist (225-226nm). Das Spekist in einem Temperaturbereich von
0° bis 90°, in einem pH-Bereich von 2-11 und sellistzu einer Harnstoff-Konzentration von

8 M stabil. Sie sind sehr gut I6slich in wassriddadien und bilden selbst keine grol3eren
Aggregate oder FibrilleH® Dariiber hinaus sind sie aber auch in organischen
Losungsmitteln, wie DMSO, DCM oder DMF, sehr gusliéh. Sie vermdgen durch eine
Doppellipidmembran zu diffundieren, wie man an PORSSikeln und COS-Zellen zeigen
konnté*®® und zeigen eine groRere Stabilitat gegentiber &soté”

Die positiven Ergebnisse der vitro-Studien und die pharmakologisch vielversprechenden
Eigenschaften N-methylierter Inhibitoren ermutigtan Tests der Wirksamkeit in eineim
vivo-System. Die Applikationen des Inhibitors Kef{N-Me)-LV(N-Me)-FF(N-Me)-AE-NH,

in APP transgenen Mausen, die das Vorlauferprotieis AG-Peptids expremieren und an
Alzheimer erkranken, flihrten jedoch zu einem Amgstier amyloiden Aggregate im Gehirn
der Mause. Mdoglicherweise fuhrte der Inhibitor zerdhderung der Zellumgebung der
Nervenzellen bzw. veranderte den Prozess dgProduktion’*® Die enttdauschenden
Ergebnisse machen deutlich, dass weitere Entwigklanoeit notwendig ist und wie wichtig

die Evaluation der Wirkungn vivoist.

Peptoide

Durch die Verschiebung der Seitenketten der Amins@ am a-Kohlenstoff um eine
Position im Peptidrickgrat auf das Stickstoffat@rhalt man Polymere mit N-substituierten
Glycinen. Diese Strukturen werden als Peptoideibkret und zeigen fir die Verwendung in
der Pharmazie gunstige Eigenschaften. Dazu gehStailitdt gegentber Proteasen, hohe

Variabilitat der funktionellen Gruppen, die einfacbhemische Synthese (SPPS) sowie hohe

P R

o

Abbildung 33: Vergleich der Ausschnitte von einer Peptid- und einer Peptoidkette.
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Flexibilitat und ein damit verbundener variabler tf@rmationsraum ohne zusatzliche
Einschrankung durch die Chiralitat amC-Atom*** *¥I peptoide lassen sich als Inhibitoren
der Aggregation amyloider Fibrillen verwenden, dacth sterische Hinderung als auch durch
die Eliminierung des wichtigsten Donors flir die Aidung von Wasserstoffbriicken die
charakteristischen intermolekularen Wechselwirkungaischen dens-Faltblattstrukturen
gestort werdef?”

Ein erstes Beispiel flr einen Inhibitor mit Peptidrakter gegen die Bildung von amyloiden
Fibrillen wurde von Rijker®t al. beschriebeH® Hier wurde ein N-butylierter Serinrest an
die Position 28 der erweiterten amyloiden Kernsequaes hIAPP(20-29) eingefihrt. Der
Inhibitor mit der Sequenz NESENNFGAIL-nButS-S-CONH, bildet zwar selbst
unstrukturierte Aggregate, wie EM-Untersuchungeigerg jedoch wurden die Aggregation
IAPP inhibiert. In darauf folgenden Arbeiten wurdie hoch amyloidogene Sequenz
hIAPP(20-29) vollstandig in das entsprechende Repiberfihrt und weiter in eimetro-
Peptoid, wobei die relative Orientierung der Caspdtunktionen gegentber den Seitenketten
im Vergleich zur Peptidsequenz gewahrt blE€ft. Die dem hIAPP(20-29) entsprechende
Peptiod-Sequenz bildete keine amyloiden Aggregatewar in der Lage, die Aggregation
des hIAPP(20-29) in einer aquimolaren Mischung ruilkiieren. Dagetro-Peptoid bildete
trotz fehlender Donatoren flr Wasserstoffbrickedbing selbst nicht-amyloidogene
banderartige Aggregate. Die Tendenz wurde auf dexr dmyloidogenen Sequenz
vergleichbaren Orientierung der Carbonyl-Funktielativ zu den Seitenketten zuriickgefihrt.
Dasretro-Peptoid zeigte eine geringere inhibitorische Wirguwas maoglicherweise auf die
Aggregationstendenz destro-Peptoids zurtickgefiihrt werden kann. Diese Arbereigen,
dass Peptoide das Potential als Inhibitoren derl@den Aggregation besitzen und

synthetisch zuganglich siftf+2%

Austausch der Peptid-Bindung gegen Ester- und Olefi nbindung

Eine weitere Moglichkeit der Inhibition der Aggreiga ist die Vermeidung der Ausbildung
von Wasserstoffbrickenbindung des Peptidriickgh&sschiedene Arbeiten setzten diesen
Ansatz durch die Einfihrung von Esterbindung unefi@dbindung anstelle der Peptidbindung
um. Die Esterbindung fuhrt zur Eliminierung des bmund Schwachung des Akzeptors von
Wasserstoffbriickenbindungen, wohingegen die Olefting zur Eliminierung des
Akzeptors und des Donors fihrt (siehe Abbildung &Qrdon und Meredith synthetisierten
auf der Basis der amyloiden Kernsequeng(16-20), ahnlich wie beim N-methylierten
Inhibitor Ac-Kie-(Me)L17-V1g-(Me)Fio-Foo-NH,, ein Depsi-Peptid mit Esterbindungen in
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alternierenden Positionéti¥ Dieses Peptid zeigte ahnlich zu den N-methylieBeispielen
eine gute Loslichkeit in Wasser und bildet keinériien. ThT Assay und EM-Studien
zeigten eine vergleichbare inhibitorische Wirkuregen die Bildung amyloider Fibrillen. Es
konnte aber auch gezeigt werden, dass die Estengnerwartbar labil gegentber Basen ist.
Innerhalb von 24 h wurde die Esterbindung bei eirsetmvach basischen pH-Wert von 7.4
hydrolysiert. Man nimmt an, dass ein solcher Irtoibiiber die fehlende Méglichkeit zur
Bildung von Wasserstoffbriickenbindungen seine Wigkantfaltet.

Bieschke et al. modifizierte das Peptidrickgrat desf@A-40) Peptids zwischen den
Phenylalaninresten an den Positionen 19 und 20hatie der amyloiden Kernsequenz zu
einer Esterbindung, wodurch die Amino-Funktion Blgnor eliminiert und die Carbonyl-
Funktion als Akzeptor im Vergleich zu Peptidbinduggschwacht wird, sowie zu einer
Olefinbindung, was sowohl Donor als auch Akzepter Wasserstoffbriicken eliminidft>
425, 4261 per Austausch der Peptidbindung gegen eine Estwhip fihrte lediglich zu einer
Reduktion der Geschwindigkeit der Aggregation. Biafiihrung der Olefinbindung in das
A(1-40) dagegen verhinderte die Bildung von Fibmill&ihrte jedoch zur Bildung amorphen
Aggregaten, welche die Autoren auf eine Storung déwusbildung von

Wasserstoffbriickenbindungen zurtickfuhtéh. 42> 4%l piese amorphen Aggregate waren

O o <e= schwacher Akzeptor eliminierter Akzeptor
a o~ C
eliminierter Donor eliminierter Donor

Abbildung 34: Modifikationen des Peptidrickgrats zur Verhinderung von Wasserstoff-
briickenbindungen, a) Peptidbindung b) Esterbindung c) Olefinbindung (nach Lit. 1?3).

jedoch in der Lage, die Fibrillenbildung des unwelérten A3(1-40) Peptids zu induzieren.
Alle veréanderten &(1-40) Peptide waren im PC12-Zelltest toxisch ihaéy einer
Inkubationszeit von 18 Stunden, was darauf hindeutass es mdglicherweise eine
gemeinsame toxische Quartarstruktur gibt, welcleeGlundlage fiir die Toxizitat bild&¢!
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass derartigendéeungen im Peptidriickgrat die
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Ausbildung von Wasserstoffbrickenbindung stéren ded Prozess der Aggregation zu
amyloiden Fibrillen verandern. Jedoch wurde didseazept Uber die hier beschriebenen
Arbeiten hinaus in der Entwicklung peptidbasieftgnibitoren meines Wissens nicht mehr

weiterverfolgt.

Verwendung von a,a-disubstituierte Aminosauren

Peptidbasierte Inhibitoren mit einer zusatzlicheitehkette ana-C-Atom der Peptidbindung
entfalten ihre Wirkung durch sterische Effekte urtirch die Begrenzung des
Konformationsraums. Eine ganze Reihe peptidbasieftghibitoren verwenden a-

Aminoisobuttersdure (kurz: Aib, 2-Methylalanin) ifustausch gegen die Aminosauren

2
Ry

o} Ry o]

Abbildung 35: Modifikation des a-Kohlenstoffs.
Alanin und Leucit® Der Einfluss von Aib auf die Konformation wurdehand einer Reihe
von Modellpeptiden studiert. Aib besitzt eine groBendenz zura-helikalen Helix und
verhalt sich wie die Aminosdure Prolin als Sekusttékturbrecher bezlglich3
Faltblattstrukture?” 3% Zwar besitzen Alanin und Leucin ebenfalls eine endhelix-
Propensitat, jedoch sind die Torsionswingalndy im Fall von Aib noch starker auf den
helikalen Bereich beschrankt.
Auf der Basis der amyloidogenen Kernsequenz de®RIBANFLVHSS;, wurde eine Reihe
von peptidbasierten Inhibitoren synthetisiert, wob®&anin und Leucin gegen Aib
ausgetauscht wurdéf* Dazu gehorten die Sequenzen AB-Aib-VHSS, Aib-NF-Aib-
VH sowie AibNF-Aib-V. Das Peptid AilNF-Aib-VH zeigte den grof3ten inhibitorischen
Effekt auf die Aggregation von hIAPP. Die Wirkungt jedoch vergleichbar mit den bisher
schon beschriebenen Strategien zur Darstellungidbgsierter Inhibitoren. Die Autoren
schlagen abschlieRend in ihrer Arbeit vor, die selé@nstrukturbrechenden Eigenschaften von
Aib mit aromatischen Aminosauren mit kurzen pepglbrten Inhibitoren zu kombinieren,
da gerade aromatische Aminosauren in der Bildung wamyloiden Aggregaten eine
entscheidende Rolle spielen (Kapi2eB.4 Die Rolle aromatischer Seitenkejtéff 431 432|n
weiteren Studien der Arbeitsgruppe von Gazit wuadébauend auf diesem Konzept die

Wirkung von D-Trp-Aib-OH untersucht®® Dieses Peptid stellt eine Kombination aus einem
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Indol zur Bindung an aromatischen Seitenketten A&gf>*! und der Aminosaure Aib zur
Stérung derSFaltblattstruktur dar. Dieses Dipeptid hat bezilyldes pharmakologischen
Einsatzes einige gunstige Eigenschaften. Dazu gaehdlie geringe GrofRe, eine gute

Loslichkeit, eine hohe metabolische und chemisctabil@at sowie die Mdglichkeit der

Abbildung 36 : Struktur des Inhibitors D-Trp-Aib-OH.

oralen Applikation und eine geringe Toxizit&! Mit Hilfe eines speziellen Protokoft&!
zur Isolierung von Oligomeren des vollstandigei-Peptids konnte gezeigt werden, dass D-
Trp-Aib-OH die Bildung von toxischen Oligomeren kigrdert und frilhe nicht-toxische
Oligomere stabilisiert. Die Reduzierung der Toxzikonnte im MTT-Zell-Assay mit PC12
Zellen gezeigt werden. Die durch das Design intemeliBindung an die zentrale aromatische
Region des /& Peptids konnte durch NMR-Studien bestatigt werdaie. Bindung beruht
hierbei auf hydrophoben Wechselwirkungen zwischeAlrDAib-OH und den mit
Phenylalanin besetzten Positionen 19 und 20 dgPdptids?*¥ Der Inhibitor wurde
schlie8lich nochin vivo an einer transgenen Maus getestet, die das Verf@&otein des
humanen -Peptids, hAPP, Uberexpremiert. Es konnte eineifdignte Reduzierung von
amyloiden Ablagerungen und eine verbesserte kognitieistung der mit D-Trp-Aib-OH
behandelten Mause festgestellt werden. In déyemaen Untersuchungen wurdena-
disubstituierte  Aminosduren in alternierenden Rwos@n (i, i+2, i+4) in amyloide
Kernsequenzen A16-21) eingefuhrt, so dass sie fFaltblattkonformation ausschlief3lich
auf einer Seite prasentiert werden und durch stegiglinderung die weitere Anlagerung von
amyloidogenen Sequenzen verhind@tf 436 437]
Wie zuvor beschrieben, ist bereits eine zusatzlieéhylgruppe ana-C-Atom ausreichend,
um AFaltblattstrukturen zu brechen. Etienret al. verwendeten a,a-disubstituierte
Aminosauren mit grofReren Seitenketten, die wiedereime gestreckte Konformation
bevorzugen, in der Annahme, eine gute Affinitat tdsbitors zu dens-Faltblattstrukturen
bei gleichzeitiger Inhibition der Aggregation zueichen**® In TEM- und SFM-Studien
konnte man zeigen, dass der Inhibitor AMY1 die Agggation von AG bei aquimolarer
Mischung vollstandig blockieren kann. Selbst beiffigfachem Uberschuss anSAvurden
nur wenige amyloide Aggregate beobacHtét. In der Arbeit von Bettet al wurden
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aufbauend auf den Inhibitor AMY1 beim Inhibitor M® sowohl Anzahl als auch Position
der a,a-disubstituierten Aminosauren varii€it” Grundsatzlich, so konnte herausgefunden

werden, ist die Wechselwirkung zwischen den Sedtiekh bedeutend fir die Inhibition,

Erkennung und Bindung

Blockierung weiterer Assoziation

Abbildung 37: Struktur des Inhibitors AAMP-1 mit a,a-Disubstitution in alternierenden Positionen,

so dass sie nur auf einer Seite des Inhibitors prasentiert werden und die Assoziation weitere

Peptidstrange blockiert (nach Lit. 3.
wobei aber einer, a-disubstituierte Aminosaure genauso effektiv is¢ wwei oder drei. Das
Molekulargewicht kann also moéglicherweise reduzieerden, um die Bioverflugbarkeit zu
verbessern, wie beim zuvor beschriebenen BeispiBidAib-OH der Arbeitsgruppe Gazit.
Die vielversprechenden Ergebnisse gaben Anlassindibitoren auchn vivo zu testery*8!
Tests zur Effektivitat des Inhibitors mit APP trgeeen Mausen zeigten einen leichten Trend
zur Reduzierung von amyloiden Aggregaten im GelenMause. Hohere Konzentrationen

des Inhibitors zeigten jedoch toxische Wirkung.

Verwendung von S und pAminosauren

Eine weitere Madoglichkeit, das Peptidrickgrat zu amelern und so die hydrophobe
Wechselwirkung oder die Bildung von Wasserstoffkgitbindungen zu verhindern, ist die
Verwendung vorg- bzw. prAminosauren. Auf diese Weise wird das Peptidriakgim ein
oder zwei Methyleinheiten verlangert (Abbildung 38)odurch moglicherweise das
charakteristische Muster der Wasserstoffbriickenlnigdin der/-Faltblattstruktur gestort,
aber auch nicht véllig unterbunden wird, so dass &indung an die Zielstruktur immer noch
maoglich ist. Der Einbau wirkt sich auch auf dieUktur der Peptide aus. So erhoht sich z.B.
durch den Einbau vomZAminosduren die Tendenz der Peptide zur Bildunbelikaler

Strukturer®*® *%pariiber hinaus erhoht sich die Stabilitat gegenBpeteasef**: 44!
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Madine et al. konnten mit Hilfe von ssNMR die amyloidogene Kemgenz;;VAQTVs;
innerhalb desa-Synucleins identifizieren und bereits erfolgreitir die Synthese von
N-methylierten Analoga als Inhibitoren der Aggrégatdesa-Synucleins verwendéff”! In
einer weiteren Studie wurden verschiedene AnalagyekeérnsequenzVAQTVsg, durch den

Austausch von Alanin durcf-Alanin oder xAminobuttersdure hergestellt und ebenfalls als

a-Aminoséaurerest B-Aminosaurerest y-Aminos&urerest

Abbildung 38: Struktur von a-, £ und pAminosdureresten zur Verdeutlichung der Ausdehnung
des Peptidriickgrats.

Inhibitoren der Aggregation des vollstandigen anddgenen Proteinsa-Synuclein
getestet**? Da gerade im Hinblick auf die therapeutische Anteery und die Verwendung
als pharmazeutischer Wirkstoff die GroRe sehr wgckdt, wurden ebenfalls noch kirzere
Varianten hergestellt. Schlie3lich identifiziertemzwei Peptidtrimere, digAlanin anstelle
von Alanin enthielten und die in der Lage warerg diggregation vona-Synuclein zu
inhibieren. Das Peptidtrime{Ala)QK ist dartiber hinaus gegen die Aggregation vgilA
40) und Amylin wirksan}?*?

Castellettoet al. veranderten die amyloide KernsequerkLVFF,; des AG-Peptides durch
die N-terminale Addition von zweB-Alaninresten. Die Aggregation diese Peptids selbst
wurde nicht inhibiert, aber die Struktur der Aggaegywurde stark verandéi® 4+ Dieses
Peptid aggregierte zu helikalen Béandern, die allear@kteristika amyloider Aggregate
aufzeigten. In einer weiterfihrenden Studie wurds/8ASA-KLVFF Peptid als Inhibitor der
Aggregation des A(1-42) Peptids getestet. Es konnte gezeigt werdkessSALA-KLVEF an
ApB(1-42) bindet und die Morphologie der Aggregate kawrzen Ketten verandert. Der
Thioflavin-T-Assay deutet jedoch auf eine gestdmgeAggregation in Gegenwart von
LALA-KLVFF hin und die Toxizitat im MTT-Zell-Assay konnte hicreduziert werden. Man
kommt zu dem Schluss, dagaA-KLVFF zwar die Aggregation zu den typischen langen
Fibrillen blockiert, jedoch nicht die Bildung toxiser Aggregate verhinddff® Dieser
Ansatz in der Entwicklung peptidbasierter Inhib&ieomwurde in der nachsten Studie durch die
Verwendung von verschiedengrAminosauren und von vollstandig aus D-Aminosauren

bestehendeLVFF-Sequenz erweitert und an3i-42) getestét*® In Ubereinstimmung mit
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den zuvor gemachten Studien fuhrte das entspreenBegtid SALA-kIVif sowie das mit
yAminobuttersaure modifizierteklvif-Peptid ebenfalls nicht zu einer Reduzierung der
Zelltoxizitat. Analoga mit jeweils zwelrAminosauren mit Phenylalanin-, Tyrosin- und
Leucinseitenketten amrC-Atom waren dagegen erfolgreich in der Reduzigrder Toxizitét

im MTT-Zell-Assay, wobei die Verbindung mit 2 [(RJ-amino-5-phenyl]pentanoyl-Resten
am D-Peptidkivff (Abbildung 39) den starksten positiven Effekt did Viabilitdt der Zellen

N

Abbildung 39 : Af(1-42) Inhibitor, bestehend aus dem D-Peptid klvff mit zwei N-terminal
gekuppelten pAminosauren ([(R)-(4-amino-5-phenyl]pentanoyl-Rest).

hatte. Jedoch bilden diese Verbindungen alleinliiioe Aggregate, die im MTT-Zell-Assay
keine toxische Wirkung zeigen. Die Verbindung net grol3ten Wirkung zeigte die starkste
Aggregationstendenz zu Fibrillen mitFaltblattstruktur, wobei in Strukturuntersuchungen
mit Rontgenbeugung digAminosaure mit dem [(R)-(4-amino-5-phenyl]pentakB@gst im
Gegensatz zu den anderen zwei Verbindungen nicht atte@rakteristische Muster der
Wasserstoffbrickenbindungen eiggFaltblattstruktur zu stéren scheint, was dem gsllear
Konzept widersprichf*® Moglicherweise ist jedoch die Wirkung dieser Verhing nur auf
diese besonderen Eigenschaften dieser Verbindunigckaufiihren. Schliel3lich muss noch
bemerkt werden, dass die Aggregationstendenz debitlors aus pharmakologischer Sicht

eher von Nachteil ist, jedoch simdvivo-Experimente noch abzuwarten.

6.3.3.2.4 Zyklisierung von Peptiden

Durch die Zyklisierung von Peptiden lasst sich deesentlichen Nachteil der medizinischen
Anwendung von peptidbasierten Inhibitoren, der mggEn metabolischen Stabilitat,
entgegenwirkef?™

Kapurnitou et al. synthetisierten ein zyklisches481-28) Analogon mit einer kovalenten
Bindung zwischen dem Lysin an Position 17, das gélger der Sequenz/&1-28) gegen ein
Leucin ausgetauscht worden ist, und dem AspartaP@sition 21. Das zyklisierte [Lys
Aspi]A[(1-28) bildet im Gegensatz zu G1-28) keine Fibrillen und inhibiert die
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Fibrillenbildung von A31-28) und AB3(1-40). Die Zyklisierung durch die kovalente
Verbindung zwischen Lys17 und Asp21 entsprichtreBiadung zwischen der Position i und
i+4, was die Bildung helikaler Strukturen férde2D Spektroskopie-Studien zeigen eindeutig
eine Steigerung der helikalen Propensitéat des sigkten [Lys-Asp,1]A £(1-28) gegeniber
dem AS5(1-28). Diese Eigenschaft scheint fur die inhibgone Wirkung sehr entscheidend zu
sein, denn im Vergleich dazu fuhrte ein frihereklidjerungsansatz zwischen Aspund
Lys,g im AB(1-40) zu einer beschleunigten Aggregafith so dass man nicht schlieBen
kann, dass generell eine Zyklisierung einer amylgahen Peptidsequenz zum
entsprechenden Inhibitor fuhrt.

In einem weiteren Ansatz wurde das PetiRFFD, dasin vitro die Aggregation des A
Peptids inhibieft®”, durch Einfihrung von Cystein am N- und C-Terminusd der
anschlieRenden Bildung von Disulfidbricken ebesfailklisiert. Jedoch verlor die Sequenz
ihre inhibitorische Wirkund*”

James S. Nowick synthetisierte auf der Basis degi@den KernsequenzgVQIVYKszy; des
Tau-Proteins verschiedene makrozyklische peptiéb@sinhibitoren mits-Faltblattstruktur,
um zum einen die Aggregation der amyloiden Kernsaegwzu untersuchen und zum anderen
die Aggregation zu inhibierdff®® Er verwendete nicht das vollstandige Tau-Protsimdern
ein auf die amyloide Kernsequenz verkirztes MoBejptid AcVQIVYK-NH, (AcPHF6).
Zenghet al. synthetisierten verschiedene Makrozyklen, bestelescinem Pentapeptid (R1-
R5) im oberen Strang und einem Templat Hao und mwegieren Aminosauren (R6, R7) im
unteren Stran§f*® Das Templat Hao bildet einen Ersatz fiir drei Arséiarereste im unteren

Strang, das als Templat fur die Faltung des ob&wmanges dient und gleichzeitig die

oberer Strang - Erkennungsdoméane
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unterer Strang - Blockierung weiterer Assoziation

@g?ildung 40: Struktur des Makrozyklus VQIVY-KL. Das Hao-Templat ist grau unterlegt (nach Lit.
)
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Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen am ent&trang und damit die Assoziation
weiterer Peptidstrange unterbindet. Der untereabede Strang sind Uber Aminofunktion am
o-C-Atom des Ornithins miteinander verbunden, dregtturn—Struktur imitieren. Zhengt

al. verwendeten die PentapeptigigVQIVY310 und 30QIVYKz11 fir den oberen Strang, der
die Erkennungsdoméane bildet. Das Hao-Templat inerent Strang blockiert die Ausbildung
von Wasserstoffbriickenbindungen und die weiter@Aasion.

Die Aminosauren im unteren Strang erlauben die Migéung der Ldslichkeit des gesamten
Molekuls. In vitro-Tests in verschiedenen Variationen fihrten schtielZzum optimalsten
Inhibitor, wie in Abbildung 40 dargestellt. Dariibbmaus zeigte sich ein nicht-lineares
Verhéltnis zwischen der Konzentration des Inhilsitasnd der Verlangerung der zur
Nukleation der Aggregation notwendigen Zddtgttime), was auf eine kooperative Inhibition

durch den Makrozyklus hindeutét®? Das vorgeschlagene  Modell des

{
< '\
/& -

C. . i)
. D L~~~ Wechselwirkung Uber Seitenketten
/ /,’ 4 « des Makrozyklus

y Ausbildung von Wasserstoff-
briickenbindung

Erkennung und Bindung

( i ) Makrozyklus
s Hao-Templat
Fibrillenachse

Blockierung

Abbildung 41: Schematische Darstellung des Modells des Inhibitionsmechanismus (nach Lit. “4¥)

Inhibitionsmechanismus geht von einer synchronendiig zweier Makrozyklen zur
vollstandigen Inhibierung des Wachstums der Fibrilus*® Im ersten Schritt bindet
zunachst der obere Strang des Makrozyklus Uber ddisbildung von
Wasserstoffbriickenbindungen an die amyloidogenai&ery Im zweiten Schritt bindet ein
zweiter Makrozyklus ebenfalls mit dem oberen Stranglie darunter liegende amyloidogene
Sequenz, so dass nun zwei Makrozyklen nebeneinaletgen und ebenfalls Uber die
Seitenketten aneinander binden. Die Wachstumsdeit&ibrille wird auf diese Weise durch
zwei Makrozyklen besetzt, wobei das Hao-TemplatAksoziation weiterer amyloidogener
Sequenzen unterbindét® Dieses Modell des Inhibitionsmechanismus eroffmetue
Maglichkeiten fur die Entwicklung peptidbasiertahibitoren.
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6.3.3.2.5 Multivalente Inhibitoren

Die Realisierung von vielen, gleichzeitig stattiemdlen spezifischen Bindungsereignissen zur
Erhohung der Affinitat ist ein in der Biologie weiterbreitetes Konzept, welches als
Multivalenz bezeichnet wird. In Bezug auf das Desigpn peptidbasierten Inhibitoren wird
ein Vielfaches der entsprechenden amyloidogenengégiuenz an eine mehrfach verzweigte
Geruststruktur gebunden. Das Ziel ist es, die AHitnder Bindung an amyloidogene Proteine
und Peptide und folglich auch das inhibitorischéeRtal zu erhdéhen.

Zhang et al. wendeten bei der Umsetzung dieses Prinzips in E#wicklung eines
peptidbasierten Inhibitors das retro-inverse Pefftik, d.h. das D-Peptid der umgekehrten
amyloidogenen Kernsequett.VFF des A3-Peptids, af'*® Die Autoren stellten fest, dass
dieses Peptid mit eher durchschnittlicher Affinitdh Fibrillen AB(1-40) bindet. Die
Kombination aus sech$fvlk Peptiden verbunden Uber einen verzweigten PEG-Linke
verbesserte jedoch die Affinitat der gesamten Vrehlotng um das 10000fache. Im Vergleich
filhrte diese Modifikation zu einer entsprechenaldfferen Inhibition der Aggregatidt!
Chafekaret al. verwendeten die amyloidogene Kernsequ&mx/FF des AB-Peptids >
Dieses Motiv wurde vierfach durch Native Chemistlgation an ein Dendrimer der ersten
Generation gebunden. Die so geschaffene Verbindildgte keine ThT-positiven Aggregate,
woraus die Autoren schlossen, dass dendritig¢h€FF Verbindungen keine amyloiden
Aggregate bilden, sondern lediglich andere amorpggregate mit hohem Anteil af-

Faltblattstrukturen. Im ThT-Assay sowie in den &lekenmikroskopischen Studien erwies

KLVFF JLW¢LK ﬁl%r FFVLK

KLVFE %Wvg BVWIA%W_ FFVLK

Abbildung 42: Struktur des Inhibitors. Das KLVFF-Motiv ist vierfach jeweils tber zwei Glycin-
Reste an ein Cystein-Dendrimer gebunden (nach Lit."**"

sich die dendritische Verbindung als der deutliffielktivere Inhibitor, da im Vergleich mit
der unmodifiziertenKLVFF Sequenz fir die gleiche inhibitorische Wirkung ttieh
niedrigere Konzentrationen notwendig wal&. Der Inhibitor war dariiber hinaus auch in
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der Lage, bereits gebildete amyloide Fibrillen waed aufzulésen. Durch
Vergleichsexperimente mit dem Dendrimer ohHfleVFF Motiv und dem Dendrimer mit
einen poly-Glycin-Analogon, die keine bis geringaibitorische Wirkung zeigten, bestétigte

man die Grundannahme der Potenzierung der WirkunghdMultivalenz*”

6.3.3.2.6 Strukturbasiertes Design

Einen ersten Ansatz des strukturbasierten Desigosdevvon Smith und Mitarbeiten
berichtet. In dieser Arbeit ging man davon aussdhs parallel und in-register angeordneten
[-Faltblattstrukturen in dercrossfStruktur an der Oberflache ,Wdlbungen® und
,Einkerbungen® durch unterschiedlich groRe und reeiSeitenketten aufweis€nt Auf
dieser Grundlage wurden komplementare kleine peasi@rte Inhibitoren aus Aminosauren
mit abwechselnd grof3en und kleineren Seitenketesmigdt. Die Inhibitoren waren in der
Lage, die Bildung der Fibrillen zu inhibieren unceréits gebildete Fibrillen wieder
aufzuldsen.

Eisenberg und Bakeet al. verwendeten einen strukturbasierten und compugigen
Ansatz fur das Design einer neuen Klasse von pegidrten Inhibitoren. Die strukturelle
Grundlage bildete das Modell des ,sterischen Re#gddusses”, ein Paar dicht
gepackte-Faltblattstrukturen mit komplementaren und inet@nverzahnten Seitenketten
(Kapitel 2.3.3 Modell des sterischen Reil3verschlussesrigsipper). Beim Design des
spezifischen Inhibitors wurde das Ziel verfolgte d{ontaktflache zwischen Inhibitor und
amyloidogener Sequenz moglichst komplementar untimap ineinander verzahnt zu
gestalten, so dass der Inhibitor optimal an die lamlggene Sequenz am Ende der
wachsenden Fibrille bindet und die Elongation indrito Das Inhibitorpeptid bindet tUber eine
maoglichst grol3e Anzahl an Wasserstoffbriicken uret tigdrophobe Wechselwirkung an das
amyloidogene Peptid. Wenn der Inhibitor Uber dientattfliche gebunden ist, wird die
Aneinanderlagerung von weiteren amyloidogenen Sexrgredurch sterische Hinderung der
Seitenketten unterbunden. Als erstes Templat didateHexapeptidsegmessVQIVYKs11
des Tau-Proteins, dass eine entscheidende Rolldebehggregation des vollstandigen Tau-
Proteins bildet. Das D-Peptitikivw zeigte die grof3te inhibitorische Wirkung und inaibdie
Aggregation des Hexapepti#QIVYK sowie die Aggregation zweier Tau-Fragmente mit 130
und 150 Aminosauren. Das entsprechende L-PeplikIVW zeigte dagegen keine
inhibitorische Wirkung und das D-Peptiivw zeigte dariiber hinaus keine Wirkung auf die
Aggregation des APeptids. Das macht deutlich, dass die inhibittes®Virkung des D-
Peptidstlkivw auf dem spezifischen Design fur dd®IVYK-Segment basiert. Lange Zeit
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Fibrillen-
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_mmm Bestimmung der atomaren Struktur

Abbildung 43: Prinzip des struktur-basierten Designs (verandert nach Lit. ®? © 2011 Macmillan
Publishers Limited)

war das strukturbasierte Design von Inhibitorereaanof3e Herausforderung, da notwendige
strukturelle Informationen auf atomarer Ebene ninfitVerfiigung standeff! Dieser Ansatz
demonstriert eindrucksvoll das Potential des comngeistiitzten Designs von peptidbasierten
Inhibitoren auf der Basis der Strukturaufklarungistalliner Aggregate amyloider

Kernsequenzen.

6.3.3.2.6 Stabilisierung der a-helikalen Konformation

Wie bereits im Rahmen der Erlauterung zu den Itibitstrategien beschrieben, bilden einige
amyloidogene Proteine und Peptide helikale Interatedstabilisiert durch Peptid-Peptid-
Wechselwirkungen  oder  Peptid-Membran-Wechselwirkeng im  Rahmen  des
Aggregationsprozesses. Mit Hilfe von peptidbasrertéerbindungen lassen sich diese
stabilisieren und so die Bildung vghFaltblatt-reichen Aggregaten verhindern.

Mit unterschiedlichen methodischen Ansétzen zeigesschiedene Arbeitsgruppen, dass z.B.

mit Insulin die Aggregation hIAPP Uber die Stalidising helikaler Intermediate inhibiert
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werden kanit’® 3#3ZINMR-Studien als aucBockingStudien ergaben, dass Insulin tber
eine helikale Doméane des IAPP miteinander interagié?® Dartiber hinaus konnten Gilead
et al die Interaktionsdomane des Insulins identifizidfé” Sie liegt im Zentrum der
helikalen B-Kette des Insulins und umfasst die fwsen 9 bis 20 und interagiert mit der
Domaéne des IAPP von Position 7 bis 19. Diese hielikroméne bildet somit den idealen
Ansatzpunkt fur die Stabilisierung der helikalerrugtur durch peptidbasierte Liganden,
wobei z.B. eine amphipathische Helix als Ligandidbem ist.

Nereliuset al. gingen beim Design eines peptidbasierten Inhibitter Aggregation des/A
Peptids von der zentralen RegiggHQKLVFFAEDVGS,s des AB-Peptids aus. Diese
Sequenz zeigt unter bestimmten Bedingungen eindeFenzur helikalen Konformation, die
sich mit einer entsprechenden Verbindung adressiened stabilisieren [4sSf® Sie
designten einen peptidbasierten Inhibitor, der @r tdage ist, mit der zentralen Region
13HQKLVFFAEDVGS,s zu interagieren und sie in der helikalen Konfolorat zu
stabilisierer'®® Die zentrale Region des@Peptids besteht aus einer gréReren hydrophoben
Domane 17LVFFA,; und mit ,,ED, aus einer anionischen Domane. Das Design des
peptidbasierten Inhibitors weist mit einem Argimst zwei positive Ladungen auf, die mit
der negativ geladenen Glutamatseitenkette an Bos#tRk und der Aspartatseitenkette an
Position 23 interagieren konnen. Zusatzlich ernobglidie negative geladene Carboxyl-
Funktion die Interaktion mit dem teilweise protame® Histidin an Position 13 und der
positiv geladenen Seitenkette des Lysins an Pasitié. Fir die Realisierung von
hydrophoben Wechselwirkungen wurde D-TryptophanZiemtrum des Inhibitors platziert,
das mit den hydrophoben Seitenketten des Phenylalaan Position 20 interagiert. CD-
Spektren der dquimolaren Mischung vofi(A2-28) mit dem Inhibitor in Phosphat-Puffer mit
20% TFE zeigten die Stabilisierung der helikalemfoomation in Gegenwart des Inhibitors.
Der Inhibitor greift so in den Prozess der Aggrematvon AB(1-42) ein und reduziert die

His13

®o

Abbildung 44: (links) Struktur und des Inhibitors peplb und Interaktionen mit Positionen des
zentralen Peptidfragments des AB-Peptids (rechts) MD Simulation der Stabilisierung des helikalen
Af-Peptids durch peplb (nach Lit. (1% © 2009 by The National Academy of Sciences of the USA).
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Toxizitat in Zell-Tests sowie imin vivo-Modell Drosophila melanogastét®® Da man
ebenfalls einen nicht peptidbasierten Inhibitor aidr Basis der gleichen rationalen
Uberlegung synthetisierte und dieser ebenso edialgrwar, lasst sich die inhibitorische
Wirkung eindeutig auf die durch das Design intendie Wechselwirkungen
zuriickfithrer:®®!

Die Strategie der Stabilisierung der helikalen Kwnfation zur Inhibition der Aggregation
lasst sich auch auf amyloidogene Proteine bzw.itReginwenden. Einige aktuelle Arbeiten
weisen darauf hin, dass der 17 Aminosauren langeemfiinus der poly-Q Sequenz des
Huntigton-Proteins, bezeichnet als"httind mit groRer Tendenz zur helikalen Konformation,
eine entscheidende Rolle im Aggregationsprozessltsfgiehe Kapitel5 Amyloidogene
Oligomere und ihre pathologischBedeutunyj Im Prozess der Aggregation entstehen
zunachst Oligomere, in denen mehrere amyloidogatiehzen Uber eine stabile helikale
Struktur am N-Terminus miteinander agieren. Didwtfin der Folge aufgrund der erhdhten
lokalen Konzentration zur Nukleation der Aggregatiand zu der Bildung von amyloiden
Fibrillen"? Im Unterschied zu dem von Abedini und Raléith** vorgeschlagenen
einfachen mechanistischen Modell des Einflusseskdlet Strukturen auf die Bildung
amyloider Aggregate bleiben die helikalen Elemeetoch auch im amyloiden Zustand
erhalterf}”* %2 453Ipje zur Bildung einer Helix befahigte ¥ttSequenz wurde von Wetzel
und Mitarbeiter als Basis zur Entwicklung von nepeptidbasierten Inhibitoren verwendet.
Ihnen gelang das rationale Design von Inhibitoreobei der inhibitorische Effekt stark von
der Fahigkeit abh&ngt, amphipathische Helices kdehi Sie testeten verschiedene Analoga
der htt"™-Sequenz als Inhibitoren der Aggregation des ardgipénen Peptids AfiQsoPsK .
Dazu gehoren u.a. das entsprechende D-Peptidetiieinverse Sequenz vonHtsowie die
ht\"-Sequenz, erganzt durch die Prolin und Glycin nipigifte poly-Q-Sequenz
ht""PGQPu1.3 Schon die htf-Sequenz selbst zeigte inhibitorische Wirkung urat i
der Lage, die Nukleation zu verzdgern. Auf der Basin einigen Vorarbeiten der Grupife
454 wurde ein Inhibitor, bestehend aus der N-termimaf‘"-Sequenz und der poly-Q-
Sequenz, erganzt durchrn-induzierende Prolin/Glycin-Abfolge und 3 Prolin€Ren in den
jeweiligen Q-Sequnzen. Das Peptid WiPGQ;P(l,z,g)zeigte einen konzentrationsabhangigen
inhibitorischen Effekt und war in der Lage, die Aggation von hit"QsoPsK vollstandig in
aquimolarer Mischung zu inhibieréfi? GroRenaustauschchromatografie, Trp-Fluoreszenz
und FTIR-Experimente unterstiitzen einen Inhibittneshanimus, nach dem der Inhibitor mit
der htt'™- Domane von htf QsoPsK, gemischte, helikale Oligomere bilden. Dadurch veiel
lokale Konzentration an freien poly-Q-Segmentenureeit und die Interaktion und die

Bildung von amyloiden Aggregaten erschwert. Sowdat D-Peptid als auch die retro-
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Abbildung 45: Einfluss der htt N-terminalen Domane im Prozess der Aggregation und Inhibition
von htt""Q3,PsK,. (A) Die Bildung von helikalen Oligomeren fiihrt zur Férderung der Aggregation zu
amyloiden Fibrillen. (B) Amphipathische Helices fiihren zur Reduktion der lokalen Konzentration
der poly-Q Doméne und Verringerung der Aggregation. (C) Amphipathische Helices, kombiniert mit
?géljtierter poly-Q Domaéne, fiihrt zur Inhibition der Aggregation amyloider Fibrillen (nach Lit. 72, 452,

inverse hft"Sequenz, bestehend aus D-Aminosduren mit umgekeRrimarstruktur zur
Bewahrung der Orientierung der Seitenketten im & zum entsprechenden L-Peptid,
erwiesen sich als ebenso wirksame Inhibitoren. FSjpRektren weisen auf die Bildung
gemischter helikaler Oligomere hin. Mit dem Zielie dHypothese gemischter helikaler
Oligomere als Grundlage fir die Inhibition der Aggation zu unterstitzen, wurden
verschiedene Sequenzen aus Kombinationen der Aéiners der hit'-Sequenz getestet. Die
Ergebnisse zeigten einen klaren Zusammenhang zevisiér inhibitorischen Effektivitat und
der Fahigkeit, eine Helix zu bildéf?

Darlber hinaus versuchte man ebenfalls Problemanpeptidbasierten Inhibitoren, wie der
Weg der Applizierung und die metabolische Stalijlités begegnen. Sie konnten zum einen
zeigen, dass der vollstidndige Austausch der eiagelnhAminosauren gegen entsprechende
D-Enantiomere zu einer vergleichbaren inhibitorestiWirkung fuhrt. Zum anderen zeigte
die Ergédnzung durch poly-Lysin-Sequenz mit dem ,Zidle Permeabilitdt durch die
Zellmembran zu erhéhen und pharmakokinetische Bjeaften zu optimieren, zusatzlich
eine Erh6hung der inhibitorischen Aktivitat.

Zusammenfassend zeigen diese Arbeiten, dass Peghiedgihig sind, die helikalen Elemente
in einer amyloidogenen Sequenz anzusprechen undstahilisieren, bestehend aus
D-Aminosauren bzw. ergédnzt durch poly-Lysin-Sequenzin  Potential als
Ausgangsverbindung in der Entwicklung von Theramgjegen die Huntingtonsche Krankheit

besitzer*>?
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6.3.3.2.7 Stabilisierung von  F-Faltblatt-Strukturen im nicht amyloiden Zustand

Unabhangig von den jeweiligen amyloiden Kernseqgaendie haufig als Ausgangspunkt fur
das rationale Design von peptidbasierten Inhibitatienen, gibt es einige Ansatze strukturell
gut definierter-Faltblatt-Strukturen, die an amyloidogene Protaind Peptide binden und
die Fibrillenbildung inhibieren.

Die Arbeitsgruppe von Ghosh nutzte die sehr staBileDoméane des Protein G, HTB1, als
Ausgangspunkt fir die Entwicklung eines Inhibitrs** Mit Hilfe der Methode des Phage
Displays und der Selektion einiger Positionen gedjenSequenz von A(1-40) wurde die
Sequenz modifiziert, so dass der Inhibitor gut aas dAS(1-40)-Peptid bindet.
Interessanterweise ergab der SelektionsprozesAukdausch von polaren gegen aromatische
Aminosauren (kK-> W, G— W, K— Y, und E— Y) in einer neuen, 23 Aminosauren langen
Peptidsequenz namens TJ10. Dies erhoht generePrdigensitat fuys-Faltblattstrukturen,
zudem werden sie an der exponierten Seite praggemt@mit TJ10 moglicherweise an®(1-
40) bindet. Das Peptid TJ10 war in aquimolarer kiisg in der Lage, die Aggregation von
A(1-40) zu inhibieren, wie ThT-Assay und TEM-Untghungen zeigten. Die Autoren
gehen davon aus, dass TJ10 das PepH1A0) in einenf-Faltblatt-reichen Zustand
festhalten kann und auf diesem Weg keine Fibrilleehr gebildet werden kdnnen.
Toxizitatstests sind gerade aufgrund der Tatsadhss AG-Oligomere stabilisiert werden,
entscheidend, aber in diesem Fall noch nicht besickorden. Mit dem Ziel, Inhibitoren zu
entwickeln, die Ubef-Faltblattstrukturen mit amyloidogene Proteine @agtide interagieren
wollen, bieten sichde novodesignte Modelle vor-hairpin-Strukturen an. Hugginst al.

berichteten Ubep-hairpin-Peptide, die ebenfalls Trp und Tyr enthielten undder Lage

Cm )*\)::‘,-.,N
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B- alr;ﬁhlbllor _¥ Fibrille
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Abbildung 46: Schematische Darstellung des Modells der Inhibition der Aggregation zu amyloiden
Fibrillen durch Bhairpin-Inhibitoren (nach Lit. “*™).
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waren, die Fibrillenbildung von hAMh(man pancreatic amylrzu inhibiererf**® Diese
hairpin-Peptide zeigten ebenfalls keine Ahnlichkeit in 8eguenz im Vergleich zu hAM und
exponieren Tryptophan- und Tyrosinreste. In einaitevfihrenden Studie untersuchten
Hugginset al, ob dieser Ansatz generalisiert werden K4tfhSie testeten eine Reihe vda
novo designtenZhairpin-Peptiden, die Tryptophan- und Tyrosinreste entmiéf’, als
Inhibitoren der Aggregation des amyloidogen@isynucleins. Die effektivsten Inhibitoren
der amyloiden Aggregation hatten die Sequeng&hTVW-IpGK-WITVSA (WW2) bzw.
KKLTVY-IpGK-YITVSA (YY2)* in denen sich die aromatischen Reste nahe atuder
Sequenz befinden. TEM-Untersuchungen wwi$ynucleins in Gegenwart der Inhibitoren
WW2 und YY2 zeigten entweder keine oder nur sehniges Fibrillen, jedoch sind
mindestens aquimolare Konzentrationen notwendig. IBkubation mit dem Inhibitor YY2
fuhrte zur Bildung von amorphen Aggregaten. Durah Bindung des Inhibitors entstehen
maoglicherweise zunachst Oligomere, die nicht meéit @es Prozessweges der amyloiden
Aggregation sinddff-pathway./*>”

Die aromatischen Reste in dgrhairpin-Peptiden sind nicht nur wesentlich fur die Bildung
der Bhairpin-Struktur, sondern auch fir eine stabile Bindungl@namyloidogene Sequenz.
Diese Funktion von z.B. Tryptophan ist auch von esiad Beispielen peptidbasierten
Inhibitoren bekannf®®!

Hard und seine Mitarbeiter verwendeten einen Rrdigigineering-Ansatz, einefffibody
zur Stabilisierung des monomerenG-Reptids in einerfhairpin-Struktur, wodurch die
Bildung von amyloiden Fibrillen inhibiert wurd€? Die speziell designteAffibodieszeigen
vergleichbar zu Antikérpern eine hohe Affinitat #wrer Zielstruktur, jedoch ist z.B. die
GroRe und der Einfluss auf das gesamte Immunsystentalle einer medizinischen
Anwendung geringer als bei einem Antikorper. Siellst somit eine Alternative zu
Antikérpern in biotechnologischer, diagnostisched imedizinischer Anwendung dfat" 462
Das von Hard und Mitarbeiter verwendete Proteindoaauf der 58 Aminosauren langen und
aus drei Helices bestehenden Z-Domane des StamkieR-Proteins A. Mit Hilfe der
PhageDisplay-Methode wurden 13 Positionen in zwei der drei ¢&dj die Teil der
Bindungsoberflache sind, mit dem Ziel der Binduny &g variiert™*®® Diese Arbeiten
fihrten schlie3lich zumiffibody Zags, das in der Sequenz eines helikalen Abschnitts durch
die Veranderung in der Primarstruktur ngFaltblatt-Konformation zeigt und ein Uber
Disulfidbriicken verbundenes Dimer bildet.

NMR-Studien, Isotherme Titrationskalorimetrie (ITGD-Spektroskopie und Fluoreszenz-

Assays zeigten, dass agg mit hoher Affinitat mit dem [r-Abschnitt in
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ZAB3-Dimer

o Phage Display
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Abbildung 47: (A) Z-Doméane des Staphylokokken-Proteins A als Ausgangspunkt fir Phage
Display. (B) Uber Disulfidbriicken verbundenes Affibody Zagz-Dimer mit dem S, -Abschnitt in
[-Faltblattkonformation, stabilisiert AB(1-40) in Shairpin-Konformation. (C) Hypothetischer
Aggregationsmechanismus inklusive des Af(1-40) in B-hairpin-Konformation (nach Lit. 73 © 2008
by The National Academy of Sciences of the USA)

F-Faltblattkonformatioran AB(1-40) in derfS-hairpin Konformation (Abbildung 47) bindet
und die Bildung von Oligomeren sowie die Aggregatmu amyloiden Fibrillen verhindert
und die Toxizitain vivo reduziert?’® 464

Diese Arbeiten zeigen, dass di@hairpin-Konformation des /&Peptids innerhalb des
Aggregationsprozesses deg*Reptids zum einen eine wichtige Rolle einnimmt wun
anderen durch entsprechende Liganden adressietem&and?’!

Auf der Basis des Proteins Domane B1 des IgG buheleirroteins G einwickelte man in der
Arbeitsgruppe von Avijit Chakrabartty die Hypotheskass eine amphipathische Helix das
A-Peptid in eine l6sliche, zur nativen Struktur &imé Form Uberfihren und die Bildung
von Oligomeren und amyloiden Fibrillen inhibiereank!*®® Wie in der Abbildung 48
gezeigt, besteht die Protein-Domane Bl aus viapanatlelen S-Faltblatt-Strangen, worauf
eine amphipathische Helix gelagert ist. Die hydaigh Oberflache der amphipathischen
Helix bindet an dief-Faltblatt-Strange, und die hydrophile Oberflacheavghrleistet die
Wasserloslichkeit der gesamten Strukiff. Ohne die amphipathische Helix bildet die
Domane B1 amyloide Fibrillen mit charakteristisch#trastrukturt*®® Es wird also deutlich,
dass die amphipathische Helix die entscheidendepéoente darstellt. Sie ist aufgrund ihres

amphipathischen Charakters besonders dazu geeigmeerseits an die vorwiegend
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hydrophoben, amyloidogenen Sequenzen zu binden amadererseits die Loslichkeit des
gesamten Komplexes zu erhéhen. Ahnlich zur Prddeimane Bl stellte man sich die
Aufgabe, eine amphipathische Helix zu generierea, gpeziell an das APeptid in 5

Faltblatt-Konformation bindet und in eine I6slicherm uberfuhrt. Dazu verwendeten Arslan

et al. eine 17 Aminosauren lange Sequenz mit dem Ziedremoglichst kleinen Sequenz

Abbildung 48: Struktur der B1-Doméine des Proteins G (Streptococcus) (nach Lit. 6™,

unter Gewahrleistung der Fahigkeit zur Einnahmeregtabilen helikalen Konformation zu
generieren. Diese Sequenz wurde mit dem Ziel dedimaden inhibitorischen Wirkung mit
Hilfe einer speziellen, auf dem GFRréen fluorescent proteinberuhendenScreening
Methodé*®® optimiert. Das Peptid mit der SequeBKAGAEVLAAVKAIKEK wurde als
effektivster Inhibitor identifiziert. Mit Hilfe vonCD-Spektren konnte die Tendenz zur
helikalen Konformation des Inhibitors gezeigt werdéit Hilfe von ThT Fluoreszenz-,
Kongorot-Bindungs- und Tribungsstudien sowie duitektronenmikroskopie konnte die
inhibitorische Wirkungn vitro nachgewiesen werden und die Hypothese bestétigteniP®!
Obwohl es sicher nicht wahrscheinlich ist, dasg @hnliche amphipathische Helix die Blut-
Hirn-Schranke Uberwindet, ist jedoch ein Effekt gof genannte peripherefSSpezies im

Ubrigen Teil des Korpers denkbar.

6.4 Kontrolle der Proteinfaltung

Grundsatzlich ist die korrekte Faltung eines jeBesteins in der Primarstruktur angelegt und
in den meisten Fallen sind neu synthetisierte Bepind Proteine in der Lage, innerhalb der
Zelle spontan die richtige Konformation anzunehm&uach gerade im Rahmen der
Forschung an amyloidogenen Sequenzen wird sehekadwgutlich, dass es in einigen Fallen
ein empfindliches Gleichgewichts zwischen korretafeten Proteinen und der Fehlfaltung
sowie Aggregation eines Proteins gibt. Daher ishiesit weiter verwunderlich, dass die
Evolution ein komplexes Regulationssystem hervai@eit hat, das die biosynthetische
Generierung von funktionsfahigen Proteinen gewétda soll?® “¢°! Dieses System reicht
von der Synthese und Faltung der Proteine bis hin Regradation von Proteinen.

Proteinfehlfaltungen und Aggregation von Proteinsawie die damit verbundenen

82



Eingriff in den Prozess der Bildung amyloider Aggregate

Erkrankungen konnen dabei als Folge einer unzwandn Proteinqualitatskontrolle
verstanden werden, wobei das komplexe Regulatistesydurch genetische Defekte oder
schlicht durch Prozesse des Alterns aus dem Gleicicht gerat. Ein Teil dieses Systems
besteht au€haperonen(aus den engl.: Anstandsdame). Es handelt sichdiiem Proteine,
die an synthetisierte Proteine binden und sie leei kabrrekten Faltung unterstiitzen und
Phanomene, wie die Fehlfaltungen und Aggregatiam Rmteinen verhindefd’® Dartiber
hinaus sind sie in der Lage, bereits fehlgefalfrtseine zu erkennen und deren Degradation
einzuleitert*™® Aus diesem Grund bildeBhaperoneauch einen Ansatzpunkt, der amyloiden

Aggregation entgegenzuwirken.

6.4.1 Proteine und Molekule mit Chaperone -Funktion

Zahlreiche Studien haben bereits gezeigt, @dssperonein Lage sind, in den Prozess der
Bildung von amyloiden Fibrillen verschiedenster &mdogener Proteine und Peptide
einzugreifert*’” Zu einer ganze Reihe anti-amyloidogen wirken@&aperonegehort die
Klasse der Hitzeschockproteine (Hégat shock protejn Ihr Name ruhrt von der Tatsache
her, dass sie in der Zelle bei Stressfaktoren, zM& Hitze, im erhdhten Mal3e gebildet
werden und die Faltung als Erhaltung der Sekunddatsir unter extremen Bedingungen
gewahrleisten sollen. Die Hitzeschockproteine Hsp@@ HspB8 wurden zum Beispiel
ebenfalls in amyloiden Ablagerungen gefunden, dieZusammenhang mit Alzheimer und
anderen neurodegenerativen Erkrankungen stéeiMan kann daraus ableiten, dass das
Kontrollsystem auf den Aggregationsprozess reagied versucht, die Akkumulation von
Aggregaten zu verhindeft* 42

Die intrazellularen Hitzeschockproteine Hsp70, HbspUund Hspl04, wobei die
unterschiedlichen Zahlen die Moleklilmasse des jeayeei Hitzeschockproteins
widerspiegeln, sind in der Lage, in den Prozess d&dorillenbildung ABG(1-42)
einzugreifert*’® 4" Fir Hsp70 und Hspl04 wurde ebenfalls gezeigt, ddssin den
Aggregationsprozess vomSynuclein und des Hefe Prion Protein Sup35 eifeméi’® 4™
Die meisten amyloiden Ablagerungen befinden sichektrazellularen Raum, der mit den
Proteinen Clusterin, Haptoglobulin urmd-Macroglobulin Gber ein eigenes Kontrollsystem
verfugt, das ebenfalls in amyloiden Ablagerungefurggen wurde und in der Lage ist, mit
amyloidogenen Oligomeren zu interagieren und diduBig von Fibrillen zu inhibieref{™®
47 Es wird deutlich, dasShaperonesine wichtige Rolle in der Verhinderung von amgtmi
Aggregaten spielen und die Erforschung der zu Grurgtgenden Mechanismen

maoglicherweise neue Wege fiir therapeutische Anitifénet'*’” Ein interessantes Beispiel
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dieser Forschung ist die BRICHOS-Doméane, ein Pmatechnitt, der bis heute in 12
verschiedenen Protein-Familien gefunden wurde ueldem anderen Funktionen auch als

Chaperondungieren kanf."® *"1

6.4.2 Die BRICHOS-Domane

Die BRICHOS-Domane zeigte anti-amyloidogene Wirkungegen verschiedene
amyloidogene Proteine und Peptide, wie z.B. SP-@(1A40) und Medif** Neueste
Ergebnisse ergaben, dass BRICHOS-Doméanen aus zemichiedenen Proteinen die
Fibrillenbildung von A31-40) in geringeren stochiometrischen Konzentregio vollstandig
inhibieren konne#"**™ Fir die BRICHOS-Domane des SP-C Proteins konnteige
werden, dass die BRICHOS-Doméane eine Affinitat zguignzabschnitten aufweist, die
Leucin, Isoleucin, Valin und Phenylalanin enthalt®iese Aminosauren bilden zum einen
die molekulare Grundlage fur die amyloide Aggrematund zum anderen ermdglichen sie
das Eindringen von helikalen Transmembransegmesiters Proteins in die Membr&> 47!
Aus diesen Ergebnissen schlussfolgerten die Autodess die BRICHOS-Doméane nicht
mehr in der Membran lokalisierte, ungefaltete, lypthobe und amyloidogene
Transmembransegmente erkennt und deren Aggregatian amyloiden Fibrillen
verhindert*™ Dieses Beispiel zeigt, dass i@haperoneAnsatz viel Potential fiir einen
therapeutischen Ansatz steckt. Dartiber hinauserits eine Reihe von chemischen bzw.
pharmakologischen Molekilen nthaperoneFunktion identifiziert und entwickelt worden,
die ebenfalls fahig sind, in den Faltungsprozedserstiitzend einzugreifen und z.T. bereits

ihre medizinische Anwendung gefunden hai&h.
6.5 Immunotherapie

Die kérpereigene Immunabwehr gegen die Oligometiaig und Aggregation des/APeptids

Zu nutzen, ist eine weitere sehr bedeutende Sieategler Entwicklung von therapeutischen
Ansatzen gegen Alzheimer und andere Amyloidé¥éh.Die Anreicherung des APeptids,

die Oligomerisierung sowie die Bildung charaktesidter Ablagerung geht mit einer
inflammatorischen Immunabwehr einher und fuhrt awa. Aktivierung von Mikrogliazellen
(mononukleare Phagozyten), welche die Hauptformimienunabwehr im Gehirn bilden, da
Antikdrper die Bluthirnschranke nicht Gberwindennkén. Dariber hinaus erndahren und
schitzen Astrogliazellen die Neuroréff: ’* Man konnte zeigen, dass gesunde Menschen
eine Reihe von natirlichen Antikdrpern gegen tdxés©ligomere des APeptids besitzen,

die als Folge des Alterns in der Menge abnehmensaandie Entwicklung von Alzheimer
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begiinstige®” Eine Reihe von Arbeiten konnte dariiber hinaus ezeiglass spezifische
Antikdrper gegen amyloide Aggregate verschiederateyloidogener Proteini vitro und

im Fall des AG-Peptidsin vivo in APP-transgenen Mausen auflésen bzw. deren tatruk
verandern und deren Toxizitat reduzieren korfén?814%8l gpezifische Antikorper sind
darUber hinaus in der Lage, zwischen verschiederiermediaten des Aggregationsprozesses
zu unterscheidef?®* 8% Trotz vieler positiver Ergebnisse beziglich amytgjener Peptide
und trotz jahrzehntelanger Erfahrung im Bereichldenunisierung ist die Einflussnahme auf
das Immunsystem riskant, da dasG-Reptid keinen Fremdkdrper darstellt und eine
Immunisierung gegen dieses Peptid mit Nebenwirknngegbunden sein kénnte. Der Ansatz
der Immunotherapie gehoért aber auch zu den viglvechendsten Ansatzen in der
Entwicklung von Therapien gegen Amyloidos$&#.

6.5.1 Formen der Immunisierung

Bei immunotherapeutischen Ansatzen lassen sich Eagnen unterscheiden, die aktive und
die passive Immunisierung. Bei der aktiven Immuarisng im Rahmen der Bekdmpfung von
Amyloidosen wird das vollstdndige oder Teile destlgtischen amyloidogenen Peptids Uber
verschiedene Wege verabreicht mit dem Ziel der wdtung der korpereigenen
Immunabwehr und der erhdhten Produktion von koigenen Antikérpern gegen
verschiedene Spezies des amyloidogenen PépfiiDie Wirksamkeit dieses Ansatzes
konnte zunachst in zahlreichen Arbeiten fur APPRdgene Mause nachgewiesen werden und
fuhrte zu ersten Ergebnissen in klinischen Studigelche im folgenden noch erlautert
werden sollef® Bei der Methode der passiven Immunisierung hingegerden direkt fir
einen amyloidogene Sequenzabschnitt spezifischeokhmmale Antikorper (mAb) und
Fragmente eines Antikdrpers verabreicht. Auch ieséin Fall wurden bereits zahlreiche
Arbeiten vertffentlich, die zeigen, dass dieser sinsm Mausmodell zur Reduktion von
amyloiden Ablagerungen fihrt.

6.5.2 Wirkungsmechanismen immunotherapeutischer Ans atze

Fur die Wirkungsweise von anti-amyloidogenen Antgdgin werden verschiedene
Mechanismen diskutief4® 4%

() Durch Antikorper vermittelte Phagozytose amyloiderAblagerung:

Der spezifische Antikorper bindet an amyloide Aggte und vermittelt die kGrpereigene
Phagozytose, d.h. den Abbau amyloider Aggregaterimatb phagozytotischer Zellen, wie

z.B. Mikrogliazellen.
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(1)) Periphere Senke:

Der spezifische Antikorper bindet an amyloide Aggite aulRerhalb des Gehirns und
verschiebt das Gleichgewicht beziiglich der amylgat®n Spezies zwischen Gehirn und
dem uUbrigen Blutkreislauf in Richtung des UbrigdntBeislauf, was zu einer Reduktion
der Menge der amyloidogenen Spezies im Gehirn ftir{®

(1) Direkter Abbau amyloider Aggregate:

Durch die Bindung des spezifischen Antikdrpers snainyloidogene Sequenz wird die
Aggregation zu Fibrillen, Akkumulierung in amyloid&blagerungen verhindert und
bereits gebildete fibrillare Aggregate werden wiealegebaut.

() Durch Antikérper vermittelte Phagozytose (I) Periphare Senke (1) Direkter Abbau amyloider Aggreg:

.
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Abbildung 49 : Denkbare Mechanismen des Abbaus amyloider Aggregate durch anti-
amyloidogene Antikérper (verandert nach Lit. “7%).

6.5.3 Generierung spezifischer anti-amyloidogener A ntikérper

Mit Display-Techniken, wie z.B. Phagdbdisplay, lassen sich fiir amyloidogene Peptide
spezifische Antikbrperdomanen auf Basis einer stidbhen Bibliothek verschiedener
Antikdrperdoménen generieren. Eine synthetischdidditek aus Einzeldomé&nenantikérper,
z.B. VyH-Domanen Camelidag*®® oder ar-Fragmente Chondrichthyeg**, bietet sich
an, da sie im Vergleich zum klassischen Antikonpeloen der schweren Kette keine leichte
Kette aufweisen, so dass nur eine Polypeptidseqdien@rundlage fur die Bibliothek bildet,
was der Methode des Phaggisplaysentgegenkommit’ 4%

Die Anwendung von MH-Domanen ist aufgrund der Homologie zwischefHWragmenten
der Kamele und \-Fragmenten des Menschen unproblematisch. Aber sefe\rFragmente
(single chain variable fragmentd.h. kinstlich hergestellte Antikbrperfragmenti¢ kovalent
verbundenen Antigen-erkennenden variablen Domé&eernetthten und der schweren Kette

eines klassischen Antikdrpers, konnen als Basisetié®® %! Mit Hilfe des PhageiDisplays
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lassen sie sich schlieBlich bezuglich der Spetifidd Affinitdt zu den entsprechenden
amyloidogenen Sequenzen die optimalsten Domaneektsgen und z.B. inE. coli
expremieren. Prinzipiell kann jeder Sequenzabsclatst Epitop, der Sequenzabschnitt des
Antigens, der von den Antikdrpern erkannt wird,ngie. Bezlglich des APeptids hat sich
herausgestellt, dass der N-Terminus, speziell dgu&nzzEFRHD; das dominante Epitop,
zu sein scheint. Neben dieser Sequenz dient aueh zdntrale Doméne f13-26)
(Solanezumab, LY2062430) oder der C-Terminus (Pameb, PF-04360365) als Epitop. Die
Bindung kann jedoch auf unspezifischen elektrasthgn Wechselwirkungen, wie zum

Beispiel auf hoch organisierten anionischen Obeinfé, beruhef4®® 5%

6.5.4 Ergebnisse und Studien

Zahlreiche Arbeitsgruppen konnten bereits die Wirkkeit der aktiven und passiven
Immunisierung in Bezug auf amyloidogene PeptideeiurBeweis stellen. Ein bekanntes
Beispiel des Ansatzes der aktiven Immunisierungdst Impfstoff AN-1792 von Elan
Pharmaceuticals. Hierbei handelt es sich um dathetysche A5(1-42) Peptid, gebunden an
ein Saponin. Die Ergebnisse der Studien an APBgemen Mausen waren umfangreich und
sehr vielversprechend, jedoch fuhrte der Impfatotfer ersten grof3en klinischen Studie 2001
bei 6% der Patienten zu Meningoenzephalitis undeamd Entziindungserscheinungen im
Gehirn® 5% pje Studie wurde daraufhin abgebrochen. Folgestuéionnten aber zeigen,
dass die Immunisierung mit AN-1792 zur Reduzierwmog amyloiden Ablagerungen und
Reduzierung von neuronalen Schaden flihrte, ohnecledliie Demenzerscheinungen zu
verhinderr>® **Bapineuzumab (AAB-001, ELN115727) ist ein Beispiiglden Ansatz der

Tabelle 3: Therapeutische Wirkstoffe in der Entwicklung (nach Lit.®*

Epitop Klinische Applikation
Studien
aktiv:
AFFITOPE ADO02 Synthetisches Peptid, das den N- Il subkutan
Termin von AZimitiert.
ACC-001 AB(1-7) Il intramuskul&r
passiv:
Solanezumab A[(13-28) ] intravenos
(LY2062430)
Ponezumab AS(33-40) Il intravenos
(PF-04360365)
Bapineuzumab AB(1-5) ] intravenos

(AAB-001, ELN115727)
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passiven Immunisierung, fir die ebenfalls Nebemwiden, wie die Entstehung von
Hirnddemen und intrazerebrale Blutungen, festgestelrden®®® Moglicherweise ist einer
der Grunde fir die bisher eher enttauschenden Biggb neben der Feststellung einiger
Nebenwirkungen, dass die Konzentration auf dagPaptid zu kurz greift, da
Entzindungserscheinungen oder auch das Entstelreramgloiden Aggregaten des Tau-
Proteins auf3er Acht gelassen werlféh. Zurzeit befindet sich eine weitere Reihe von
immunotherapeutischen Ansatzen in klinischen Stydierobei die Ergebnisse noch
abzuwarten sind (siehe Tabelle®®8§! Doch nicht zuletzt das Beispiel AN-1792 zeigt, dlas
der Weg zu einem Impfstoff gegen Alzheimer nocht veef*””!

6.6 Zusammenfassung

Die Diversitat zuvor beschriebener nicht-peptidesctierbindungen ist auffallend, was darauf
hindeutet, dass diese Inhibitoren an unterschieeific Stellen und durch verschiedene
Mechanismen an das amyloidogene Protein bzw. Peptndlen und ihre Wirkung
entfalten’® Die Spezifitdt der einzelnen Verbindungen ist fraghg. Die fehlende
strukturelle Ahnlichkeit organischer Verbindungam ihibition der Aggregation amyloider
Fibrillen erschwert es zudem Schlussfolgerungen Berziehung zwischen Struktur des
Inhibitors und dessen Aktivitdt zu treffen und aeligeine Grundlagen eines rationalen
Designs von organischen Verbindungen zur Inhibitien Fibrillenbildung zu erschlieR&h.
189 Aus der Enzymforschung hat man gelernt, dass ikainém in der Interaktion mit groReren
Proteinen sehr effektiv sein konnen. Jedoch schesnbei der Inhibierung der amyloiden
Aggregation ungleich schwerer zu sein, ahnlichkeiffe Inhibitoren zu entwickeln. Oft sind
im Vergleich zu anderen medizinischen Wirkstoffeshé Konzentrationen notwendig, um
einen Effekt zu erzielen. Dies lasst sich moglislese auf das Fehlen eines aktiven
Zentrums wie bei Enzymen oder Rezeptoren zurlickfiihr Die Natur des
Aggregationsprozesses zu Amyloide ist dagegenrahid?olymerreaktionen vergleichbaf®
Vor diesem Hintergrund scheint es sinnvoll, sich @e Entwicklung von Modulatoren zu
konzentrieren, welche die Aggregation so beeinflossdass keine toxischen amyloiden
Aggregaten entstehéft® Wie verschiedene Beispiele zeigen, lasst sich autldiesem Weg
das Ausmaf toxischer Oligomere reduziéféh Das Beispiel TTR-Inhibitoren und u.a. die
Metall-Chelatoren zeigen, dass Ansétze des ragonBksigns moglich sind, jedoch sind sie
am wirkungsvollsten, wenn sie mit dem amyloidogerignoteinen nicht im amyloiden

Zustand, sondern im nativen Zustand interagiereth sie stabilisieren. So lasst sich der
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schwierige polymere Charakter der amyloiden Agdiegaumgehen und gleichzeitig die
Bildung toxischer Oligomere verhindern.

Die zahlreichen Anséatze der Entwicklung peptidbésielnhibitoren machen deutlich, dass
sie sich eher fir ein rationales Design eignenm&mr Ansatz ist die Vermittlung der
Bindung und Inhibition durch amyloidogene Kernsewmen, die auf vielfaltige Weise
modifiziert werden. Nachteile, wie eine geringe abetische Stabilitdt und Bioverfigbarkeit,
lassen sich durch diverse Modifikation optimierBioch in diesem Ansatz liegier seschon
die Zielstruktur im amyloiden Zustand als Ausgangeq begrindet. Auch der im Kapitel
6.3.3.2.6 Strukturbasiertes Desigpschriebene Ansatz von J. W. Kelly geht von andgoi
Kernsequenzen im aggregierten Zustand aus. Moghahse konnen so identifizierte
Inhibitoren die Bildung von toxischen Oligomererchii nur nicht verhindern, sondern sie
sogar begunstigen. Ansatze, die speziell die Komédion im nicht-amyloiden Zustand
ansprechen, sind daher besser geeignet, die Bilduisgher Oligomere zu verhindern.

Alle Beispiele geben einen Einblick in die Dive#sitler Inhibitionsmechanismen und deuten
die Moglichkeit des rationalen Designs von Inhik@to an, das jedoch durch ausreichende
vorklinische Studien bestatigt werden muss. Zumsgel erdffnet die Kombination von
amyloid-bindenden Molekulen mit Metall-komplexiedam Einheiten zu bifunktionalen
Inhibitoren der Metall-induzierten amyloiden Aggatign ein neues Feld des struktur-
basierten Designs von nicht-peptidischen Inhibriore

Die naturwissenschaftliche Forschung bringt immeeder potentielle Inhibitoren hervor.
Jedoch missen sie die Anforderungen eines phartsazemnutzbaren Wirkstoffes erfullen.
Die Ergebnisse der bereits in klinischen Studietegjeten Verbindungen sind gemischt und
die Entwicklung von nicht-peptidischen Inhibitoréir die verschiedenen Amyloidosen ist
und bleibt eine Herausforderung. Zudem stehen Bkkmagen wie die Alzheimer-Krankheit
am Ende einer langen Reihe von verschiedenen Esegmund die verbindenden Elemente
sind z.T. unbekannt. In der Wissenschaft ist mam slaher nicht einig, welches dieser
Elemente den entscheidenden Ansatzpunkt zur Tlerpnoglicht. Mdglicherweise greift
die Konzentration auf das amyloidogene Protein bBeptid zu kurz. Der komplexe
Zusammenhang zwischen amyloidogener Spezies unwddkhing der Toxizitat und anderer
begleitender Prozesse, wie z.B. Entzindungsreakiiammd Phanomene der gegenseitigen
Beeinflussung dross seeding verschiedener amyloidogener Proteine werden oft
vernachlassigt.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass deeizhb, verschiedene und durchaus
erfolgreiche Ansatze gibt. Jedoch gestaltet siehWhertragung der erforschten Prinzipien,

die der inhibitorischen Wirkung zu Grunde liegen, entsprechende Therapien schwierig.
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Trotz der Identifikation zahlreicher Verbindungetie in der Lage sind, in den Prozess der
Aggregation einzugreifen, fihrte dies bisher nimhnteiner entsprechenden wirkstoffbasierten
Therapie. Es wird deutlich, dass die Entwicklungy veeuen Strategien mit entsprechenden
Wirkstoffen noch immer eine bedeutende Aufgabe dessenschaftlichen Forschung

darstellt.
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7 Amyloide Modellpeptide

Zahlreiche Studien ergaben, dass auch Peptide, irdikeinem Zusammenhang mit
Erkrankungen stehen und z.B. ailé noveDesign beruhen, in der Lage sind, amyloide
Fibrillen zu bilden. Sie besitzen die gleichen ek#gristischen Eigenschaften, wie Peptide,
die in Verbindung mit Amyloidosen stehen. Zur Ustdreidung werden amyloide Fibrillen,
die auf nicht natiirlichen Sequenzen beruhen, algladaahnlicH®*® beschrieben. Jedoch
wird in der wissenschaftlichen Literatur haufighti&lar zwischen beiden Formen getrefht.
Diese Peptide kdnnen als Modellpeptide des Amyltiddhgsprozesses dienen und sind eine
sinnvolle Alternative zu den natirlichen amyloidoge Peptiden und Proteinen, die mit einer
Reihe von Nachteilen verbunden sind. Zu den Nademejehodren die allgemeine schlechte
Loslichkeit, die erschwerte Synthese mit bekanrReptidsyntheseverfahren aufgrund des
starken Aggregationsverhaltens sowie komplexe Agggrensmechanismen. In Kapitel 2.3
Molekulare Grundlagen und interne Struktur amyloidébrillen wurde deutlich, dass die
Fibrillenbildung u.a. auf einer empfindlichen Baten zwischen den spezifischen
Wechselwirkungen zwischen den Seitenketten in kurBeptidfragmenten beruht. In
groReren Proteinen kann dies durch verschiedenerand/echselwirkungen Uuberlagert
werden. Die Fahigkeit, amyloide Fibrillen zu bildekann dariber hinaus auf kurze
amyloidogene Abschnitte in der Primarsequenz naligt Proteine, den amyloidogenen
Kernsequenzen, zurtickgefuhrt werden. Diese kurzaylogdogenen Abschnitte zeigen
ahnlich toxische Eigenschaften wie die vollstandigamyloidogenen Proteine und
Peptide®®”

Einfache Modellpeptide kdnnen helfen, diese Nathtai Gberwinden. Sie sind synthetisch
leicht zuganglich und lassen sich fur verschiedespezifische Fragestellungen modifizieren.
Der Vorteil und die Nutzlichkeit kleinerer einfach&élodellsysteme liegt daher in der
Maglichkeit, die zum komplexen Prozess der Amylddling beitragenden spezifischen
Wechselwirkungen zu untersuchen. Modellsystemebiatiierdem die Mdglichkeit, sowohl
die Inhibition der Aggregation zu untersuchen alshadie Inhibierung der Toxizitat und sie
kénnen zur Beschleunigung der Suche nach therapbeti Ansatzen beitrag&fi. !
Dartber hinaus lassen sich die gewonnenen Erkesetnizur Entwicklung von
Peptidsequenzen zur Bildung von supramolekularegrégaten nutzen. Sie bieten z.B. die
Maoglichkeit der Konstruktion von Materialien im Nameterbereich. Solche Materialien
kénnen Anwendung in der Biotechnologie und synsiobten Biologie t{ssue engineering
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finder®>*¥ oder auch als Grundlage anderer Technol&ierohne biologischen

Hintergrund dienen.

7.1 Fragmente amyloidogener Peptide und Proteine

Kurze amyloidogene Peptidfragmente bilden eine @lage fir die Amyloidbildung. Daher
sind kleinere Modellpeptide mdglicherweise besssignet als die vollstandigen Peptide und
Proteine, die molekularen Grundlagen der amyloidggregation und deren Inhibition zu
untersuchef”! So wiirden Mutationen in der amyloiden Kernsequarkurzen entsprechen
Modellpeptiden lediglich die Aggregationseigenstéafverandern. Im vollstandigen Peptid
und Protein fuhrt dies mdglicherweise zur Destalgfung des gesamten Peptids bzw.
Proteins, was die Ableitung von Schiussfolgerungenkompliziert*”! Die Arbeit tiber dasle
novo designte Hexapepti®TVIIE konnte einen Einblick in das sensible Gleichgewicht
zwischen den spezifischen Wechselwirkungen derefSiegtten und den elektrostatischen
Wechselwirkungen ergeben (siehe AbschhiBtl Amyloidogene Kernsequenzddas daraus
abgeleitete strukturelle Modell steht dabei im Eanky mit der strukturellen Organisation
von naturlichen amyloidogenen Peptiden und Proteimariber hinaus zeigen zahlreiche
Arbeiten, dass Untersuchungen an Peptidfragmedieriiber die amyloidogene Kernsequenz
hinausgehen wie z.B. &25-35}**°, AB16-281"' und IAPP(17-295"%, ebenfalls wertvolle

Einblicke in den Aggregationsprozess und die Mersmen der Inhibition erlauben.

7.2 De novo -Design amyloidogener Modellpeptide

Das de novo Design amyloidogener Modellpeptide geht von umtgedlichen
Grundstrukturen aus, zum einen von (efFaltblattstruktur und zum anderen von der
a-Helix®'®  Ein  wesentliches Strukturmerkmal amyloider Aggtegaist die
FFaltblattstruktur. Aber nicht jedé Faltblattstruktur fuhrt zu amyloiden Aggregates. dibt
strukturelle Unterschiede, die auf die Orientieraleg Seitenketten zueinander beruhen. Und
trotzdem ist es nachvollziehbar, dass eine ganziheRgon Ansatzen des Designs
amyloidogener Modellpeptide von dgkFaltblattstruktur ausgeht. Zu den grundlegenden
Designregeln gehdrt die Verwendung von Aminosaunaiche dieS-Faltblatt-Konformation
bevorzugen. Eine grundsatzliche Strategie bei deorédnung der Aminosauren innerhalb
einer Primarstruktur ist ein sich wiederholendesstdu von abwechselnd hydrophoben (H)
und polaren (P) Aminosaureresten. Die einzelnenkiaten Ansatze sind z.B. in der
Dissertation von Dr. Kevin Pagel beschrieben uniéeschier nicht diskutiert werden:®

Wesentliche Grundlage dieser Arbeit sind amylois@g®odellpeptide, die von der-Helix
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ausgehen und Einblick in den konformationellen gaeg von der a-Helix zur
[Faltblattstruktur sowie der anschlielenden Agdiegazu amyloiden Fibrillen geben
kénnen. Grundlegende Designkriterien sollen in fidgenden Kapiteln genauer besprochen

werden.

7.2.1 Design struktureller Ambivalenz

Der Prozess der Bildung amyloider Aggregate gehtder Anderung der Konformation vom
nativen und funktionalen Zustand zu hochorganisrerf-Faltblatt-reichen Amyloiden
Fibrillen einher. Ein Teil natirlicher amyloidogen@roteine und Peptide weist im nativen
Zustand eine helikale Struktur auf oder deren Amijdiddungsprozess verlauft Gber helikale
Intermediate. Folglich muss sich zunachst die Konfdgion vona-Helix zu p-Faltblatt

andern, bevor sich die einzelnen Peptidecazass-Struktur zusammenlagern und amyloide

a-Helix B-Faltblatt

Abbildung 50: Schematische Darstellung des Konformationsiibergangs zwischen aggregiertem

a-helikalen Zustand, z.B. Coiled Coil-Struktur, und einer AFaltblatt-Struktur. Graue Flachen

entsprechen einer hydrophoben Wechselwirkungsdoméane (verandert nach Lit[517]).
Fibrillen gebildet werden kénnen (siehe KapitelV&zchanismen der Bildung amyloider
Fibrillen). Das Design von schaltbaren Modellpeptiden, dielicke in diesen Prozess der
Bildung amyloider Aggregate einschliel3lich des zuwgeschilderten konformationellen
Ubergangs geben sollen, muss verschiedene Eigdtesthmaifweiserr'® % Dazu gehoren
zum einen die strukturelle Ambivalenz, dhnlich dextirlichen amyloidogenen Sequenzen,
und zum anderen eine Funktionalitat, die fur spedie Stimuli sensibel ist und somit auf
Veranderung der Umgebungsbedingungen redgtért'® Eine der ersten Arbeiten zum
Design von Modellpeptiden, welche die Untersuchungjeses konformationellen Ubergangs
ermoglicht, wurde von Mutteet al. 1991 veréffentlichP” Diese Arbeit bildet eine
wesentliche Grundlage einer ganzen Klasse von Nuegiden, die in der
wissenschaftlichen Literatur aBwitchPeptide bezeichnet werden. Sein Konzept besteht in

der Kombination von zwei unterschiedlichen Konfotim@en in einer Peptidsequenz. Den
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Ausgangspunkt bildet eine 16 Aminosauren lange &snubestehend aus alternierend
hydrophoben und polaren Aminosaureresten (Abbildathg). Diese Anordnung besitzt eine
starke Tendenz zur Bildung vghFaltblatt-Strukturen im wassrigen Milieu, indenctsidie
hydrophoben Seitenketten zueinander und die pol8estenketten zum Lésungsmittel hin
orientieren. Stellt man jedoch diese in Sequeraner helikalen Anordnung dar, ordnen sich
die hydrophoben und polaren Seitenketten gleichgnéfi den helikalen Zylinder und alle
Seitenketten sind zum LOsungsmittel hin orienti&s wird deutlich, dass eine helikale
Anordnung dieser Sequenz aus diesem Grund nichtselaginlich ist. Auf der Grundlage
einer amphipathischen Helix mit einer hydrophob@miane und einer hydrophilen Doméne
kann durch den selektiven Austausch von hydrophoeineinpolaren Aminosduren gegen eine
neutrale Aminosaure die Tendenz zur Bildung vonikhken Strukturen erhéht werden
(Abbildung 51, IllI, 1V). Eine ,neutrale” Aminosaurstellt die Aminosaure Alanin dar, die
weder polar noch sonderlich stark hydrophob ist wdiem eine hohe Tendenz zur
Ausbildung helikaler Strukturen besitA’ Das Ergebnis ist eine Peptidsequenz, die
gleichzeitig Eigenschaften voa-Helix und von S-Faltblatt-Strukturen in sich vereint und
somit die strukturelle Ambivalenz vieler natiurlichamyloidogener Peptide und Proteine

widerspiegelt>'” 521!

0]0]0]6]0]0]0e,
EEEN

B hydrophobe Aminos&ure
/\ neutrale Aminosaure
(O hydrophile Aminoséure

Abbildung 51: Das Design von Switch-Peptiden. I: Ausgangsequenz einer [-Faltblattstruktur; 11
Helikale Darstellung der Ausgangssequenz; lll: Sequenz eines Switch-Peptids; IV: Helikale
Darstellung eines Switch-Peptids (graue Domanen verdeutlichen den amphipathischen Charakter)
(verandert nach Lit.**"! 1991 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co).
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7.2.2 Coiled Coil -basierte Switch-Peptide

Das Design einer ganzen Reihe verschiedenSteitchPeptide macht sich eines der
bekanntesten Faltungsmotive der Natur zu Nutze adaslikale Coiled CoilFaltungsmotiv.
Coiled CoilPeptide bestehen aus zwei bis fimHelices, die sich zu einer Superhelix
umeinander windenCoiled CoilDomanen vermitteln Uber die Interaktion der Hedice
Protein-Protein-Wechselwirkungen, Oligomerisierwngd verschiedene andere Funktionen
sowie die Aggregation vom amyloidogenen Proteihi€n®?? Aufgrund der bedeutenden
Rolle vonCoiled CoitDoméanen bei Protein-Protein-Wechselwirkungen srchtiumaraet
al. nachCoiled CoitSequenzmustern in amyloidogenen Q/N-reichen ung@oProteinen
(Huntington) und fanden charakteristische Sequenaeiche die Q/N-reichen und poly-Q
Proteine flankieren oder auch Uberlappen. Mit umfaichen experimentellen Arbeiten am
Q/N-reichen Hefe Prion Ure2, deplysia Prion CPEB und dem menschlichen poly-Q
Protein Huntington konnte man zeigen, d&ssled CoitDomé&nen sowohl die Aktivitat als
auch die Aggregation regulieren und sie postulietaher ein Modell, in der@oiled Coit
Doméanen eine entscheidende Rolle in der Aggregation Q/N-reichen und poly-Q
Proteinen spieleft’™

Das Coiled CoitMotiv bietet die Moglichkeit der Nutzung einer k@ Sequenz-Struktur-
Beziehung bezuiglich der Sekundar-, Tertiar- undr@estruktuP?>>%'und eignet sich daher
gut fiir dasde novo Design von Modellpeptidéi® Die Primarstruktur weist eine
charakteristische sich wiederholende Sequenz abersiAminosauren auhéptad repeat
die typischerweise mit den Buchstabanb, c, d, e f und g beschrieben werden. Die
Positionen a und d sind mit hydrophoben Aminosduren besetzt, die daste
Erkennungsmotiv durch die Ausbildung eines hydrdggmoKerns bilden. In den Positionen
und g befinden sich haufig entgegengesetzt geladenemdésauren wie z.B. Glutamat und
Lysin. Sie ermdglichen stabilisierende intermolakel elektrostatische Wechselwirkungen
und haben einen Einfluss auf die Orientierung daidds zueinander. Die Positioniec und

f sind zum Losungsmittel exponiert und oft mit hyshtdlen Aminosauren besetzt. Die
einzelnen Helices inCoiled CoilFaltungsmotiv besitzen somit eine hydrophile Doendn
(Position b, ¢, e, f, § und eine hydrophobe Doméne (Positiand und sind folglich
amphipathisch. Das Design verschiedenst&witchPeptid Systeme nutzt den
amphipathischen Charakter fiir den konformationelleergang vora-Helix- zu B-Faltblatt-
Konformation. Der amphipathische Charakter isttdemodynamische Treibkraft sowohl fur

die Faltung und Zusammenlagerung dehelikalen Coiled CoitStruktur als auch fir die
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Faltung einerf-Faltblattstruktur und damit auch eine der Grundiagler Aggregation zu
amyloiden Fibrillen (siehe Kapit&l.1 Die Bedeutung-helikaler Intermediatg!>*® 52!
Miharaet al. veroffentlichten eine Arbeit Gbe&Zoiled CoilbasierteSwitchPeptide mit einer
Lange von 14 Aminosauren. Zwei Helices wurden jé&svam C-Terminus mit Hilfe von
F-Alanin und zwei Cysteinresten kovalent verbundém N-Terminus befand sich eine
Adamantan-Gruppe. DieseSwitchPeptid mit Namen Ad-2 durchlauft im neutralen
wassrigen Medium eine konformationelle Anderung weelix zu S-Faltblattstrukturen und
bildet amyloide Aggregate in Abhéngigkeit von deit#?3 >2°]

Im Gegensatz zum Ansatz von Mihara konnte an mehrBeispielen gezeigt werden, dass
die Generierung einer strukturellen Ambivalenz nhia¢b einesCoiled CoilPeptids elegant
durch die Einflhrung von Aminosauren mit einer héhe Propensitat fur
SFaltblattstrukturen in den I6sungsmittelexponier®ositionerb, ¢, undf, generiert werden
kann (Abbildung 52, B, Cj?" *3°5% Dje erhohte Tendenz zu Bildung von amyloiden
Aggregaten kann auf die hohere PropensitaiSi&altblattstrukturen oder aber auch auf die
Stabilisierung der amyloiden Struktur durch Bilduemer hydrophoben Domane mit den

hydrophoben Aminosauren in Positian und d des Coiled CoilPeptids zuriickgefihrt

werden518. 530, 531]

hydrophobe
Wechselwirkung

Abbildung 52: (A) Helical Wheel-Darstellung eines Coiled Coil-Dimers (Die Farben rot und blau
stehen fir entgegensetzte Ladungen, die stabilisierende elektrostatische Wechselwirkungen
ermoglichen).(B) und (C) Struktur des 17 Aminosauren langen amyloidogenen ccfS-Trimers
(Hydrophobe Aminosduren Leucin, Isoleucin und Alanin in Position a, d und der fur amyloide
Eigenschaften entscheidenden Position f in grau) (erstellt mit PDB Code 1S9Z nach Lit.[527])

Die Primarstruktur vonSwitchPeptiden weist neben der strukturellen Ambivaleneist
Funktionalitaten auf, die sie sensibel gegenubeziipchen Stimuli machén'® Dies
ermdglicht zum einen die Kontrolle der Bildung vamyloiden Aggregaten und zum anderen
Untersuchungen zum Einfluss verschiedenster Faktaef das sensible Gleichgewicht
zwischen den Konformationen. Erst durch die Wirkdeg Faktoren werden die strukturellen
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und molekularen Voraussetzungen fir die Aggregasanamyloiden Fibrillen, wie z.B.
partielle Entfaltung, erfillt (siehe Kapit8l Mechanismen der Bildung amyloider Fibril)en
Zu den Faktoren gehoren Temper&fir >3 5331 pH-wert3? 3% 533 |onenstarke”,
Phosphorylierund®™>*® und Glykosylierung®® sowie Licht*? und Metall-lonef*°.
DarUber hinaus weisen einigawitchPeptide Funktionalitdten auf, die erst aufgrundeei
O-N bzw. S-N Acylverschiebung eine Aggregation moybiden Fibrillen ermaglicheR*"
3 Die strukturelle Anderung von einem amyloidoger@ailed CoiltTrimer zu einem
SFaltblatt-Trimer als entscheidender Schritt in @@dung amyloider Aggregate wurda
silicio mit Hilfe von MD-Simulationen von Strodeit al. untersucht**! Es wurden zwei
verschiedene Prozesswege identifiziert: (1) Eirterimle Anderung der Konformation van
Helix zur S-Faltblattstruktur und (Il) einen Prozessweg, dier [dissoziation zu Monomeren
und darauf folgend zur strukturellen Anderung urssémblierung in eigB-Faltblatt-Trimer
fuhrt. Diese Arbeit gibt einen Einblick in den Pess der Bildung amyloider Aggregate aus

einerCoiled CoilStruktur heraus.

7.3 Amyloidogene Kernsequenzen in Kombination mit d em Switch- Peptid-
Ansatz

Host-Guest SwitchPeptide stellen eine besondere Klasse von Mogslen dar.
Grundlegende Idee dieses Ansatzes ist die Kombmatus einer amyloidogenen
Kernsequenz eines natirlichen amyloidogenen Pepits Proteins mit einede novo
designten Peptidsequenz, erganzt durch eine sahalfunktionalitdt. Durch diesen Ansatz
werden die Vorteile der Verwendung von einfachendMipeptiden mit der erhdhten
wissenschaftlichen und medizinischen Relevanz heltér amyloidogener Systeme
kombiniert.

Camuset al. entwarfen ein Modell-Peptid mit der amyloidogerk@arnsequenz von Position
14 bis 24 des APeptids,HQKLVFFAEDV, flankiert durch Sequenzen mit alternierenden
Aminosauren Leucin und Serin, die eine hohe TendenBildung vonsFaltblattstrukturen
besitzer>* Durch die strategische Platzierung \@witchElementen auf der Basis der O-N
Acyl-Migration am C- und N-Terminus der amyloidogen Gastsequenz besitzt das
Modellpeptid keine Struktur. Erst durch die Inituag des O-N Acyl-Migration aufgrund der
Anderung des pH-Wertes nach pH 7 liegt ein unmpigifies Peptidriickgrat vor und das
SwitchPeptid bildet amyloide Fibrillen. Dieser Ansatz iguch auf andere natirliche
amyloidogene Sequenzen Ubertragbar. Auf diese Wassen sich viele Eigenschaften des
Aggregationsprozesses schnell und einfach reprecerzi Die Kombination der Erkenntnisse
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aus dem Bereich dede novo designtenSwitchPeptide mit natirlichen amyloidogenen
Sequenzen ermdglicht mehr Kontrolle tGber den Agafiegsprozess und hilft, die Nachteile
natiirlicher Sequenzen zu tberwind¥h>*"! Damit leistet dieser Ansatz einen wichtigen
Beitrag zur Forschung an amyloiden Aggregaten wwdSziche nach neuen Inhibitoren der
Aggregation bzw. zur Optimierung bekannter Inhitstd>*

Ac-SLS1L-HQKLVFFAEDV -S1LG-NH;

/'U\,s1 HQKLVFFAEDV 31./U\

‘ Acyl Migration
(pH Wert-Anderung)
| || HaxwvFraeDY || >

%
%
!

,
3 2*
% ‘§
2N
R4
“
Y

Amyloide Fibrillen

Abbildung 53: Design-Prinzipien eines Host-Guest Switch-Peptids (adaptiert nach Lit. ®*%).
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8 Ziele der Arbeit

Bei einigen amyloidogenen Proteinen und Peptideielesp helikale Intermediate eine
entscheidende Rolle in der Aggregation zu amyloi&érillen. Man nimmt an, dass die
Helix-vermittelte Assoziation zu einer hohen lokal&onzentration der amyloidogenen
Kernsequenzen fuhrt, was die Bildung yB#altblatt-reichen amyloiden Fibrillen ermdéglicht
und beschleunigt. Dariber hinaus zeigen einigeridté amyloidogene Proteine und Peptide
bereits in ihrem nativen Zustand eipehelikale Struktur. Die Anderung der Konformation
von der a-helikalen Struktur zug-Faltblattstruktur ist daher der entscheidende igcimn
Prozess der Aggregation zu amyloiden Fibrillen. Aigser Grundlage beruht die Strategie,
durch eine ausreichende Stabilisierung aldrelikalen Struktur durch geeignete Liganden die
Inhibierung dieses entscheidenden Schrittes zu glrohé&n und damit die gesamte amyloide
Aggregation zu inhibieren. Diese Strategie derbitlun hat mehrere Vorteile. Zum einen
verhindert die Stabilisierung einer nativerhelikalen Struktur aber moglicherweise auch die
Stabilisierung von helikalen Intermediaten, diedBilg potentiell toxischer Oligomere. Zum
anderen wird der proteolytische Abbau im Rahmen zhdkeigenen Degradationsprozess
erleichtert. Diese Strategie geht nicht von eimaylaidogenen Kernsequenz in gestrecl@er
Faltblatt-Konformation aus und setzt nicht am Pumdr Elongation des amyloiden
Polymerisationsprozesses an. Dadurch wird der au®érspektive der Inhibition schwierige
Polymerisationscharakter der amyloiden Aggregatiomgangen. Im Rahmen dieser Arbeit
wird das Potential dieser Inhibitionsstrategie amhaon Modellpeptiden u.a. nach dem von
Pagel et al beschriebenen Konzé¥f! untersucht. Dazu werden amyloid-bildende
Modellpeptide verwendet, die in ihrer Primarstrukeowohl Elemente einea-helikalen
Sekundarstruktur als auch Elemente \Bifraltblattstrukturen aufweisen und somit eine
ahnliche strukturelle Ambivalenz zeigen, wie sie amigen naturlichen amyloidogenen
Proteinen und Peptiden festgestellt werden kanehgsiAbschnitt5.1 Die Bedeutung
a-helikaler Intermediate Die helikalen Elemente in den amyloidogenen Mipégtiden
werden durch stabile helikale Peptide tGber spehniésNechselwirkungen angesprochen. Ziel
ist es entweder, den nativ helikalen Zustand ardgigéner Peptide zu stabilisieren oder nativ
ungefaltete Peptide in stabile helikale Oligomete iiberfihren. Dariiber hinaus soll die
proteolytische Stabilitat der verschiedenen Spaandsrsucht werden. Ferner soll ein tieferer
Einblick in die strukturelle Organisation der amgkn Fibrillen der Modellpeptide gewonnen

werden, was eine grundsatzliche Voraussetzung fér lchibition der Aggregation ist.
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9 Design der verwendeten Modellpeptide

9.1 Modellpeptide basierend auf dem  Coiled Coil -Faltungs-Motiv

Der Grol3teil der verwendeten Modellpeptide basiaftdemCoiled CoilFaltungs-Motiv und
wurde in vorangegangen Arbeiten in der Arbeitsgeuppn Prof. Koksch entwickelt. Die
Entwicklung des Designs ist ausfuhrlich in der Brsstion von Dr. Kevin Pagel
beschriebef?*® Ausgangspunkt bildet das Design eines ,ideal@tiled CoilPeptids
(VWO02). Nach dem im Kapitel.2.2 Coiled Coil-basierte Switch-Peptideschriebenen
Ansatz gelang es durch die Einfuhrung von Valirmestdie eine hohe Propensitat far
[Faltblattstrukturen besitzen, in den l6sungsmakpbniertenb, ¢, und f-Positionen eine
amyloidogene Peptidsequenz zu kreieren, die eimektstelle Anderung von einem

a-helikalen Coiled Coil zu SFaltblatt-reichen amyloiden Aggregaten durchla(diehe

VW02

- abocdefg - -

VW02 AbzLKSELEKLKSELEKLKSELEKLKSEL-OH

\ 4

- abocdefg - -

VW18 AbzLKVELEKLKSELVVLKSELEKLKSEL-OH

Abbildung 54: Helical Wheel Darstellung des Modellpeptids VW02 (,ideales" Coiled Coil) und
VW18 (amyloidogen).
Kapitel 10.3 Coiled Coil-basiertes Modellpeptid VW1Burch die Einfiihrung der Valinreste
wird zum einen die Tendenz zur BilduggFaltblatt-reicher amyloider Aggregate erhoht.
Zum anderen ergibt sich durch die Einfihrung vonlitvaam N-Terminus ein
charakteristisches alternierendes Muster von hydiben und hydrophilen Aminoséauren,
was die Tendenz zur Bildung eing#Faltblattstruktur erhoht. Auf3erdem ergibt die

Einfihrung von zwei Valinresten im Zentrum der Saguieine hydrophobe Domane mit den
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Leucinresten ira undd Position, &hnlich zu den amyloidogenen Kernsegerematurlicher
Peptide und Proteine, was als ein wesentlicherdradér Aggregationstendenz diskutiert
wurde®®!! Diese Peptidsequenz bildet die Grundlage fiir ejamze Reihe weiterer
vielseitiger amyloidogener Modellpeptide mit vergclenen Eigenschaften. Durch die
Modifizierung der Primarsequenz gelang e3piled Coilbasierter SwitchPeptide zu
entwickeln, welche die Untersuchung verschiedenstdéfinflussfaktoren des
Amyloidbildungsprozesses ermdglichen. Dazu gehdesrEinfluss des pH-Weh& 534 der
lonenstarke®!, der Phosphorylierufj®>*® und Glykosylierung*®! sowie Metall-lonefi**
49851 ynd NanopartikéP? als auch der Einfluss der hydrophob-hydrophilen
Oberflacher®**** Weitere Designspezifitaten sowie die ausfihrli€@erakterisierung der
einzelnen amyloidogenen Modellpeptide werden imejégen Kapitel10 Charakterisierung
der Modellpeptidebeschrieben bevor in Kapitel 11 auf die Inhibitider Bildung amyloider

Aggregate eingegangen wird.

9.2 Modellpeptide auf Basis einer amphipathischen H  elix

Eine ganze Reihe naturlicher amyloidogener Peptided Proteine weisen keine
Charakteristika eineCoiled CoilStruktur auf, sind aber trotzdem in der Lage, Kadd
Strukturen auf der Basis einer amphipathischenxHglibilden, wie z.B. das APeptid oder
IAPP (siehe Abschnitb.1 Die Bedeutungr-helikaler Intermediate Zudem wird in der
Dissertation von Dr. Kevin Pagel deutlich, dass B&sign Coiled CoilbasierteSwitch
Peptide empfindlich von der Position der hydropmobéalinreste, aber auch von der
Verteilung der polaren und geladenen Aminosaurdduadig ist. Damit ist das Design gerade
in Bezug auf die Einfihrung von natirlichen amytmgdnen Sequenzen sehr begrenzt. Im
Hinblick auf die Aufgabenstellung, d.h. die Inhibit der Bildung amyloider Aggregate durch
die Stabilisierung helikaler Strukturen, aber auapiriert durch die Arbeit von Arslaat
al.l*%! (siehe Abschnit6.3.3.2.7 Stabilisierung vo-Faltblatt-Strukturen im nicht amyloiden
Zustand, wurde die Auswahl an Modellpeptiden erweitertu@llage bildet die allgemeine
und im Vergleich zumCoiled Coil weniger durch die strikte Abfolge von polaren und
hydrophoben Aminoséauren begrenzte amphipathischie.H&as einzige Kriterium ist eine
hydrophobe und hydrophile Doméne entlang des Hehkaylinders.

Verschiedene Uberlegungen fiihrten zum Design eamephipathischen Helixa-AH. Es
weist eine im Vergleich zu einé€oiled Coil-Sequenz ausgedehntere hydrophobe Domane
auf, Uber die einzelne amphipathische Helices matailer agieren kdnne (Abbildung 550
Design von a-AH besteht die hydrophobe Domane aus Leucinrestééme hydrophobe

Aminosaure mit einer relativ hohen helikalen Pragin®*® Die hydrophile Domane weist
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die geladenen Aminosauren Glutamat und Lysin éwgntalls Aminoséduren mit einer hohen
helikalen Propensitat?® Dariiber hinaus befinden sich die entgegengesetizdenen
Aminosauren Lysin und Glutamat irundi+4 Position, so dass sie interhelikale Salzbrticken
ermoglichen, die ebenfalls die helikale Struktuabgdisieren. Die restlichen Positionen
werden durch die Aminosaure Alanin besetzt, weldie hochste helikale Propensitat
aufweist®” Im zentralen Teil der Primarstruktur befindet sioit dem Abschniti AAAL
eine hydrophobe Doméne, die Grundlage fir die Hinfiig amyloidogener Kernsequenzen
bildet. Im Vergleich zu derCoiled Coilbasierten Modellpeptiden wurde die Lange der
Primarstruktur auf 18 Aminosauren reduziert. Ahmliwie bei denCoiled Coitbasierten

amyloidogenen Modellpeptiden wird durch die Einfirfig von Aminosauren mit einer hohen

Abbildung 55: Helical wheel-Darstellung von a-AH (rechts) im Vergleich zum gleichlangen Coiled

Coil-Peptid VW01 (links) (hydrophobe Doméne = dunkelgrau; hydrophile Doméne = hellgrau).
Propensitat fur dig-Faltblatt Sekundarstruktur in der hydrophilen CGora die Tendenz zur
Bildung von amyloiden Aggregaten erhoht. Durch BiefUhrung der Aminosaure Valin an
Position 9 vona-AH konnte eine amyloidogene amphipathische Heheidet werden, die
vergleichbar zCoiled Coitbasierten amyloidogenen VW18 in Abhéngigkeit ven deit die
Struktur zugS-Faltblattreichen amyloide Fibrillen andert. Die&takterisierung der einzelnen
Modellpeptide wird im folgenden Kapitel (siehe Kimbi 10 Charakterisierung der
Modellpeptid¢ beschrieben bevor in Kapitel 11 auf die Inhibitder Bildung amyloider

Aggregate eingegangen wird.
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10 Charakterisierung der Modellpeptide

Zunachst werden Untersuchungen zur Charakterisjedlen Modellpeptide beschrieben bevor
in Kapitel 11 auf Untersuchungen zur Inhibition dBildung amyloider Aggregate

eingegangen wird.

10.1 Coiled Coil -basiertes Modellpeptid VW01

A C
25
o 204
IS}
o
n
o 154
[a]
<<
Q
< 10 —— AGADIR
5 (Helizitat)
Q
Z 5- TANGO
B |<_( (cross-p-Aggregation)
04
- - - abcdefg- - -
AbzLESKLKELESKLKELESKLKELESKL-OH D e L e s T e s kL

Abbildung 56: (A) Helical wheel — Darstellung und (B) Priméarstruktur vom Modellpeptid VW01 (C)
Ergebnis der Analyse der Primarsequenz von VW01 mit den Algorithmen TANGO und AGADIR bei
pH 7.4 und Raumtemperatur.

Zusatzlich zur ersten und zweiten Erkennungsdonsging im Modellpeptid VW01 die
Positionen b und ¢ mit den geladenen Aminosaurarta@lat und Lysin besetzt und so
angeordnet, dass sie eine zusatzliche Stabiliggerder a-helikalen Struktur durch

intramolekulare Wechselwirkung ermdéglichen. Die iBms f ist mit polaren Serinresten

80
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[©] (10° mdeg cm” dmol” residue™)

-40

>

190 2[‘)0 2;0 2&0 zéo 2;;0 B 190 2EI)0 21‘0 250 21‘30 2;10
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Abbildung 57: CD-Spektren von VW01, gemessen nach unterschiedlichen Inkubationszeiten (O -
168 h), unterschiedlichen pH-Werten (4,0; 7,4 und 9,0) und unterschiedlichen Konzentrationen
(200, 300 und 500 pM): pH 4,0: (A) 100 pM, (B) 300 pM (10 mM Azetat-Puffer, pH 4,0; 10 mM
Phosphat-Puffer, pH 7,4; 10 mM Carbonat-Puffer, pH 9,0)

103



Inhibition der Modellpeptide

80

—— 05h
En —— 24h
o 60 —~
3 48h |
3 — 72h | 3
= 404 ——168h 2
[ il
S 20 g
e 5
° £
G S
o b5
@ 3
< 20 5 -
=z =
=]
-40 g
C 190 260 21|0 zéo 250 2‘;0 D 190 Z(IJO 21.0 250 2:;0 250
80 - A(nm) 80 A (nm)
o 60 —— 05h | ) 60 —— 05h
3 3 —— 24h
3 8 w0 48 h
< < —— 72h
o o — 168 h
= 5 2
e “
o o
[o)) jo)) 0
(5] [}
© ©
K= k=)
hao T 20
) )
-40 4 -40
E 190 200 210 220 230 240 F 190 200 210 220 230 240
A (nm) A(nm)
80 -
—— 0.5h
o0 —— 24h
48 h
40 — 72h
—— 168 h

20

-20 4

[©] (10° deg cm® dmol™ residue™)
[©] (10° deg cm” dmol™ residue™)

-40 -

T T T T )
T T T r )
(3 190 200 210 220 230 240 H 190 200 210 220 230 240

% (nm) A (nm)
80
*-g 60 —— 05h
b — 24h
& ) ——— 48h
E — F2 ]
5 ) ——168h
13
o
b
kS 0
k)
g 20
-40 4
190 260 2;0 250 250 250

=
5
2

Abbildung 58: CD-Spektren von VW01, gemessen nach unterschiedlichen Inkubationszeiten (O -
168 h), unterschiedlichen pH-Werten (4,0; 7,4 und 9,0) und unterschiedlichen Konzentrationen (100,
300 und 500 uM): (C) 500 uM; pH 7.4: (D) 100 uM, (E) 300 puM, (F) 500 uM ;pH 9 (G) 100 uM, (H)
300 uM, (I) 500 uM (10 mM Azetat-Puffer, pH 4,0; 10 mM Phosphat-Puffer, pH 7,4; 10 mM
Carbonat-Puffer, pH 9,0)
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besetzt. Die Ausgabe von AGADIR (Helizitat) und TBN (cross-Aggregation) zeigt fur
die Sequenz von VWO1 eine starke Tendenz zur Hehk&onformation und keinerlei
Tendenz zur amyloiden Aggregation (Abbildung 56R-Spektren zeigen, dass VWO0L1 bei
Konzentrationen 100 bis 500 uM in einem pH-Bereioh 4,0 bis 9,0 unabhangig von der
Zeit eine stabilen-helikale Konformation einnimmt. Jedes Spektrumsiveivei Minima bei
208 und 222 nm auf, die charakteristisch #helikale Konformation sind (Abbildung 57,
58). Elektronenmikroskopische Studien zeigen eine gerifgndenz zur Bildung-helikaler
Aggregate bei hohen Konzentrationern>(800 pM), die jedoch nicht zu einem Anstieg der
Fluoreszenz im Thioflavin-Assay fuhren. In Kryo-TEMifnahmen lassen sich bei einer
Peptidkonzentration von 100 pM kleine Partikel raiher GroRe von 2,5 bis 3,0 nm
feststellen (Abbildung 59, a). Die Erh6hung demKentration auf 300 uM fihrt zur Bildung
vereinzelter fadenartiger Aggregate mit einem Dorebkser von 2,5 + 0.3 nm und einer

Abbildung 59: Kryo-TEM-Aufnahmen einer 1 mM VW01 Lésung in 10 mM Azetat-Puffer pH 4,0
zeigen (a) kleine Partikel von 2,5 bis 3 nm Gr6Re und (b) fadenartige Aggregate (mit weil3en
Pfeilen markiert) mit einem Durchmesser von 2,5 = 0.3 nm und einer Lange von 50-100 nm.

Lange von 50 bis 100 nm (Abbildung 59, b). Die Teamd zur Bildung von Aggregaten ist
pH-abhangig und erhéht sich mit steigenden pH-Wektronenmikroskopische Aufnahmen
von VW01 Proben mit 500uM bei pH 4,0, pH 7,4 ukti90 zeigen im Vergleich zur Probe
bei pH 4,0 ein deutlich groReres Ausmal® an Aggbiidaing neben immer noch sichtbaren
kleinen Partikeln (Abbildung 60). Es lassen sicbrdaete Biindel erkennen (Abbildung 60,
c). Die pH-Abhangigkeit macht deutlich, dass beir d&ggregation elektrostatische
Wechselwirkungen eine bedeutende Rolle spielersgéathend der CD-Spektren bleibt die
a-helikale Struktur wahrend des Aggregationsprozeseehalten. Der mit Hilfe der

Elektronenmikroskopie bestimmte Durchmesser vonnbist mit der Struktur voCoiled
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Abbildung 60: Elektronmikroskopische Studien einer 500 pM VWO01-L6sung 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 angefarbt mit PTA in 10 mM Carbonat-Puffer pH 9, Bildausschnitt zeigt Bildung eines
Biindels bei starker Vergrof3erung; (d) Kryo-TEM in 10 mM Carbonat-Puffer, pH 9,0.

Coil-Aggregaten vereinbar. Diese Aggregate lieRen micht kristallisieren, so dass sie nicht
entsprechend charakterisiert werden kénnen. Jedoghben Rodntgenbeugungsmessungen

mit 5.08 A eine Reflexion, die mit dem Abstand ztisn Helices im-helikalenCoiled Coit

Peptiden tibereinstimmt (Abbildung 128} Der Oligomerisierungsgrad lasst sich nicht klar
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Abbildung 61: (A) Verteilung der ermittelten molaren Masse von VW01 bei einer Geschwindigkeit
von 60000 rpm und einer Konzentration von 20 uM (gestrichelte Linie) und 300uM (solide Linie) in
10 mM Phosphat Puffer pH 7,4. Die Hauptkomponente entspricht mit einer molaren Masse My =
9923 + 485 (20 uM) g/mol einem VW01 Trimer. Fur die hohere Konzentration von 300 uM ist eine
zweite Komponente mit einer molaren Masse My, = 22985 + 811 g/mol feststellbar. (B) Verteilung
der ermittelten molaren Masse von VWO01 bei einer Geschwindigkeit von 60000 rpm und einer
Konzentration von 20 uM (gestrichelte Linie) und 150uM (solide Linie) in 10 mM Azetat Puffer pH
4,0. Die Hauptkomponente entspricht mit einer molaren Masse My = 9560 g/mol ebenfalls einem
VW01 Trimer.
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aufgrund des Designs vorhersagen. Er ist jedockvigintiger struktureller Parameter, so dass
eine experimentelle Bestimmung notwendig ist. Dalerde der Oligomerisierungsgrad
durch analytische Ultrazentrifugation (AUZ) bestimmDie Bestimmung Uuber die
Sedimentationsgeschwindigkeit ergab eine molareskld4, = 9923 g/mol fur eine VWO01-
Probe mit einer Konzentration von 20 uM und eindamMasse M = 9977 g/mol fir eine
VWO01-Probe mit einer Konzentration von 300 uM beieen pH-Wert von 7,4. Bei einer
theoretischen Masse flr ein einziges VWO01-Molekih WMwi,eo = 3190 g/mol entsprechen
beide experimentellen Werte der Masse eines VWWohers. Bei einer Konzentration von
300 uM ist eine zweite Komponente mit einer molakésisse My = 22985 + 811 g/mol
feststellbar. Hier spiegelt sich die bei den el@kénmikroskopischen Studien festgestellte
Tendenz zu hoheren Aggregaten wieder. Zuséatzlictdevder Oligomerisierungsgrad uber
das Sedimentationsgleichgewicht bei zwei verscimedeseschwindigkeiten, d.h. bei 25000
und 30000 rpm, und einem Konzentrationsbereich 206nbis 500 pM bestimmt. Die
Auswertung mit Hilfe des Programms WINNONLER! filhrte zu der molaren MassenM:
9706 g/mol bei 25000 rpm und\W= 9757 g/mol bei 30000 rpm. Auch hier entsprechen
beide experimentellen Werte der molaren Masse &Mé31 Trimers. Da VW01 zum grof3en
Teil auch in Experimenten bei einem pH-Wert von dijfigesetzt wurde, wurde ebenfalls flr
pH 4,0 der Oligomerisierungsgrad uber die Sedintemsgeschwindigkeit und das
Sedimentationsgleichgewicht bestimmt. Auch bei pB dntsprechen die experimentellen
Werte der molaren Masse eines VW01 Trimers (Abloitd@1, B; Tabelle , rechts).

Tabelle 4: Analyse des Sedimentationsgleichgewichts fir VWO01.

pH 7,4 pH 4,0
¢ (uM) My, (g/mol) M, (g/mol) ¢ (UM) My (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 VWO01-ran

Das Modellpeptid VWO01-ran dient als Kontrollpepadm Modellpeptid VWO01. Mit diesem
Peptid lasst sich tUberprifen, ob die Effekte, heggufen durch VW01, auf d&oiled Coit
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Abbildung 62: (A) Helical wheel-Darstellung (B) Primarstruktur vom Modellpeptid VWO01-ran (C)

Vergleichende Analyse der Primarsequenz von VW01 und VWO01-ran mit AGADIR (Helizitat) bei

pH 7.4 und Raumtemperatur.
Design und auf die Bildung vofoiled CoitOligomeren zurtickgefiihrt werden konnen.
Hierfir wurden die Aminosauren der Sequenz von VVE01zur Sequenz von VWO01-ran
angeordnet, dass keine charakteristischen Heptstehen und die Design-Prinzipien eines
Coiled CoilPeptids nicht erflllt werden (siehe Abschriti Modellpeptide basierend auf
dem Coiled Coil-Faltungs-Motjy Dieses Peptid weist daher keine hydrophobe bzw.
elektrostatische Wechselwirkungsdomane auf. Einergleiehende Analyse der
Primarsequenzen von VW01 und VWO01-ran mit dem Atgorus AGADIR zeigt deutlich
die Reduktion der Tendenz zur helikalen Konformaititurch die Veréanderung der Sequenz
von VW01 zu VWO1-ran (Abbildung 62, C). CD Spektegner VWO01-ran LOosung zeigen ein
Minimum bei 200 nm, was fir eine Uberwiegend unigetia Struktur spricht. Dartber hinaus
zeigen Kryo-TEM-Aufnahmen einer 500 pM-Probe klelartikel mit einer Gréf3e von 2,5
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—— 144 h

-20
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[©] (10° deg cm” dmol ™ residue™)
&
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35 T T T T
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Abbildung 63: (A) CD-Spektren von VW01, gemessen nach unterschiedlichen Inkubationszeiten

(0 — 144 h) (B) Die Kryo-TEM-Aufnahme einer 500 pM VWO01-Ldsung in 10 mM Phosphatpuffer pH
7,4 zeigt kleine Partikel von 2,5 bis 3 nm Gr63e und keine groReren Aggregate.
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bis 3,0 nm. Selbst bei einer derart hohen Konzgairdielen sich im Unterschied zu VW01
keinerlei Aggregate feststellen.

Um zu zeigen, dass VWO01-ran im Unterschied zu VWa@#,durch das Design beabsichtigt,
keinerlei Oligomere, wurde der Oligomerisierungsigrabenfalls mit analytischer
Ultrazentrifugation bestimmt. Die Bestimmung lbee dSedimentationsgeschwindigkeit
ergab eine molare Masse von,M 2940 g/mol bei pH 7.4 und einer Peptidkonzeiumaton
150 uM. Der Vergleich mit dem theoretischen Wenh \8190 g/mol lasst den Schluss zu,
dass unter diesen Bedingungen ausschlie3lich Moreordes Modellpeptids VWO01-ran
vorliegen. Zusatzlich wurde der Oligomerisierungsgr  Uber das
Sedimentationsgleichgewicht bei Rotor-Geschwindigke von 30000 und 50000 rpm
bestimmt. Die Auswertung mit dem MSTAR-Prograhtth ergab fiir 30000 rpm den Wert
von 3383 g/mol sowie fur 50000 rpm den Wert von3@8nol und entspricht ebenfalls dem
theoretischen Wert der molaren Masse von 3190 gfimoMonomere. Alle dargestellten
Ergebnisse unterstlitzen die Richtigkeit des Desigms VWO01-ran, ein Peptid, das als

random coilvorliegt und keinerlei Oligomere bildet.
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Abbildung 64: (A) Verteilung der ermittelten molaren Masse von VWO01-ran bei einer
Geschwindigkeit von 60000 rpm und einer Konzentration von 150 uM in 10 mM Phosphat Puffer
pH 7,4. Die ermittelte molare Masse My = 2940 g/mol entspricht einem Monomer. (B)
Konzentrationsabhéngigkeit der mit Hilfe von MSTAR (ber das Sedimentationsgleichgewicht
ermittelten molaren Massen von VWO1-ran bei 30000 rpm. Die Extrapolation in Richtung
unendlicher Verdiinnung fiihrt zu der molaren Masse von 3383 g/mol.

10.3 Coiled Coil -basiertes Modellpeptid VW18

Das Modellpeptid VW18 weist als wesentlichen Urdkisd zum VWO1 drei Valinreste I
c undf Position auf. Die Aminosaure Valin zeigt eine hdadenz flB-Faltblattstrukturen
und ermdglicht in diesen Positionen den konfornmatilen Ubergang von der-helikalen
Struktur zurBFaltblattstruktur und ferner die Aggregation zuyisiden Fibrillen®®! Die

Primarstruktur von VW18 weist mit den ElementeneeiHelix und Elementen einer
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Abbildung 65: (A) Helical wheel-Darstellung und (B) Primarstruktur vom Modellpeptid VW18. (C)
Ergebnis der Analyse der Primarsequenz von VW18 mit den Algorithmen TANGO und AGADIR bei
pH 7.4 und Raumtemperatur.

F-Faltblattstruktur zwei konkurrierende Sekundatguen auf. Dieses Designprinzip wird
durch die Algorithmen TANGO und AGADIR unterstiutBlie Ausgabe von TANGO zeigt
fur 12LVVLK3e deutlich das Vorhandensein einer amyloiden Kemseg, die mit der
amyloiden KernsequenzgKLVFF,, des AG-Peptids vergleichbar ist (Abbildung 65).
Aufgrund der Bedeutung der amyloiden Kernsequerz rablekulare Grundlage der
amyloiden Aggregation (siehe Abschnitt 2V®lekulare Grundlagen und interne Struktur
amyloider Fibrillen kann man annehmen, dass diese Sequenz ein vigsen#aktor im
Prozess der amyloiden Aggregation ist. Aber auehRkduzierung der helikalen Stabilitat
durch den Austausch polarer Aminosauren mit Vahm Vergleich zum VW01 muss
bertcksichtigt werden. Dartber hinaus fuhrt dieflfinung der Aminosaure Valin an dritter
Position zum SequenzmustdtKVELEgs am N-Terminus mit alternierenden polaren und
hydrophoben Aminosauren, das damit eine grofRe Terzes-Faltblattstrukturen besitzt. Da
die a-helikale Konformation an den Enden eir@oiled CoilStruktur zunehmend verloren
geht, bildet moglicherweise dies den Startpunkt zubbergang in die #
Faltblattkonformation. Die Ausgabe von AGADIR zeigtich eine Tendenz fir die-
helikalen Konformation in der Sequenz. Der ambinedeCharakter der Sequenz spiegelt sich
im Faltungsverhalten des VW18 in Losung wider.

Wie durch das Design beabsichtigt, fuhrt die Einfilg dreier Valinreste, der wesentliche
Unterschied zum VW01, zur BildungFaltblattreicher amyloider Aggregate. Zeitabhaegig
CD-Spektren zeigen deutlich einen Wechsel von @érelikalen Konformation mit zwei
Minima bei 208 und 222 nm zyf-Faltblatt-Konformation mit einem charakteristisnhe
Minimum bei 218 nm innerhalb von 24 h und bei einghysiologischen pH-Wert von 7,4
(Abbildung 66). Das Einnehmen de¢#Faltblatt-Konformation ist nur eine strukturelle

Eigenschaft amyloider Aggregate und allein nochn K¢achweis. VW18 zeigt aber dartber
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Abbildung 66: Zeitabhangige Anderung der Konformation. (A) Ubereinander gelegte CD-Spektren
des Modellpeptids VW18 bei verschiedenen Inkubiationszeiten. (B) Darstellung der Elliptizitat bei
218 nm in Abhangigkeit von der Zeit. (Peptidkonzentration = 100uM, in Phosphatpuffer = 10 mM,
0,1% (w/w) NaNs, pH 7,4).

hinaus den typischen zeitabhangigen Anstieg depréfzenzintensitat bei 485 nm im
Thioflavin T Fluoreszenz-Assay, der mit einer siggaben Kurve beschrieben werden kann
(Abbildung 67). Die Wachstumsphase beginnt nactadwh (lag time) und endet nach etwa
24 h mit dem Beginn der Plateau-Phase. Die Zeizbm Beginn des Wachstums lasst sich
durch die Gegenwart von praparierten gealtertenrilleib (5% (v/v)), die als
Nukleationskeime dienen, eliminieren. Dieses ksukte Verhalten lasst sich auf einen
nukleationsabhéngigen Prozess schliel3en, der dlsetyipisch fur die Bildung amyloider
Fibrillen ist (siehe Kapitel Kinetik der Bildung amyloider Fibrillen Die vorangegangenen
beschriebenen Ergebnisse werden unterstitzt duetfranenmikroskopische Aufnahmen.
Sie zeigen einen Ausschnitt von helikal verdrelaeryloiden Fibrillen von mehreren hundert
Nanometern Lange und ca. 10 Nanometern Breite. tZligd wurden

Rontgenbeugungsstudien an  ausgerichteten  Fibrilleles VW18  durchgefiihrt
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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 Intensitaten bei 485 nm der Aggregation von VW18 allein (graue
Kreise) und in Gegenwart von Nukleationskeimen (schwarze Kreise) (Peptidkonzentration =
100uM, in Phosphatpuffer = 10 mM, 0,1% (w/w) NaNs, pH 7,4).
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Abbildung 68: (a) TEM-Aufnahme von VW18 im amyloiden Zustand, angefarbt mit PTA nach 2
Tagen Inkubationszeit (b) Kryo-TEM-Aufnahme von VW18 im amyloiden Zustand
(Peptidkonzentration = 100uM, in Phosphatpuffer = 10 mM, 0,1% (w/w) NaNs, pH 7,4). an

(WAXS), die das Vorhandensein der charakteristiscieeoss-Struktur zeigten. Das
Beugungsmuster besteht aus einer scharfen Reflédoa.7 A senkrecht zur Fibrillenachse,
die dem Abstand der Wasserstoffbrickenbindung irBdealtblatt-Konformation zugewiesen
werden kann, und eine diffusere Reflexion bei €aAldie auf die Packung der Seiteketten
zwischen deng-Faltblattstrukturen zurickgefuhrt werden kann. ABdisis ausgedehnter
Studien verschiedener Prolin- und Glycinvariatiodes Modellpeptids VW18 mit Hilfe von
CD-Spektroskopie, ThT- Fluoreszenz und Elektronénoskopie wurde ein Strukturmodell
der amyloiden Fibrillen des Modellpeptids VW18 vesghlagen und veroffentlichE” Die
interne Struktur eines Protofilaments der amyloi&érillen des Modellpeptids VW18 ist in

ca.4 A 900
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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 A
und eine diffusere Reflexion bei ca. 10 A, charakteristisch fiir die cross-SStruktur amyloider
Fibrillen. (B) 1D Darstellung des WAXS Beugungsmusters.
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Abbildung 70: Vorgeschlagene interne Struktur eines Protofilaments der amyloiden Fibrillen des
Modellpeptids VW18. (A) Darstellung dreier einzelner, Ubereinander gelagerter Peptidstrange
entlang der senkrechten Fibrillenachse. Regionen in gestreckter S-Faltblatt-Konformation sind blau
und gebogene Regionen sind rot dargestellt. Intermolekulare Wasserstoffbriickenbindungen sind
durch gepunktete Linien dargestellt (¢<¢). (B) Die Querschnittdarstellung zeigt intramolekulare
hydrophobe Wechselwirkungen mit den entsprechenden Aminoséauren, die als Teil des amyloiden
Kerns angenommen werden. (verandert nach Lit. 3871 2011 © American Chemical Society)

Abbildung 70 dargestelltZusammenfassend lasst sich sagen, dass CD-Spealgiesk
Thioflavin T-Bindungsstudien, elektronenmikroskabie Studien sowie
Rontgenbeugungsuntersuchungen zeigen, dass VW1&Hysiologischem pH amyloide
Fibrillen bildet, die alle wesentlichen struktuegll Eigenschaften mit amyloiden Fibrillen
naturlicher Proteine und Peptide teilen. Darlibeatis spiegelt sich die Idee des Design eines
Modellpeptids wieder, dass konkurrierende Sekumditsirelemente enthalt und zu einer
ahnlichen a/Diskordanz fuhrt, wie es fur einige natirliche aonyogene Proteine und
Peptide beschrieben wurde (siehe Abschhilt Die Bedeutungr-helikaler Intermediate
Dieses Modellpeptid stellt somit ein passendes Anggobjekt fur die Inhibitionsstudien dar
und ermdglicht Untersuchungen zur Inhibitionsstyeteder Stabilisierung deg-helikalen

Konformation.
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10.4 Coiled Coil -basiertes Modellpeptid VW19

Das Modellpeptid VW19 baut auf dem Design von VWALE. Im Unterschied zu VW18
weist VW19 eine pH-Sensitivitat beziglich der Einmee einer spezifischen Sekundarstruktur
auf. Zur Schaffung dieser pH-Sensitivitdt wurderidi geladene Lysinreste im und f
Positionen platziert. Es ergibt sich auf diese Wease gro3e geladene Domane Uber die

Positionerb, e undf. VW19 weist in Abhangigkeit vom pH-Wert verschiadeKonformation
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Abbildung 71: (A) Helical wheel-Darstellung, graue Unterlegung entspricht der gleich-geladenen
Lysin-Doméane, und (B) Primarstruktur vom Modellpeptid VW19 (C) Ergebnis der Analyse der
Primarsequenz von VW19 mit den Algorithmen TANGO und AGADIR bei pH 7.4 und
Raumtemperatur.

und morphologisch verschiedene fibrillare Aggregaig®'® 3% >*4IBej einem pH-Wert von
4,0 sind die Glutamatreste (P(COOH) ~ 4,3) nahezu vollstdndig protoniert und
elektrostatische AbstoRung ist fast vollstandighaliert. Die Lysinreste (pKtNH3") ~10,5)
in Positionen b, e und f sind jedoch positiv geladind stol3en sich ab, wodurch die helikale
Konformation destabilisiert wird. Die Analyse dairRarstruktur mit TANGO und AGADIR
zeigt fur1,LVVLKSEL19 eine zur amyloiden Aggregation fahige Kernsequamd nur eine
geringe Tendenz zur Einnahme der helikalen Konftionabei neutralem pH-Wert
(Abbildung 71, C).
Das Modellpeptid VW19 wurde bereits mit Hilfe derDCSpektroskopie und der
Elektronenmikroskopie charakterisiert, jedoch lisi8h einge Eigenschaften nicht mehr
reproduzieren. Dazu gehort z.B. die Konzentratibh&agigekeit, so dass eine erneute
Charakterisierung notwendig war. Die CD-Spektrem fias Modellpeptid bei einer
Konzentration 100 uM zeigen direkt nach der LésimgAzetat-Puffer mit einem pH-Wert
von 4,0 ein Minimum um 200 nm, was einer Uberwiggangefalteten Struktur entspricht.
Die elektrostatische Abstof3ung der Lysinrestd,ire undf Position fuhrt, wie durch das
Design beabsichtigt, zur Destabilisierung der ladéik Konformation. Innerhalb von 48 h
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Abbildung 72: CD-Spektren vom Modellpeptid VW19 in 10 mM Azetat-Puffer pH 4,0 und Peptid-
Konzentrationen von (A) 100 uM, (B) 300 uM und (C) 500 puM.

findet eine konformationelle Anderung in Richtuniges B-Faltblattstruktur statt, angezeigt
durch die Reduzierung des Minimums bei 200 nm uedetitwicklung eines Minimums bei
218 nm. Doch im Unterschied zu vorangegangenenaRteisierungeft® 532 5*geschieht
dies bereits bei einer Konzentration von 100uM. lg#ieren Konzentrationen ab 300 uM ist
die Ausgangskonformation-helikal und der Ubergang zy#Faltblattstruktur bendtigt mit
mehr als 140 h deutlich mehr Zeit als zuvor bestiem. Diea-helikale Struktur scheint dem
VW19 Stabilitat gegeniiber einer konformationellenddrung zurf-Faltblattstruktur zu
verleihen. Elektronenmikroskopische Aufnahmen zaeigach 48 h typische unverzweigte
amyloide Fibrillen mit einer Morphologie &hnlich zerdrillten Bandern (Abbildung 73).
Zusatzlich wurden ebenfalls Rontgenbeugungsstutliechgefihrt, welche die fir Amyloide
charakteristischeross£#Struktur bestatigten. Das Beugungsmuster besteshdi@u typischen
Reflexionen bei 4.7 A senkrecht zur Fibrillenachsdie dem Abstand der
Wasserstoffbriickenbindung zwischen déifraltblattstrukturen entspricht und eine diffuse
Reflexion bei 10 A, die dem Abstand horizontalerdh&elwirkungen iber die Seitenketten
entspricht (Abbildung 73).
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w 4.7%

Abbildung 73: (links) Kryo-TEM-Aufnahme einer 500 uM-Probe von VW19 in 10 mM Azetat-Puffer
pH 4,0. (Mitte) TEM-Aufnahme einer 100 pM-Probe von VW19 in 10 mM Azetat-Puffer pH 4,0.
(rechts) 2D Réntgenbeugungsmuster gerichteter VW19-Fibrillen mit einen scharfen Reflexion bei
4,7 A und einer diffusen Reflexion bei 10 A.

Trotz amyloider Struktur zeigt VW19 keine fir Amide typische Erhdhung der Thioflavin
T Fluoreszenz wahrend des Prozesses der Aggregdties lasst sich auf die hohe positive
Nettoladung des Modellpeptids bei pH 4,0 zurickéiihrBei pH 4,0 sind alle Lysinreste
positiv geladen und Glutamatreste nahezu vollstamiotoniert und damit ungeladen.
Aufgrund elektrostatischer Abstol3ung kann das elbdenpositiv geladene Thioflavin T-
Molekul nicht an amyloide Aggregate des VW19 bindés bestand die Moglichkeit, wie in
zuvor berichteten Protokoll€f, das Modellpeptid bei pH 4,0 zu inkubieren und géh
Wert fur die Thioflavin T Fluoreszenz-Messung aif Zu erhdhen, jedoch ist dies fur Inhibi-
tionsstudien von Nachteil, da die Interaktion z\west denCoiled CoilPeptiden auch durch
elektrostatische Wechselwirkung vermittelt wird. rWerwenden den ungeladenen NIAD-4

Fluoreszenz-Farbstoff, der zuvor auf Eignung fi@ dielsetzungen der Experimente getestet
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Abbildung 74: (A) NIAD-4 Fluoreszenz-Spektren der Aggregation an VW19 aufgenommen nach
unterschiedlichen Inkubationszeiten. (B) Darstellung der maximalen Fluoreszenzintensitaten in
Abhéngigkeit von der Zeit von der Aggregation von VW19 in der Gegenwart von Thioflavin T und
NIAD-4 (Peptidkonzentration = 200uM, in 10 mM Azetat-Puffer, 0,1% (w/w) NaNs, pH 4,0, 10 uM
ThT, 10 uM NIAD).
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wurde (siehe Kapitel4.2.6.2 NIAD-4, 10.7 NIAD-4 Fluoreszenz bei hédéikaFasern und
amyloiden Fibrilled.®*® NIAD-4 zeigt eine Erhohung der Fluoreszenz bei $85 nm
wéhrend des Aggregationsprozesses. Im Gegensdtziailavin T lasst sich mit NIAD-4 der
Aggregationsprozess von VW19 bei einem pH-Wert #folgen (Abbildung 74). Das
Modellpeptid VW19 bildet dartber hinaus bei eineonKentration von 500 puM und
neutralem pH-Wertr-helikale Faserff*?! CD-Spektren zeigen zwei Minima bei 208 und 224
nm, gleichbedeutend fua-helikale Konformation. Darlber zeigt sich einetalehangige
Abnahme des Minimums bei 208 nm, relativ zum zweildinimum bei gleichzeitiger
Verschiebung des zweiten Minimums nach gréReredéMéhgen. Dies wurde schon héufig
beobachtet und lasst sich auf chirale Streuung wasgemlehnten Fasern zuruckfiihren
(Abbildung 75)*° Kryo-TEM-Aufnahmen zeigen gleichférmige lange Rasenit einem
Durchmesser von circa 2,5 nm.

[©] (10° deg cm® dmol" residue™)
(3]

-30 T T T T
A 190 200 210 220 230

A (nm)

Abbildung 75: (A) CD-Spektren nach unterschiedlichen Inkubationszeiten (0-120 h) und (B) Kryo-
TEM-Aufnahme von VW19 (Peptidkonzentration = 500uM, in 10 mM Phosphat-Puffer, 0,1% (w/w)
NaN3z, pH 7,4).

10.5 Coiled Coil- basiertes Modellpeptid RRO1

Das Modellpeptid RRO1 stellt das Gegenstiick zum élipeptid VW19 daf?*® 534 58l zyr
Schaffung einer pH-Sensitivitat wurden gleich gelz® Glutamatreste in den Positioreerf
undg platziert (Abbildung 76, grau unterlegt). Bei nalgm pH-Wert sind alle Glutamatreste
(pKy(COOH) = 4,3) negativ und alle Lysinreste (pKkHs" ~ 10.5) positiv geladen. Die
elektrostatische AbstofRung fuihrt zur Destabilisigruder a-helikalen Konformation. Die
Analyse der Primarstruktur mit TANGO und AGADIR geifur 1,LVVLKS;; eine zur
amyloiden Aggregation fahige Kernsequenz und noe geringe Tendenz zur Bildung der
helikalen Konformation bei neutralem pH-Wert (Aldling 76, C). Im Vergleich zu VW18
und VW19 ist der TANGO-Wert fur die Aggregation dalh geringer, was fir einer
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Abbildung 76: (A) Helical wheel-Darstellung, graue Unterlegung entspricht der gleich-geladenen
Lysin-Doméane, und (B) Primarstruktur vom Modellpeptid VW19 (C) Ergebnis der Analyse der
Primarsequenz von RRO1 mit den Algorithmen TANGO und AGADIR bei pH 7.4 und
Raumtemperatur.

geringere Aggregationstendenz unter diesen Bedg@urspricht. Die CD-Spektren fir das
Modellpeptid RRO1 zeigen direkt nach der LosungRhosphat-Puffer mit einem pH-Wert
von 7,4 einem Minimum um 200 nm, was einer Uberamebungefalteten Struktur entspricht.
Innerhalb von 24 h findet eine konformationelle Anehg in Richtung einer
Faltblattstruktur statt, zu erkennen an der Redunge des Minimums bei 200 nm und der
Entwicklung eines Minimums bei 218 nm (Abbildung, 7X). Fur die konformationelle
Anderung ist jedoch mit ca. 170 pM eine vergleichi@he kritische Konzentration
notwendig. Eine Probe mit einer Peptidkonzentratiomter 170 pM bleibt ungefaltet
(Abbildung 77, B). In diesem Umstand spiegelt sig mit Hilfe von TANGO vorhergesagte
geringe Aggregationstendenz der Primarsequenz widdie konformationelle Anderung
wird vom charakteristischen zeitabhangigen Ansté®y ThT-Fluoreszenz bei 485 nm
begleitet. Die Wachstumsphase beginnt nach etwglaghtime und endet nach etwa 24 h

N
o
)

15

[S
1
w
S

1

5
1

[©] (10° deg cm” dmol™ residue™)
3 (9]
1 1
N
(10° mdeg cm” dmol™ residue™)
o 6
] 1

[©)
)
S

1

N
o
1

o
!

P )

\f’

T T T T 1
200 210 220 230 240
A (nm) A (nm)

=)
1

o
1

N
o
1

>
(o9)

T T T
200 210 220 230 240

©
=]

Abbildung 77: CD-Spektren vom Modellpeptid RRO1 mit Peptid-Konzentrationen von (A) 200 uM,
(B) 50 uM. (10 mM Phosphat-Puffer, 0,1% (w/w) NaNs, pH 7,4).
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Abbildung 78: (A) ThT Fluoreszenz-Spektren der Aggregation on RRO1, aufgenommen nach
unterschiedlichen Inkubationszeiten. (B) Darstellung der Fluoreszenzintensitaten bei 485 nm in
Abhéngigkeit von der Zeit der Aggregation von RRO01 mit und ohne Nukleationskeim
(Peptidkonzentration = 200uM, in 10 mM Phosphat-Puffer, 0,1% (w/w) NaNs, pH 7,4, 10 uM ThT).

mit dem Beginn der Plateau-Phase. Der kinetisch#aMespricht auch in diesem Fall fur
einen nukleationsabhéngigen Mechanismus der Agtioega Die Zugabe von

Nukleationskeimen in Form von fragmentierten getdte Fibrillen (5% (v/v) fuhrt zum

sofortigen Wachstum der Fibrillen. Elektronenmilkagische Aufnahmen zeigen nach 24 h
typische unverzweigte amyloide Fibrillen (Abbilduig). Es lassen sich gleichzeitig helikal
gewundene breite Bander sowie rohren- und trichienige Aggregate nachweisen. Eine
detaillierte strukturelle Charakterisierung mit fdil von R&6ntgenbeugungsstudien und
Aufnahmen mit dem Rasterkraftmikroskop wurden dgettihrt und sind Teil einer noch
unverdffentlichten PublikatioR®? In dieser Arbeit konnte ebenfalls die charaktisiste

crossAStruktur mit den typischen Reflexionen bei 4.7 ddweiner diffusen Reflexion bei 10

A nachgewiesen werden. Dariiber hinaus konnte efieréir Blick in die Protofilament-

Abbildung 79: (A) TEM-Aufnahme und (B) Kryo-TEM-Aufnahme einer 200 uM-Probe von RR0O1
(Peptidkonzentration = 200uM, in 10 mM Phosphat-Puffer, 0,1% (w/w) NaN3, pH 7,4).
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Abbildung 80: (A) CD-Spektren nach unterschiedlichen Inkubationszeiten (0-120 h) und (B) Kryo-
TEM-Aufnahme von RRO1 (Peptidkonzentration = 500uM, in 10 mM Azetat-Puffer, 0,1% (w/w)
NaNs, pH 4,0).

Struktur gewonnen werdenl1@.5.1 Aufklarung der supramolekularen Struktur des
Modellpeptids RRO1

CD-Spektren des Modellpeptids RRO1 bei einem pHtWen 4,0 zeigen eine-helikale
Konformation mit zwei Minima bei 208 und 222 nm, ved das Minimum bei 208 nm mit
langeren Inkubationszeiten in Relation zum zwek&nimum bei 222 nm abnimmt. Dies
lasst sich auf Streuungseffekte ahelikale Aggregate zuriickfithren (Abbildung 80, '®}!
Kryo-TEM-Aufnahmen einer 500 uM zeigen fibrillareggregate mit einem konstanten
Durchmesser von ca. 2,5 bis 3 nm (Abbildung 80, Bmit zeigt das Modellpeptid RRO1
mit einer zum Modellpeptid VW19 gegensatzlichemfanstruktur auch ein entgegensetztes
Faltungsverhalten mit der Bildung amyloider Filenilbei pH 7,4 undr-helikalen Fibrillen
bei pH 4,0.

10.5.1 Aufklarung der supramolekularen Struktur des Modellpeptids
RRO1

Die ersten Ergebnisse zur Aufklarung der Strukturcd Dr. Hans v. Berlepsch vom
Forschungszentrum Elektronenmikroskopie der FUiBdruhen auf der Charakterisierung
der Morphologie durch elektronenmikroskopische Mddn und fiihrten bisher nicht zu
einem molekularen Modell. Der molekulare Aufbau rkgedoch einen tieferen Einblick in
den Prozess der Strukturbildung des Modellpeptidscalie3lich der zu Grunde liegenden
Wechselwirkungen geben, was moglicherweise auclsagen Uber den Aggregationsprozess
von natirlichen amyloidogenen Proteinen und Peptetendglicht. Dartber hinaus bildet die
strukturelle Charakterisierung die Grundlage fue dentwicklung von Strategien zur
Inhibition der Aggregation.
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Die elektronenmikroskopischen Studien zeigten fias dModellpeptid RRO1 diverse
polymorphe amyloide Strukturen, wie z.B. Bander,hiRd und Trichter. Die gereiften
Fibrillen sind aul3erordentlich grof3 und hoch geetdDie Breite der Bander und der
Durchmesser der Réhren kénnen mehrere hundert Adeet. Die einzelnen Protofilamente
sind sehr einfach zu detektieren, so dass diesegelfeptid fur ausflhrliche strukturelle
Untersuchungen ausgewdahlt wurde. Die hochgeordnSteuktur &aufRert sich in
elektronenmikroskopischen Studien in einer hohemtkastscharfe, was auf ausgepragte
elektrostatische Wechselwirkungen zuruckgefuhrtdeerkann. Die pH-Abhangigkeit der
Fibrillenbildung deutet ebenfalls auf eine hohe &d&dng elektrostatischer Wechselwirkung
hin. Man kann somit schlussfolgern, dass die ebskaitische Anziehung bzw. AbstoRung der
zahlreichen geladenen Seitenketten der Aminosd@hetamat und Lysin bei neutralem pH-
Wert keine unspezifische Aggregation erlauben, sondie Bildung der amyloidetross 3
Struktur zu einer wenig variablen Packung der ardgigenen Sequenzen dirigieren. Auf der
Grundlage der elektronenmikroskopischen Untersugduriiel3 sich eine Elementarfibrille
identifizieren, die wahrscheinlich das Grundelemeder beobachteten diversen
Uberstrukturen, wie Bander, Réhren und Trichteldetf>>® Durch Fourier- Transformation

einer Kryo-TEM Aufnahme lasst sich die Feinstruktder Fibrille charakterisieren

grey values
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Abbildung 81: Kryo-TEM Aufnahme eines réhrenférmigen Aggregates von RRO1 b) Aus der
Fouriertransformation des Bildes ergibt sich fur den primitiven Streifenabstand ein typischer
Wert von 36A. c) Das gemittelte Bild (Klassensumme) der Réhre zeigt, dass die Streifung mit
einer Periode von ~ 70A alterniert. d) Aus dem gemittelten Bild (c) errechnetes Dichteprofil der
Rohre (aus Lit.*>%)
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(Abbildung 81)%°*% was einen periodischen Abstand von 36 A ergab.Eiechnung eines
Dichteprofils auf Basis der Mittlung vieler Kryo-ME Einzelbilder fuhrt jedoch zu dem
doppelten Abstand von 70 A (Bild). Die vorliegenden Daten wurden so iptetiert, dass
die Elementarfibrille eine Breite von 70 A besitzt. Dariiber hinaus lieR sich die Dicke de
Elementarfibrile von ca. 36 A mit Kryo-TEM und 23 mit TEM ebenfalls
elektronenmikroskopisch bestimmet! Der Unterschied zwischen Kryo-TEM und TEM
lasst sich auf die Anwesenheit von Wasser im Fafl iryo-TEM und entsprechend einem
Eintrocknungseffekt bei der TEM-Praparation zuriitkén.

Zusatzlich zur Charakterisierung mit Hilfe von TEMINd Kryo-TEM wurden
Rontgenbeugungsexperimente und Untersuchungen na@tn dRasterkraftmikroskop
durchgefiihrt, welche die Dimension der Abhangigkein Wasser bestatigen konnt&tf
Die Rontgenbeugungsexperimente zeigten daribeu$ide typischen Reflexe derossf
Struktur amyloider Aggregate bei 4,7 A und ca. 168°A

Der Abstand von Aminosaure zu Aminoséaure in dertrgekten fFaltblatt-Konformation
betragt ca. 3,4 A. Bei der Breite der Elementaifdovon ca. 70 A entspricht dies einer
Lange von 20 Aminosauren. Die Primarstruktur vonORResteht aber 26 Aminosauren
zuziglich  der UV-aktiven Gruppe Abz. Die Dimensiopne die sich aus
elektronenmikroskopischen Studien ergeben, spreoluodn fir eine Zusammenlagerung der
amyloidogenen Sequenzen in gestreckter Form, sondker der dem APeptid nicht
unahnlichensFaltblatt{urn-S3-Faltblatt-Struktur. Uberlegungen auf Basis derhamdenen
Daten fuhrten zu einem vorlaufigen Packungsmodizs eine Interaktion zwischen zwei
Molekiilen RRO1 in einef-Faltblattioop-4-Faltblatt-Struktur vorsieht (Abbildung 85¥!

In dieser Modellvorstellung befinden sich im inner&ern der Fibrille tUberwiegend
hydrophobe Aminosauren. Jedoch gibt es auch siektdjegeniberliegende entgegengesetzt
geladene Glutamat- und Lysinseitenketten, die mbghweise lber elektrostatische
Wechselwirkungen mit einander interagieren. FurEfigtellung eines Modells auf atomarer
Ebene sind ausfuhrliche Festphasen-NMR-Studien eradig. Die chemische Verschiebung
ist dabei von der Primarstruktur, von der raumlichénordnung, d.h. von der
Sekundarstruktur, als auch von der Umgebung, in sleh die Aminosdure befindet,
abhangig. Die Primarstruktur von RRO1 weist siclederholende Sequenzen von den
Position 4 bis 12 und 18 bis 26 auf, die moglicrese zur Uberlappung der chemischen
Verschiebung fihrt, was die spezifische Bestimmudieg einzelnen Aminosauren in der
Primarstruktur erschwert. Daher wurden vier RROftidle mit *C und N uniform

markierten ~ Aminosauren an unterschiedlichen Po®tio synthetisiert. Den
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Abbildung 82: (oben) Vorlaufiges Packungsmodell einer Elementarfibrille des Peptids RRO1
(Blickrichtung langs der Wasserstoffbriickenbindungen in Richtung der Fibrillenlangsachse,
Dimensionen in Klammern entsprechen dem Zustand in Gegenwart von Wasser). Unterschiedliche
Labeling-Strategie im vorlaufigen Packungsmodell einer Elementarfibrille des Peptids RRO1. Fir
die markierten Positionen wurden C**und N*® uniform markierte Aminosauren verwendet.
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Ausgangspunktpunkt der Fragestellung der unterdtibiieen Labeling Strategien, bildete das
zuvor beschriebene Modell. Die ersten drei selektarkierten Variationen von RRO1
(RRO1-V5L15V14 RRO1-V5L5V 13 RRO1-L1V3li9K23) sind in Abbildung 82 dargestellt. Es
wurden nur wenige Position mit markierten Aminog#uwversehen. Die Positionen wurden so
gewahlt, dass sich die Umgebung fir jede markiédmeinosaure unterscheidet und es
aufgrund der raumlichen Nahe der markierten Amincs@ nach dem zugrundeliegenden
Modell zu Kopplungen zwischen den Aminosauren kommt

Nach der erfolgreichen Synthese der Peptide wudierfibrillen durch Modifizierung des
pH-Werts prapariert (siehb4.2.4 Probenpraparatign Die ausfuhrlichen Festphasen-NMR-
Studien wurden von Frau Prof. Monica de Santost&gdinstituto de Bioquimica Médica,
UFRJ) in einer Kooperation mit der Arbeitsgruppen werof. Hartmut Oschkinat (Leibniz-
Institut fir Molekulare Pharmakologie, FMP) durchiget und in einem vorlaufigen Bericht
zusammengefasst.

Die Abbildung 83 zeigt eine PDSIPioton Driving Spin Diffusion ExperimgnBpektrum
von RRO1-\4L15V14. Im Spektrum werden zunachst einmal gut aufgelBsteks was fur eine
hochgeordnete Struktur spricht. Interessanterwksissen sich 5 Spin-Systeme feststellen,
obwohl es nur drei markierte Aminosauren in dem@rstruktur gibt. Im Bild sind die
zusatzlichen Spin-Systeme mii¥ and Lis* bezeichnet worden. Mdglicherweise sind diese
Aminosauren in zwei verschiedenen Umgebungen eettgb Eine Erklarung kann in dem
Vorhandensein von polymorphen Strukturen lieger kiaufig bei der Praparation von
amyloiden Fibrillen auftreten. ¥ und V5 zeigen eine ahnliche chemische Verschiebung, so
dass eine Interaktion zwischen ¥hd L5 bzw. Vi4 und L5 nicht unterschieden werden kann.
Mit dem Peptid RRO1-M.;5V14 gelang es nicht Information Uber die intermolekera
Wechselwirkungen zwischen dé¢hFaltblattstrukturen zu gewinnen. dem zugrundehege
Modell sollte das Peptid RRO13Ms5V13 eine Verbindung zwischenslLund Vi3 zeigen.
Dartber hinaus wurde die Positiof, Lebenfalls markiert, um eine Unterscheidung zwasch
V3 und Vi4 zu ermdglichen. Man konnte alle markierten Aminwséa identifizieren, jedoch
lie3 sich keine intermolekulare Kontakte feststelle

Die Eigenschaft amyloider Aggregate polymorphe I8tmen zu bilden, macht eine Form der
Kontrolle der Reproduzierbarkeit der Fibrillenstiwkvon RRO1 notwendig. Die markierte
Aminosaure ¥ ist die gemeinsame Komponente aller markierten Maséuren, was einen
Vergleich der chemischen Verschiebung ermdglictdas Belektiv markierte Peptid RRO1-
L,V3L19Ko3 sollte Aufschluss lber die vorgeschlagene Dimeuniy des zugrundeliegenden
Modells geben (Abbildung 84). Nach dem Modell so#in Kontakt zwischen;lund Ky3 der
Interaktionsflache zwischen zwei RRO1 Molekilenhthar sein, was sich jedoch nicht
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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.®*%!
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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.*%!
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nachweisen lie3. Dieses Ergebnis spricht gegenirda@sbbildung 82 dargestellte Modell.
Dagegen liel3 sich eine schwache Verbindung zwissheond K3, d.h. zwischen YCa-
K23Cy, V3Cy-K23Ce and \BCy-K23Cy, nachweisen. Es liel3 bisher noch nicht unterseneidb
diese Verbindung zwischensund Ky3 inter- oder intramolekular ist.

Zusatzlich wurden Pulssequenzen angewendet, dee @merscheidung zwischen flexiblen
und starren Segmenten der Fibrillen ermdglichent Miife der Cross-Polarisation(CP

Tansfer) lassen sich starre Sequenzen detektieréremn umgekehrtes INEPT-Experiment

(Insensitive
Inverted INEPT
Direct excitation
2 CPMAS
180 160 140 120 100 80 60 40 20
C Chemical Shift (ppm)

Abbildung 85 : Verschiedene Ansatze zur Analyse der Mobilitat der amyloiden Fibrillen von RR0O1-
V3V4l s (0ben Jumgekehrtes INEPT-Experiment (Insensitive Nuclei Enhancement by Polarisation)
(mitte) Direkte Anregung (unten) CP-Experiment kombiniert mit magic angle spinning (MAS).

Nuclei Enhancement by Polarisatjokann Aufschluss tber flexible Regionen geben. Das
CP-Experiment mitmagic angle spinningMAS) zeigte eine Verteilung gut aufgeltster
Peaks Das 1D-13C-INEPT von RRO013Vi4is zeigt dagegen keinePeaks Die
entsprechenden Spektren der anderen RRO1 Variatinegten vergleichbare Ergebnisse.
Dies spricht gegen grol3ere flexible Regionen deyla@aen Fibrillen und fur eine generell
starre Struktur von RRO1 Fibrillen. Diese Ergebaidsuten auf eine nahezu Uber die gesamte
Sequenz ausgedehnte amyloide Kernstruktur.

Fiir die bis hierhin betrachtetéfC und**N markierten Variationen deuten die Werte fiir die
chemische Verschiebung tberwiegend auf ¢htealtblatt-Struktur, denn innerhalb eingr
Faltblattstruktur zeigt sich fur das Carbonyl-C-Ataind fur das ¢Atom eine chemische
Verschiebung von 1-3 ppm in Hochfeldrichtung vord uiiir das G -Atom 1-3 ppm in
Tieffeldrichtung (Abbildung 865 Die Analyse der Torsionswinkel, mit Hilfe der TAISO
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Software deutet auf eine ausgedehfmtealtblattstruktur von Kbis Eg. Die Lange dei

Faltblattstruktur ist bisher durch die fehlende tBesiung der einzelnen Aminoséauren am C-

Terminus begrenzt und ist womdglich noch langer.séfzlich zu den mit Hilfe

150

100
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kalkulierter Winkel

-100

-150

Abbildung 86:
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Sequenzabhéangige Ausgabe der TALOS-Software bezlglich der Torsionswinkel ¢

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

Abbildung 87: Sequenzabhangige Darstellung der chemischen Verschiebung (negativ = Tieffeld,
positiv = Hochfeld).
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Abbildung 88: (A) CD-Spektren nach unterschiedlichen Inkubationszeiten (0-20 h) und (B) ThT-

Assay von expremierten RRO1 (Peptidkonzentration = 200uM, in 10 mM Phosphat-Puffer, 0,1%
(w/w) NaNs, pH 7,4).

der Festphasen-Peptid-Synthese hergestellten RRO1ltMaea wurden drei unterschiedlich
markierte Variationen von RRO1 expremiert und gegei Das expremierte RRO1 zeigt ein
zum synthetisierten RRO01 vergleichbares Aggregatiernalten mit einer durchaus
beschleunigten Kinetik in der CD Spektroskopie sown ThT-Assay (Abbildung 88).
Daruiber hinaus zeigt das expremierte RRO1 eine gymthetisierten RRO1 vergleichbare
Morphologie der amyloiden Fibrillen (Abbildung BZeigt das 2D-NMR Spektrum eins
Proton Driving Spin DiffusionExperimentes (PDSD) an 2-13 Glycerol markiertenORR
Fibrillen. Aufgrund der Mischungszeit von 500 msdssowohl kurze als auch weitreichende
Verbindungen zu erkennen, die sich zum Teil Ubedap was eine

Abbildung  89: TEM-Aufnahme von amyloiden Fibrilen des expremierten RRO1
(Peptidkonzentration = 200uM, in 10 mM Phosphat-Puffer, 0,1% (w/w) NaN3, pH 7,4).
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Abbildung 90: 2D-NMR Spektrum eins Proton Driving Spin Diffusion Experimentes (PDSD) an 2-
13 Glycerol markierten RRO1 Fibrillen bei einer Mischungszeit von 500 ms.

Charakterisierung der Struktur erschwert (Abbildu@@). Es ist jedoch deutlich eine
Verbindung zwischen derawund Ky3 zu erkennen.

Die bisherigen Untersuchungen fuhrten zur sequéezBestimmung der Mehrzahl der
einzelnen Aminosauren von RRO1 im amyloiden Zust@rabelle 5). Auf Basis der bisher
zur Verfigung stehenden Ergebnisse wurden zwei neMedellvorstellungen

vorgeschlagefi® Zum einen eineB-Faltblattiurn-AFaltblatt-Struktur, welche die Nahe

Tabelle 5: Bestimmung der einzelnen Aminoséauren von RR01 im Zustand der amyloiden Fibrille.

Position N c Ca CB Cy Cy1 cy2 Cs Cs1 Ccs2 Ce
Leul 125.4 173.3 51.7 441 26.1 - - - 23.8 22.0 -
Lys2 127.4 173.3 54.3 nd - - 23.6 - - 41.0
Val3 120.2 172.2 59.1 34.4 - 19.4 19.4 - - - -
Glu4 nd 171.5 53.5# 31.4 nd - - 181.4 -

Leu5 124.9 172.4 52 44.7 26.1 - - 22.7 24.7 229
Lys6 nd

Glu7 nd

Leu8 122.0 170.3 54.2 41.3 25.8 - - - nd nd
Lys9 125.9 54.3 35.1 nd - - 23.6 - -
Glu10 nd - -

Glu11 nd - - - -

Leul2 124.9 172.4 52 44.2 26.1 - - - 24.9 22.7
Val1l3 124.3 172.6 58.6 33.6 - 20.0 20.0 - - -

Vall4 123.3 172.3 589 33.3 - 19.0 19.0 - - -

Leul5 126.5 173.7 519 43.8 26.3 - - - 26.1 21.6 -
Lys16 123.5 173.5 53.4 31.6 26.3 23.8 44.1
Ser17 115.0 nd 55.4 63.5% - - - - - - -
Glu18 314 33.6* - - 181.1 -

Leul9 125.4 173.3 51.7 44.1 26.1 - - - 23.8 22.0
Lys20 nd
Glu21 nd - - - - -

Leu22 515 26.4 - - - nd nd -
Lys23 122.6 173.4 53.6 339 23.4 - - 27.6 - - 40.1
Glu24 53.3# 31.8 nd - - 181.2 - -
Glu25 nd - - - -

Leu26 nd - - - nd nd
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zwischen M und Kys widerspiegelt, aber gegen die Hinweise auf audyddestarres-
Faltblattstruktur spricht. Zudem wirden nach diedéadell hydrophoben Aminosauren, die
mit hoher Wahrscheinlichkeit fur die Amyloidogenitérantwortlich sind, sich in einéurn-
Struktur befinden. Daher sieht die zweite Modelstellung eine antiparallele Anordnung
einer ausgedehntefFaltblatt-Struktur vor, wobei bisher nur wenigdmhation tUber den C-
Terminus existieren und dieser mdoglicherweise urdyesi ist. Die Struktur sieht einen
hydrophoben Kern im Zentrum (gelber Kasten) mit lmathen elektrostatischen
Wechselwirkungen (weilRer Kasten) zwischen entgegmatgt geladenen Aminosauren
Glutamat und Lysin vor (Abbildung 91). Zur Uberpriif) dieser Modellvorstellungen wurde
ein viertes RRO1-Peptid mitC und**N uniform markierten Aminoséuren an den Positionen
V3 Ls, Ei0 K16, S17, undLo,. Die Auswertung der entsprechenden NMR-SpektrenhdBrof.

Monica de Santos Freitas (Instituto de Bioquimica&dMa, UFRJ) steht noch aus.
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Abbildung 91 : Modellvorstellungen und vierte Labeling-Strategie zur Aufklarung der Struktur von
RRO1 Fibrillen. (1) #Faltblatt-turn-S-Faltblatt-Struktur von RR0O1 die eine Nahe zwischen V3 und K3
vorsieht. (Il) Modell der ausgedehnten B-Faltblatt-Struktur mit ein hydrophoben Kern im Zentrum

(gelb) und zahlreichen elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen entgegengesetzt geladenen
Aminosauren Glutamat und Lysin.
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10.6 Modellpeptide basierend auf einer amphipathisc ~ hen Helix

Helikale Strukturen einer ganzen Reihe naturlicheryloidogener Peptide und Proteine
basieren auf einer amphipathischen Helix ohne dismigrten Charakteristika ein€oiled
Coil-Struktur (siehe Abschnith.1 Die Bedeutungr-helikaler Intermediate Dazu gehoren
z.B. das AGPeptid oder auch IAPP. Aus diesem Grunde wurde Riggsertoire der im
Rahmen dieser Arbeit untersuchten Modellpeptideegent. Der wesentliche Unterschied
besteht in einer weniger definierte Abfolge vongpeh und hydrophoben Aminosauren (siehe
auch Kapitel9.2 Modellpeptide auf Basis einer amphipathischesli Ausgangspunkt
bildet das Design der amphipathischen HethAH. Es weist eine ausgedehnte hydrophobe
Domane aus ausschliel3lich Leucinresten und eineoplgde Domane mit den geladenen
Aminosauren Glutamat und Lysin erganzt durch Alamir. Das gesamte Design soll eine
maoglichst hohe Tendenz zu Bildumghelikaler Strukturen mit sich bringen. Daher wurde
Aminosauren mit einer hohen Propensitatdtinelikale Konformation verwendet. Zuséatzlich
wurden die entgegengesetzt geladen Aminosaurem lysil Glutamat in undi+4 Position
gesetzt, so dass die Mdglichkeit zur Bildung vonerinelikalen Salzbriicken besteht
(Abbildung 92). Die Analyse der Primarstruktur mMANGO und AGADIR ergibt zunachst
eine hohe Tendenz zur Einnahme der helikalen Kamdtion bei neutralem pH Wert, aber
auch eine Tendenz zucross{*Aggregation, welche sich nahezu Uber die gesamte
Peptidlange erstreckt (Abbildung 92, B). Die CD I8pen zeigen jedoch, dagsAH in einem
pH-Bereich von 4,0 bis 18-helikale Strukturen bei einer Konzentration voi® 1M und bei

einer Inkubationszeit von 0-120 h bildet. Die Spektweisen tUberwiegend ein Minimum bei
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Abbildung 92: (A) Helical wheel-Darstellung und Primarstruktur vom Modellpeptid a-AH (B)
Analyse der Primarsequenz von a-AH mit AGADIR und TANGO bei pH 7.4 und Raumtemperatur.
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Abbildung 94: (A) Helical wheel-Darstellung und Primarstruktur vom Modellpeptid S-AH-V (B)
Analyse der Primérsequenz von SAH-V mit AGADIR und TANGO bei pH 7.4 und
Raumtemperatur.

208 nm und ein Minimum bei 218 nm auf (Abbildung.Bei einem pH Wert von 4,2eigt

sicheine zeitabhangige Abnahme des Minimums bei 208ralativ zum zweiten Minimum
Fasern zurlckfihren, jedoch sind zur Aufklarung ktetenenmikroskopische Studien
notwendig. In TEM-Aufnahmen lassen sich bei neatrgdH-Wert lediglich kleine Partikel
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Abbildung 93: CD-Spektren nach unterschiedlichen Inkubationszeiten (0-120 h) fur pH 4 (A) pH
7,4 (B) und pH 10 (C)und (D) TEM-Aufnahme von a-AH bei pH 7.4 (Peptidkonzentration = 100uM,
in 10 mM Azetat-/Carbonat-/Phosphat-Puffer, 0,1% (w/w) NaN3).
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Abbildung 95: CD-Spektren nach unterschiedlichen Inkubationszeiten (0-120 h) ) fir pH 4 (A) pH
7,4 (B) und fur pH 10 (C) und TEM-Aufnahme (D) von S-AH-V bei pH 7.4 (Peptidkonzentration =
100uM, in 10 mM Carbonat-/Phosphat-Puffer, 0,1% (w/w) NaNs).

gleichzeitiger Verschiebung des zweiten Minimums Richtung grofRerer Wellenlangen
(Abbildung 93, A). Dies lasst sich moglicherweisg die chirale Streuung am-helikalen

Durch die Einfuhrung der Aminosaure Valin an Positi in der hydrophilen Domaéne,
welche eine hohe Propensitat fur dieFaltblattstruktur aufweist, wird die Tendenz zur
Bildung von amyloiden Aggregaten deutlich erhhie Binalyse der Primarstruktur v
AH-V mit TANGO und AGADIR ergibt im Vergleich zu-AH bei neutralem pH Wert
zunachst eine geringere Tendenz zur Bildung welmelikalen Strukturen und eine stark
erhohte Tendenz zwrossS-Aggregation (Abbildung 94). Die CD Spektren vBAH-V in
einem pH-Bereich von 4 bis 10nd bei einer Konzentration von 100 pM und bei eine
Inkubationszeit von 0-120 h, zeigen ein klares Khimm bei ca. 218 nm (Abbildung 95). In
TEM-Aufnahmen lassen bei neutralen pH-Wert langeemweigte Fibrillen feststellen
(Abbildung 95, D). Das Modellpeptig-AH-V zeigt bei neutralem pH dartber hinaus den
charakteristischen Anstieg in der Fluoreszensini#n®ei 485 nm im ThT Fluoreszenz
Assay. Die Einfuhrung der Aminosauren Valin in dbydrophoben Doméne der
amphipathischen Helix im Modellpeptid AH-V14 fuhdagegen nicht zur Bildung vo&
Faltblattstrukturen. Die CD Spektren bei pH 7,4tdaunit zwei Minima bei 208 und 218 nm
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Abbildung 96: Thioflavin-T Assay. Charakteristischer Anstieg der ThT- Fluoreszenz bei 485 nm

aufgrund der Bindung des Farbstoffs an amyloiden Aggregaten. (Peptidkonzentration = 100uM, in

10 mM Phosphat-Puffer, 0,1% (w/w) NaNz, pH 7,4, 10 uM ThT)
auf die Ausbildung einem-helikalen Konformation. Damit unterstreichen eladisf die
Untersuchungen an diesen nicltoiled Coitbasierten amphipathischen Helices die
Feststellung, dass die Stérung des amphipathis€emakters einer Helix und damit die
Reduzierung der Helizitat eine Voraussetzung fé@rRlidung von amyloiden Aggregaten von
amyloidogenen Peptidsequenzen ist, weldmelikale Elemente aufweisen. Nur die

Einfuhrung von Valin im zentralen Abschnitt LAAALihrt letztendlich zur Bildung von
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Abbildung 97: (A) Helical wheel-Darstellung und Primarstruktur vom Modellpeptid AH-V14.(B)
CD-Spektren nach unterschiedlichen Inkubationszeiten (0-120 h) fir pH 7,4 (Peptidkonzentration =
100uM, in 10 mM Phosphat-Puffer, 0,1% (w/w) NaNs).

amyloiden Aggregaten. Damit erfullt der AbschnitA\LAL die Eigenschaften einer
amyloidogenen Kernsequenz und es wird deutlich,s d&& die Generierung der
amyloidogenen Eigenschaft durch die EinfiUhrung walin ebenso die benachbarten

Aminosauren von grol3er Bedeutung sind.
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10.7 NIAD-4 Fluoreszenz bei helikalen Fasern und am  yloiden Fibrillen

Trotz der haufigen Anwendung von Thioflavin T inrd&myloidforschung weist es doch
einige Nachteile auf. So lasst sich mit ThT nichischen verschiedenen Konformationen
und nicht zwischen verschiedenen oligomeren Zusténghterscheiden, die wahrend des
Prozesses der Aggregation durchlaufen werden. Ratiibaus ist es bekannt, dass ThT nicht
nur an Amyloide bindet, sondern ebenfalls an Stmgtt wie z.B. Nukleinsauren, Keratin und
Elastin-Fibrillen'®*Y Ein bedeutender Nachteil von ThT als Fluoreszehsfaff basiert auf
der positiven Ladung am quartaren, heterozyklisclstickstoff, was die Bindung an
Amyloiden bei aziden pH-Wert auf Grund mdoglicherekatostatischer AbstofRung
erschwert®®*®3 Dies ist der Fall bei der Anwendung von Thioflafirzur Charakterisierung
der amyloiden Aggregation des Modellpeptids VW19 bid 4,0. VW19 weist ein hohe
positive Nettoladung (+6) bei pH 4 auf, so daszeginer elektrostatischen AbstoRung mit
dem positiv geladen Thioflavin T kommt. Daher kome# trotz der Bildung amyloider
Aggregate nicht zur typischen Verstarkung der Fdapenzintensitat bei 485 nm (Abbildung
101). Daher kann Thioflavin T nicht fur Inhibitiosstsidien am Modellpeptid VW19
herangezogen werden. Aufgrund der geschildertemtdée sind eine Reihe von Alternativen
entwickelt worden. Eine dieser Alternativen ist degeladene Fluoreszenzfarbstoff NIAD-4
([[5'-(4-Hydroxyphenyl)[2,2’-bithiophen]-5-yl]methen] propandinitril)*®¥ Dieser Farbstoff
HO CN
Y
\ J
NIAD-4
Abbildung 98 : Chemische Struktur von NIAD-4.

zeigt eine rote Fluoreszenz mit einer hohen Quantgreute in Methanol. Die Léslichkeit in
Wasser ist gering begleitet von einer geringererar@@nausbeute (4.1 pM NIAD-4 in
Phosphat-Puffer hat eine Quantenausbeute von 3xBludien zeigen, dass der Farbstoff
Uber einer Konzentration von 10 pM Aggregate bilded in Gegenwart des aggregiertefr A
(1-40) zeigt der Fluoreszenzfarbstoff eine erhdngssion mit einer Quantenausbeute von
0,05 im Wellenlangenbereich von 525 bis 700 tmvitro-Studien konnten dartber hinaus
zeigen, dass die NIAD-4 an ahnlichen Stellen anAj@rFibrille bindet wie das ebenfalls
ungeladene Benzothiazolanilin-Derivat BTA-1. Swageul. ent-warfen nach dem Vorbild
des ThT Molekuls den Fluoreszenzfarbstoff NIAD-4. \Eeist zwei coplanare Thienylringe
und einen relatv zu den Thienylringen leicht gédea Benzenring adf!
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Proteinbindungsstudien zeigten, dass NIAD-4 HKit= 10 nM eine hohere Affinitat fur
amyloide Fibrillen aufweist als das ThT-Molek#l; & 580 nM). Nach Anregung bei 475 nm
lasst sich ein Fluoreszenzspektrum zwischen 525706 nm detektieren (Abbildung 99).
Diese Eigenschaften, gepaart mit einer starken ékethiebung bei Bindung an amyloide
Fibrillen und der Féahigkeit, die Blut-Hirn-Schranke Uberwinden, ermdglichen den Einsatz
in vitro und in vivo Bildgebungsverfahren. NIAD-4 wurde bereits in gan Arbeiten
verwendet®>>¢"]

Die Anwendbarkeit und Spezifitit des Fluoreszenbs$taffs zur Vorbereitung der
Inhibitionsstudien mit den Modellpeptiden musstaathst getestet werden. Dazu wurden die
amyloidogenen Modellpeptide RRO1 und VW19 gew&ffit Beide Modellpeptide zeigen in
Abhangigkeit von pH-Wert und Peptidkonzentrationmitementéres Faltungs- und
Aggregationsverhaltei'® Im Wesentlichen unterscheidet sich das Designduich eine
invertierte Position der geladenen Aminoséuren Lysid Glutamat irb, ¢ und f Position.
Dadurch weisen die Peptide einen starken Unterdclime der Nettoladung und ein
entgegengesetztes pH-abhangiges Faltungsverhalte’v\&19 zeigt bei pH 7,4 mit einer
Nettoladung von +2a-helikale Fasern und amyloide Aggregate bei pH di@ mit
Nettoladung von +6. RRO1 zeigt es im Prinzip eitgegensetztes Faltungsverhalten mit
amyloiden Aggregaten bei pH 7,4 mit einer Nettolaglwvon -2 unda-helikalen Fasern bei

pH 4,0 mit einer Nettoladung von ca. +3.
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Abbildung  99: Absorptions- und  Fluoreszenzspektrum von NIAD-4 in  Methanol
(Extinktionskoeffizient e(475 nm) 35700, Fluoreszenz Quantenausbeute 0,15). Lit.1°64

Zunachst wurde ein Kontrollexperiment mit dem Mdpkgbtid RRO1 durchgefiihrt, dessen
Aggregation mit dem Fluoreszenzfarbstoff verfolgirden kann. Wie erwartet, wurde fur den
ungefalteten Zustand kein Fluoreszenzanstieg imleMéngenbereich 470 bis 520 nm
festgestellt. Nach einer Inkubationszeit von 24 dnrke aufgrund der Aggregation zu
amyloiden Fibrillen wie erwartet ein Fluoreszenmsigbei 485 nm festgestellt werden. Der
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gleiche Versuchsansatz mit NIAD-4 anstelle von Eeigt im ungefalteten Zustand ebenfalls
keine Fluoreszenz im Wellenbereich von 525 bis @@ Jedoch lasst sich nach einer
Inkubationszeit von 24 h eine starke Fluoreszenzgion bei 610 nm feststellen, die im
Prinzip mit der erh6hten Intensitat von Thioflavdinn Gegenwart von amyloiden Aggregaten
vergleichbar ist (Abbildung 101). Der NIAD-4-Farbftscheint damit in ahnlicher Weise

anwendbar zu sein, wie Thioflavin T. Wie bereitsdieieben, fihrte die Anwendung von
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Abbildung 100: (A) Berechnete Nettoladung in Abhéngigkeit von pH-Wert fir das Modellpeptid
VW19 und RRO1. (B) ThT Fluoreszenz wahrend der Aggregation von VW19 (Peptidkonzentration
VW19 = 150 uM, in 10 mM Azetat-Puffer, 0,1% NaNs, pH 4,0, 10 uM ThT).

Thioflavin T auf amyloide Fibrillen des Modellpegsi VW19 nicht zum gewlnschten
Fluoreszenzsignal. Die Anwendung von NIAD-4 auf VWih ungefaltetem Zustand fuhrt
dagegegen zu einem Fluoreszenzsignal. VW19 imllfben Zustand flhrt zu einem
Fluoreszenzsignal zwischen 525 und 700 nm mit eirdaximum bei 585 nm. Die
unterschiedlichen Maxima fir RR01 und VW19 lasseh svomoglich auf unterschiedliche
Bindungsstellen an der Oberflache der amyloidenillgh oder auf den unterschiedlichen
pH-Wert zurlckfihren. Die Spezifitdt von NIAD-4 vden anhand vom-helikalen Fasern
der Modellpeptide RRO1 und VW19 bei veranderten\WerHen gestestet. Eine 500 pM
Losung von VW19 bildet bei neutralem pH-Wert inradthvon 24 h nanometerlange
helikale Fasern. Die NIAD-4 FluoreszenzspektrerGegenwart des ungefalteten Zustands,
a-helikale Fasern und amyloide Fibrillen von VW18dzum Vergleich in einer Abbildung
dargestellt. NIAD-4-Fluoreszenzspektren der Proliecrinelikalen Fasern des VW19 zeigten
einen leichten Anstieg der Fluoreszenz mit einenxiMam um 600 nm im Vergleich zum
ungefalteten Zustand. Jedoch muss diese leichtesstoni von 15 % im Vergleich zum
Fluoreszenzspektrum der amyloiden Aggregate rédatiwerden, da mit einer Konzentration
von 500 uM die 2,5fach grofRere Peptidkonzentradignin der Amyloid-Probe vorlag. Die

hohe Konzentration war notwendig, um die Bildung ausgedehntea-helikalen Fasern zu
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Abbildung 101: Vergleichende spektroskopische Charakterisierung von VW19 und RRO1 (A) CD-
Spektren von 200 pM von RRO1 bei pH 7,4 nach 0 (---) und 24 h (—). (B) ThT
Fluoreszenzspektren von RR0O1 nach O (-——- )und 24 h (—) und NIAD-4 nach O (------) und 24 h (---
-) (C) CD-Spektren von 200 pM 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 O (-:===-) und 72 h (--
--). Fluoreszenzspektren wurden normalisiert.

gewahrleisten. Fur das Modellpeptid RRO1 konntamliéine Verhaltnisse gezeigt werden, so
dass man von einer Spezifitat von NIAD-4 fur amgiAggregate sprechen kann. Zur
Prifung der Anwendbarkeit von NIAD-4 fir kinetischimtersuchungen wird NIAD-4 im
Vergleich zu Thioflavin T auf die Aggregation de®déllpeptids RR0O1 angewendet, da hier
beide Fluoreszenzfarbstoffe aufgrund der Bindung amyloiden Aggregaten ein
Fluoreszenzsignal zeigen. Der kinetische Verlauf mhioflavin T weist zumeist eine
anfangliche Phase ohne Fibrillenwachstum dafj (time, in der zunachst der Nukleus
gebildet werden muss. Ist der Nukleus gebildet, ifmtgdie Wachstumsphase bzw.
Elongationsphase, in welcher der grof3te Anteil des/loidogenen Peptids zu Fibrillen
aggregiert, was zu einem Anstieg des Fluoreszemalsigfiihrt. Daran schlief3t sich die
Plateauphase an, in der kein weiteres WachstumFieillen mehr stattfindet und das
Fluoreszenzsignal entsprechend stagniert. Insgesamgibt sich eine fir das
Fibrillenwachstum charakteristische sigmoidale Kurbieser kinetische Verlauf wird auf
einen nukleationsabhangigen Mechanismus zurtckgeiDhs Modellpeptid RRO1 zeigt mit

Thioflavin T diesen charakteristischen Verlauf. [i@&n Vergleich des kinetischen Verlaufs
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Abbildung 102: NIAD-4 Fluoreszenz in Gegenwart von a-helikalen Fasern. (A) CD-Spektren von
50 uM (>++*) und 200 puM (----) bei pH 4,0 und 500 uM (—) Peptidlésung von VW19 bei pH 7,4 nach
72 h. (B) Normalisierte NIAD-4 (10uM) Fluoreszenzspektren von 50 uM (-----) und 200 puM (----) bei
pH 4,0 und 500 uM (—) Peptidlésung von VW19 bei pH 7,4 nach 72 h. (C) CD-Spektren von 50
UM (-----) und 200 pM (----) bei pH 7,4 und 500 uM (—) Peptidlésung von RRO1 bei pH 4,0 nach 72
h. (D) Normalisierte NIAD-4 (10uM) Fluoreszenzspektren von 50 uM (-----) und 200 uM (----) bei pH
7,4 und 500 pM (—) Peptidldsung von RRO1 bei pH 4,0 nach 72 h.

mit dem Fluoreszenzfarbstoff NIAD-4 wurden identisdPraparationsprotokolle verwendet.
Die vollstandigen Emissionsspektren sind Abbildd@i dargestellt. Zusatzlich wurde die
konformationelle Anderung mit Hilfe von CD-Spektkopie verfolgt (Abbildung 103, C). In
Abbildung 103, D ist der kinetische Verlauf der Aggation von RRO1 in Gegenwart von
ThT und NIAD-4 dargestellt. Die Anwesenheit von Ma#tionskeimen, in Form von
fragmentierten amyloide Fibrillen des RRO1, fuhnt beiden Fallen zur vollstdndigen
Reduktion deldag time FUr den Vergleich des kinetischen Verlaufs deAD# und ThT-
Fluoreszenz sowie der Entwicklung der CD-Spektrenden die Werte bei 485 nm fur ThT,
die Werte fur die maximalen Intensitaten fur NIAD#dd die absoluten Werte der Elliptizitat
[©] bei 218 nm, wo sich das fif#Faltblattstrukturen charakteristische Minimum eckelt,
normalisiert, in Abhangigkeit der Zeit aufgetragerd mit folgender Gleichung gefittet, die
bereits zur Beschreibung der Kinetik der Aggregatierangezogen wurd®>"®! (Abbildung
103, E).

b
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Das einfachste kinetische Modell beinhaltet die adusenlagerung von Monomeren, die
Bildung eines kritischen Nukleus und das fibrilavachstunt®®>"% Die in Abbildung 104,

E dargestellten Kurven wurden zuvor so normalisidaiss sie bea = O mit derlag time
beginnen und die Plateauphase HW®i= 1 erreichen. Die ubrigen Parameter, d.h.
Wachstumsrat&,p, undlag time f,g stehen mit den Parametern des Egsind 7 durchkap, =
b/4t und tag = tso — 2t in Beziehung und beschreiben den Ubergang. Egrasieh nur
geringe Unterschiede beziglich des Beginns dedllEfiwachstums und der Wachstumsrate
feststelle®™® Die Unterschiede zwischen dem kinetischen Verlaarf CD und ThT sind
relativ klein und lassen sich vernachlassigen. dgleshi beziglich des Beginns der
Aggregation lassen sich deutlichere Unterschiedtstiellen, wobei das CD Signal friher
ansteigt, als das Signal der ThT Fluoreszenz. Hesin unerwartetes Ergebnis, denn
eigentlich sollten Veradnderungen bezlglich der Komfation vor der Aggregation

detektierbar sein. Mdoglicherweise werden in derhérii Phaselntermediate gebildet,
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Abbildung 103: Kinetische Untersuchung der Aggregation des Modellpeptids RRO1. (A) (B) (C)

(D) Kinetischer Verlauf der ThT (0) und NIAD-4 (e) Fluoreszenz der Aggregation von RR01 mit und

ohne Nukleationskeime (,seed*) (E) Normalisierter Verlauf der ThT (0) und NIAD-4 (e)

Fluoreszenz.
die sich mit Hilfe der CD Spektroskopie nicht vedich nachweisen lassen. Der Unterschied
zwischen den verschiedenen Fluoreszenzfarbstofé¢éngioRer. Diesen Unterschied zu
erklaren fallt relativ schwer, da der Bindungsmetsmus der Fluoreszenzfarbstoffe an
amyloide Fibrillen relativ unbekannt {8t Méglicherweise gibt es zwischen dem neutralen

Farbstoff NIAD-4 und dem amyloidogenen Peptid stéekhydrophobe Wechselwirkungen,
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die zusatzliche Bindingsstellen an der Fibrille égiithen. Ein mdglicher seeding-Effekt
kann ausgeschlossen werden, da in diesem Fall Keirdeation fir den Beginn der
Aggregation notwendig ware und somt keilag-time zu beobachten ware. Sowohl fur
NIAD-4 als auch ThT liel3 sich diag-time durch die Zugabe von zisged$ prapartierten
amyloiden Fibrillen eliminieren. Die Ergebnissegas, dass NIAD-4 qualitativ in ahnlicher
Weise verwendet werden kann wie ThT. Darauf folgendde der Fluoreszenzfarbstoff
NIAD-4 auf das Modellpeptid VW19 angewendet, deFebrillen mit ThT bei pH 4 nicht
nachgewiesen werden konnen (Abbildung 104). Unteerwéndung des gleichen
Praparationsprotokolls wurde Fluoreszenspektren Abhéngigkeit von der Zeit
aufgenommen. Der so erhaltene kinetische VerlaufAdgregation ist ebenfalls sigmoidal,
was auf einen nukleationsbhéngigen Polymerisataxgss schlie3en lasst. Interessanterweise
liel3 sich bezuglich der zeitlichen Entwicklung dduoreszenzspektren eine Verschiebung
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Abbildung 104: Kinetische Charakterisierung der Aggregation von VW19. (A) NIAD-4-
Fluoreszenzspektren in Abhéngigkeit bei verschiedenen Inkubationszeiten (10uM NIAD-4 in 10mM
Azetat-Puffer pH 4,0). (B) Darstellung der Werte der maximalen Fluoreszenzintensitaten in
Abhéngigkeit von der Zeit. (C) CD-Spektren zu verschieden Inkubationszeiten zeigen den
konformationellen Ubergang von ungefaltet hin zu pS-Faltblattstrukturen. (D) Vergleich des
kinetischen Verlaufs der Fluoreszenzintensitat und der Elliptizitat [&] bei 218 nm.

des Maximums in Richtung kurzerer Wellenlangen blaebten. Dieser Effekt konnte fir das
Modellpeptide RRO1 bei neutralem pH-Wert nicht destellt werden. Moglicherweise lasst
sich dieser Unterschied auf die unterschiedlicheptdologie der Fibrillen und entsprechend
auf unterschiedliche Bindungstellen an der Fibraletckfihren. Fir letztendliche Klarung

dieses Effekts sind noch weitere Studien notwendig.
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sich NIAD-Rrinzip in &hnlicher Weise auf
unsere Modellpeptide anwenden lasst wie ThioflaVinBei der Charakterisierung von
amyloiden Aggregaten mit einer hohen positiven dattung hat die Anwendung von NIAD-
4 Vorteile gegenuber dem haufig genutzten ThT, dl&aeene Ladung tragt. Dies konnte am
Modellpeptid VW19 bei azidem pH-Wert und einer enéehenden Nettoladung von +6
demonstriert werden. Daflir wurde das gleiche Padtokie bei RRO1 verwendet. Abbildung
104, A zeigt NIAD-4-Fluoreszenzspektren fur die Aggption VW19 zu verschiedenen
Inkubationszeiten. Mit zunehmender Aggregationssekin Fluoreszenzsignal zwischen 520
und 700 nm mit einem Maximum bei 580 nm festste/llveobei sich das Maximum der
Spektren in Richtung kiirzerer Wellenlangen mitléanm verschiebdt>® Fiir die Darstellung
des kinetischen Verlaufs wurden die maximalen Wertar die NIAD-4-
Fluoreszenzintensitaten in Abhangigkeit von dert 4mei Abbildung 104, B dargestellt.
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11 Inhibition der Bildung amyloider Aggregate

In diesem Kapitel werden die Untersuchungen zuribltibn der Bildung amyloider
Aggregate anhand von Modellpeptiden beschrieber Bigebnisse werden im darauf

folgenden Kapitel 12 diskutiert.

11.1 Mischungssystem VW18 und VW01

Zunédchst wurde der Effekt des stabi-helikalen Modellpeptids VWO01 auf die
Amyloidbildung des Modellpeptids VW18 mit einer/#Diskordanz mit Hilfe von CD-
Spektroskopie, ThT-Fluoreszenz und Elektronmikrpgkaintersucht. Dazu wurde VWOL in
verschiedenen molaren Verhaltnissen zu VW18 untbtsuBei einer konstanten
Konzentration an VW18 von 100 uM wurden Ldsungen d@n molaren Verhaltnissen
rfVW18/VWO01] von 3, 2, und 1 untersucht.

CD-Spektren zeigen fur r[VW18/VWO01] = 2 und 1 tblex Inkubationszeit von 5 Tagen zwei
klare Minima bei 208 und 222 nm, was auf eine #abelikale Konformation deutet. Die

Bildung einer SFaltblattstruktur ist nicht zu beobachten. Jedd&bst sich bei einem
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Abbildung 105: Zeitabhangige Entwicklung der CD-Spektren von VW18 in Gegenwart
verschiedener Mengen an VW01 bzw. VWO01-ran. (A) r[VW18/VWO01] = 1, (B) r[VW18/VWO01] = 2,
(©) rfvw18/vWo01] = 3, (D) VW18 und VWO01-ran in &guimolarer Mischung. (Peptidkonzentration
VW18 = 100pM, in 10 mM Phosphat-Puffer, 0,1% NaNgz, pH 7,4)
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molaren Verhaltnis von r[VW18/VWO01] = 3, d.h. eindterschuss an VW18, die Bildung
einer S-Faltblattstruktur beobachten, angezeigt durchRiduktion der Minima bei 208 und
222 nm und der Entwicklung des Minimums bei 218 @iedoch entwickelt sich dieses
Minimum im Vergleich zum VW18 ohne VW01 zu einenutieh spateren Zeitpunkt.

In Gegenwart des Kontrollpeptids VWO01l-ran in aquener Mischung konnte kein
inhibitorischer Effekt beobachtet werden. Hier enkalte sich das Minimum bei 218 nm im
Vergleich zu VW18 in vergleichbarer Geschwindigk@bbildung 105).

Zur Uberpriifung der inhibitorischen Wirkung von VWW@uf die Aggregation von VW18
wurde ein ThT Fluoreszenz-Assay durchgefuhrt. DiebB mit dem molaren Verhéltnis
rVW18/VWO01] = 1 zeigte keinerlei Fluoreszenz be854 nm, was auf eine nahezu
vollstéandige Inhibition der Aggregation deutet. Mergleich zur Entwicklung der ThT-
Fluoreszenz von VW18 zeigte die Probe mit r[VW18M1) = 2 eine Reduktion der
Fluoreszenz um ca. 95 % und die die Probe mit r[8WWO01] = 3 eine Reduktion der
Fluoreszenz um ein Drittel. Im Gegensatz zu VW(irtfidie Gegenwart von VWO01-ran in

aquimolarer Mischung nur zu einer Verlangsamung Aeggregation, aber nicht zur
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Abbildung 106: (A) ThT Fluoreszenz-Assay von VW18 in Gegenwart verschiedener Mengen an
VW01 bzw. VWO1l-ran. (B) ThT Fluoreszenz-Assay von VW18 in Gegenwart von
Nukleationskeimen (,seed”) und VWO1 in &quimolarer Mischung (Peptidkonzentration VW18 =
100uM, in 10 mM Phosphat-Puffer, 0,1% NaNs, pH 7,4)
Inhibition, was darauf hindeutet, dass diehelikale Konformation und die spezifische
Wechselwirkung im Rahmen d€oiled CoilStruktur eine notwendige Voraussetzung fur die
inhibitorische Wirkung ist. Somit unterstitzen dbaten der ThT-Fluoreszenz die CD-
spektroskopischen Untersuchungen.
Der amyloide Aggregationsprozess lasst sich durehZdgabe von Nukleationskeimen in
Form von fragmentierten gealterten Fibrillen des MNbeschleunigen. Sie wirken als
Template und die Wachstumsphase, d.h. die Polyatens zur Fibrille, kann ohne

Zeitverzdgerunglég time beginnen. Die inhibitorische Wirkung von VWO01(isich selbst
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in Gegenwart von Nukleationskeimen nachweisen, filaseine sehr hohe Stabilitat der
gebildeten helikalen Oligomere spricht. Die als p&ahwirkenden Nukleationskeime sind
anscheinend nicht in der Lage, amyloidogene Se@menns den helikalen Oligomeren fur
die amyloide Aggregation zu rekrutieren (Abbildut6, B). Elektronenmikroskopische
Aufnahmen der Proben von VW18 mit VW01 in aquimetaMischung im Vergleich zu

VW18 ohne VW01 mit einer Inkubationszeit von 5 Tag@nnen die inhibitorische Wirkung,

gezeigt mit spektroskopischen Methoden, weiter rgtiiezen. In Gegenwart von VWOL in
aquimolarer Mischung lassen sich keine typischewgl@den Fibrillen mehr finden. Es sind
lediglich kleine Partikel nachweisbar.

Abbildung 107: TEM-Aufnahmen von (A) VW18 und (B) VW18 in Gegenwart von VW01 in

aquimolarer Mischung (Peptidkonzentration VW18 = 100uM, in 10 mM Phosphat-Puffer, 0,1%

NaNs, pH 7,4, 1 % PTA).
Obwohl zahlreiche Studien die Stabilitat amyloidegregate herausstell&f® 23 gibt es
Hinweise darauf, dass die Bildung amyloider Aggtegeeversibel ist’" 52 was die
Grundlage fur die Suche nach Strategien bildetzdreAuflosung amyloider Fibrillen fihren
konnen. Die zuvor beschrieben Ergebnisse motiviestdliel3lich, die Wirkung von VW01
auf bereits gebildete, gealterte Fibrillen von VW28 untersuchen. Hierfir wurde eine
VW18-Stammldsung so lange inkubiert, bis die maxemiehT-Fluoreszenzintensitat erreicht
wurde, was fir das Ende der Bildung amyloider Aggte spricht. Danach wurde die
Stammlésung mit amyloiden Fibrillen des VW18 inidmeterschiedliche Proben geteilt. Eine
Probe blieb unveréndert und diente als Kontrolle. fiveite und dritte Probe wurden jeweils
durch VW01 und VWO01-ran in einem Verhaltnis von WXL8/VWO01-ran] = 0,2 erganzt. Die
Entwicklung der Fluoreszenzintensitat wurde furmiehsten 7 Tage weiter verfolgt.
Im Vergleich zur unbehandelten VW18-Probe fiihrte Zugabe von VW01 im Uberschuss
zu einer raschen Reduktion der Fluoreszenzinteénsméetwa 60 %. Die Zugabe von VWO01-
ran fuhrte lediglich zu einer Reduktion der Fluamwintensitat um etwa 20 % (Abbildung
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108, A). TEM-Aufnahmen nach 8 Tagen Inkubationsdeit entsprechenden Proben zeigen,
dass VW01l im Gegensatz zu VWO1l-ran die Menge derillen reduziert und deren
Morphologie signifikant verandert. Anstatt der ggh verdrillten amyloiden Fibrillen wie in
Abbildung 108, B sind kleinere Partikel, die mogkcVW18/VWO01-Oligomere darstellen
kénnen, und ,zerfranste” Reste amyloider Fibrilldes VW18 zu erkennen. Im Gegensatz
dazu zeigt die TEM-Aufnahme mit VWO1-ran keine M\etérung der Morphologie der
Fibrillen. Es sind neben den typischen amyloidefrifén lediglich kleine Partikel
detektierbar, die mdglicherweise Oligomere des VWé1 darstellen. Die TEM-Aufnahmen
deuten auf eine starke Interaktion zwischen Fdmildes VW18 und VWO01. Die ThT-
Fluoreszenz spricht fir eine quantitative Reduktien Fibrillen von VW18 in Anwesenheit
von VW01, was auf eine starke Interaktion zwiscbeiden Peptiden zurlickgefiihrt werden
kann. Die leichte Reduzierung der ThT-FluoreszenAmnwesenheit von VWO01-ran kann
moglicherweise durch begrenzte Loslosung von ThTelkiden von der Fibrille durch

VWO1-ran erklart werden.
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Abbildung 108: Deaggregation von VW18 Fibrillen. (A) ThT-Fluoreszenz von VW18 allein (o), mit
VWOL1 (o), und mit VWO1-ran (¢). TEM-Aufnahmen nach einer Inkubationszeit von 8 Tagen von
VW18 allein (B) mit VW01 (C) und mit VWO1l-ran (D). (Peptidkonzentration VW18 = 100uM;
r[18/01(-ran)] = 0,2; in 10 mM Phosphat-Puffer, 0,1% NaNs;, pH 7,4, 1 % PTA)
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Da die Oligomerisierung zwischen VW18 und VW01 eh&sdend fir die inhibitorische
Wirkung und deren Interpretation ist, wurden die gdéfmisse der analytischen
Ultrazentrifugation durch Experimente mit Hilfe deésréRRenaustauschchromatographie
erweitert. Die Charakterisierung von VW18 und ddig@mere mit VW01 mit Hilfe der
analytischen Ultrazentrifugation fihrt moglichersei zu unbeabsichtigter amyloider
Aggregation. Daher wurde die Charakterisierungwgschiedenen Oligomere mit Hilfe der
GroRRenaustauschchromatographie im  Vergleich mit  AUGut charakterisierten
Modellpeptiden VW01 und VWO1-ran durchgefuhrt. DAeldition von Abz-Gly zu allen
Proben der GroRenaustauschchromatographie ermibglieh besseren Vergleich aller
Chromatogramme.

Das Modellpeptid VW01, das mit Hilfe von AUZ-Expeenten als Trimer identifiziert
wurde, wird mit einer Retentionszeit von 57 min ttleb friher eluiert als das monomere
Modellpeptid VWO01-ran mit einer Retentionszeit 64dnmDas frisch geléste Modellpeptid
VW18 im l6slichena-helikalen Faltungszustand wird dagegen 62 min dawhit zwischen
einem Trimer und einem Monomer eluiert, was fur €wiled CoitDimer spricht. Da der
wesentliche Unterschied zu VWO01 in der Einfuhrumg Walinresten irb, ¢ undf Position
besteht, muss die reduzierte Helizitat und die @hgrisierung darauf zurtickgefuhrt werden.
In der Literatur wird der Oligomerisierungsgrad ptséchlich auf die Positionen der ersten
und zweiten Erkennungsdomane zurtckgefuhrt. Inrekigzlich erschienen Studie zur

Entwicklung eines Algorithmus zur Vorhersage der ig@herisierungsgrades

0,10 - Trimer 1,0
0,05 A 05
(@]
C
=
£ 0,00
[&) 0,0
§ Trimer
[0]
0]
-0,05
_0’5_
I /W01
-0,104 I VW18
Dimer
VW01 LESKLKELESKLKELESKLKELESKL
A VW18 LKVELEKLKSELVVLKSELEKLKSEL B

Abbildung 109: (A) Sequenzprofil der Klassifikation des Beitrages jeder einzelnen Aminosaure zur
Oligomerisierungstendenz fir VW18 und VWO01 kalkuliert mit Hilfe des Algorithmus PrOCaoil (B)
Summe des Beitrags der gesamten Sequenz zum Dimer bzw. Trimer.
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wurde herausgestellt, dass auch die Aminosaurendrundf Position einen Einfluss auf die
Oligomerisierung zeigen. Eine Analyse der Primakgtr beider Modellpeptide mit einem
eigens fur die Vorhersage von Oligomerisierungsndgn von Coiled CoilPeptiden
erstellten Algorithmus (PrOCaoil, http://www.bioiju.at/software/procoil/), zeigt den
Unterschied (Abbildung 109)"® Die Gewichtung einer trimeren Struktur ist im Fadn
VWO01 deutlich gréRer als im Fall von VW18, das veegn eine grof3ere Gewichtung fur
eine dimere Struktur zeigt.

Die aquimolare Mischung von VW18 und VW01, die emahezu vollstandige Inhibition der
Bildung amyloider Fibrillen zeigte, als auch dassthiungsverhaltnis r[VW18/VW01] = 2
werden mit der gleichen Retentionszeit eluiert das VWO1 Trimer. Daraus folgt, dass mit
diesem Mischungsverhaltnis ein trimerer Peptidk@xpyebildet wird. Die Mischung mit
dem molaren Verhaltnis r[VW18/VWO01] = 3 fuhrte zwes Fraktionen. Die grof3ere Fraktion
mit der gleichen Retentionszeit eluiert wie das \MW@imer und eine kleinere Fraktion mit
der gleichen Retentionszeit wie VW18. Das Modeltpep/WO0L1 ist folglich in diesem
Verhaltnis nicht in der Lage, ein stabiles trimef@sgomer mit der gesamten Menge an
VW18 zu bilden. Die Ergebnisse unterstitzen dieozueschrieben Daten zur Inhibition der
Bildung amyloider Fibrillen und weisen stark aué d@ildung stabiler heterome€oiled Coll
Trimere zwischen VW18 und VWO01 hin. Zusammen mit datsache, dass VWO01l-ran
keinerlei inhibitorische Wirkung zeigt, macht diedeutlich, dass die spezifischen
Wechselwirkungen eineCoiled CoitStruktur fur die Bildung stabilea-helikaler Trimere

und daraus folgend =zur Entfaltung der inhibitoresth Wirkung notwendig sind.

120

Coiled-Coil —e VW01
| Trimer Iy —— VW18 =

100 # MPeptld e VWO1-ran z
€ y vonomer |___ vw18 VW01 1:1 ]
C gl 1 —— VW18 VW01 2:1 ©
o —— VW18 VW01 3:1 3
N g
© % s
Q © —o— VW18 (gealterte Fibrillen)
c 40 € —v— VWO1 (I6sliche Oligomere)
kel [ —a— VW18 + VW01 (2:1, I6sliche Oligomere)
‘é‘_ 5 —0— VW18 (Iésliche Oligomere)
8 20 3
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< 0 & o

Abz-Gly

A 50 60 70 80 B 0 20 40 60 80 100 120

Retentionszeit in min Zeitin min
Abbildung 110: (A) GroRBenaustauschchromatographie von VWO01, VWO01l-ran, VW18 und
verschiedene Mischungen (siehe Legende). Zur Kalibrierung wurde Abz-Gly hinzugefigt.
(Peptidkonzentration VW18 = 100uM, in 10 mM Phosphat-Puffer, 0,1% NaNj;, pH 7,4) (B)
Kinetischer Verlauf des proteolytischen Abbaus von VW18 aus dem l6slichen und aus dem
amyloiden Zustand, von VW01 und der Mischung mit r[VW18/VWO01] = 2 (Peptidkonzentration =
100uM, in 10 mM Phosphat-Puffer, 0,1% NaNs, pH 7,4, 37 C).
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Die Bildung von stabilen l6slichen Oligomeren dugdeignete Liganden bzw. Inhibitoren ist
eine Strategie der Inhibition. Man nimmt an, dasssel Oligomere durch vorhandene
Degradationsmechanismenvivo z.B. durch Proteasen abgebaut werden (siehe Alts6lth
Inhibition der Aggregation amyloidogener ProteineduPeptidg. Amyloide zeigen eine
relative hohe Stabilitéat gegentber Proteasen. Dadlkte weiterhin untersucht werden, ob die
Bildung l6slicher Oligomere zwischen VW18 und VWOh Vergleich zu VW18 im
amyloiden Zustand merklich zu einer besseren Dediad durch Proteasen betragt. Hierfur
wurde VW18 im loslichero-helikalen sowie im amyloiden Zustand als auch VW0l die
Mischung mit r[VW18/VWO01] = 2 auf die Stabilitat gentiber der Protease Trypsin getestet.
Die Protease Trypsin bevorzugt basische Aminosdureh spaltet die Peptidbindung C-
terminal an den Aminosauren Lysin und Arginin umidegtet bei neutralem pH-Wert. VW18
als auch VW01 weisen jeweils sieben Uber die gesdMmimarstruktur verteilte Lysinreste
auf. Somit ist die Protease Trypsin sehr gut féassdiExperimente geeignet. Der Verlauf des
proteolytischen Abbaus wurde mit Hilfe der HPLC feégt. Die zeitabh&ngigen Werte in
Abbildung 110, B entsprechen hierbei der Menge uelstandigen Peptids mit der
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Abbildung 111: HPLC-Chromatogramme bei 220 nm und unterschiedlichen Zeitpunkten der
Degradation durch Trypsin von (A) VW18 im amyloiden Zustand, (B) VW18/VWO01-Mischung
rfYw18/VYwWo1] = 2. (c), von VW01 und von (D) VW18 a-helikalem l6slichen Zustand.
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spezifischen Retentionszeit. Die Menge und Anzaldr d-ragmente wurde nicht
bertcksichtigt. In Abbildung 110, B zeigt sich eieutlicher Unterschied zwischen VW18 im
amyloiden Zustand, das unter den Testbedingungssrhalb von 120 min kaum abgebaut
wurde, und VW18 ima-helikalen I6slichen Zustand, das dagegen innerkalp 10 min
vollstandig abgebaut wurde. VW01 und die Mischung rfVW18/VWO01] = 2 werden
innerhalb ca. 60 bzw. 120 min vollstandig abgebBigse Ergebnisse machen deutlich, dass
der Komplex aus VW18 und dem Inhibitor VWO01 eineilggere Stabilitéat gegeniber Trypsin

hat als VW18 im amyloiden Faltungszustand.

11.2 Mischungssystem VW19 und VW01

Der Effekt des stabilem-helikalen Modellpeptids VW01 wurde ebenfalls aig dmyloide
Aggregation von VW19 untersucht. VW19 bildet im @egatz zu VW18 bei einem pH-Wert
von 4,0 amyloide Fibrillen und die folgenden Studweurden daher bei pH 4,0 durchgefihrt.
VWO01 wurde in verschiedenen Verhéaltnissen zu Prabé&reiner konstanten Konzentration
von 150 pM VW19 hinzubegeben und mit CD-SpektrogkopNIAD-4 basierter
Fluoreszenzspektroskopie,  elektronenmikroskopischeMethoden und  Réntgen-
beugungsstudien untersucht. Die CD-Spektren zeajtgoh zu Beginn der Inkubationszeit im
Unterschied zum Modellpeptid VW19 allein in Anwebkeit von VW01 in den Verhaltnissen
rfVW19/VW01], von 2, 1 und 0,5 Minima bei 208 un@2 nm, die typisch fur einer-
helikale Konformation sind. Dies spricht fur einedperative Faltung eines Coiled Coil-
Heteromers aus VW01 und VW19, wobei das statiteelikale VW01 das ungefaltete VW19
in einea-helikale Konformation zwingt.

CD-Spektren der Probe mit r[VW19/VWO01]= 2 zeigersgehend von den zwei Minima der
a-helikalen Struktur die Entwicklung eines einzigkinimum bei 218 nm, was fir die
Bildung von fF-Faltblattstrukturen spricht. CD-Spektren der Probi¢ r[VW19/VWO01]= 1
und 0,5 zeigen eine konstarehelikale Konformation tber die gesamte Inkubataaitsvon
funf Tagen und keine Bildung vong-Faltblattstrukturen. Das CD-Spektrum mit
rMVW19/VWO01]= 0,5 weist eine zeitabhdngige Reduzigy des Minimums bei 208 nm
relativ.zum Minimum bei 222 nm auf und das Minimdrai 222 nm weist eine leichte
Verschiebung gegen groRere Wellenlangen auf. Digg@amik in a-helikalen CD-Spektren
wurde bereits in anderen Arbeiten berichtet undatralen Streuung aufgrund der Bildung
von fibrillaren Aggregaten zugeschrieb! Aufgrund der elektrostatischen Abstofung
zwischen dem positiv geladenen ThT-Molekul und déadellpeptid VW19 bei pH 4,0 und
daraus folgender schlechter Bindung an amyléideillen des VW19 wurde der Effekt des
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Abbildung 112: Zeitabhangige Entwicklung der CD-Spektren von VW19 in Gegenwart
verschiedener Konzentration an VW01 (A) r[VW19/VWO01] = 2, (B) r[VW19/VWO01] = 1, (C)
rfYwW19/VWo01] = 0,5. (Peptidkonzentration VW19 = 150uM, in 10 mM Azetat-Puffer, 0,1% NaNs,
pH 4,0)

VW01 auf die Aggregation von VW19 mit Hilfe des Bleszenzfarbstoffs NIAD-4
durchgefuhrt (siehe Kapitdl4.2.6.2 NIAD-4, 10.7 NIAD-4 Fluoreszenz bei laddik Fasern
und amyloiden Fibrillen{®*® Die NIAD-4-Fluoreszenzstudien zeigen eine konzéiona-
abhangige Inhibition der Aggregation des amyloidmyeModellpeptids VW19 durch VWO1.
Die Abbildung 114 zeigt die zeitabhangige Entwiclduder Fluoreszenz in Gegenwart
verschiedener Konzentrationen an VWO1.

Der kinetische Verlauf des Effekts von VW01 auf iggregation von VW19, d.h. der Wert
fur die maximale Fluoreszenzintensitat in Abhéngigkon der Zeit, ist in Abbildung 118 fur
einen Inkubationszeitraum von 150 h dargestellisEzu erkennen, dass die Aggregation von
VW19 zu amyloide Fibrillen innerhalb von 60 h abgdessen ist. Im Vergleich dazu fihrt
die Gegenwart von VW01 zu einer Reduktion der Fdepenz, fur rf[VW19/VWO01] = 2 um
ein Drittel und fir r[VW19/VWO01] = 1 um zwei Dritteund fur r[VW19/VWO01] = 0,5.
Lediglich das Verhaltnis von r[VW19/VWO01] = 0,5 fiib zu einer vollstdndigen Inhibition
der Aggregation. Die Ergebnisse der Fluoreszendi&tustehen somit im Einklang mit den

Ergebnissen der CD-Spektroskopie. Die Morphologee Aggregate wurde zundchst mit
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Abbildung 113: Zeitabhéngige Entwicklung der NIAD-4 Fluoreszenz Spektren von (A) VW19, (B)
rfvw219/Vwo1] = 2, (C) r[VW19/VWO01] = 1, (D) r[VW19/VWO01] = 0,5 (Peptidkonzentration VW19 =
150uM, in 10 mM Azetat-Puffer, 0,1% NaNs, pH 4,0, 10 uM NIAD-4).

Hilfe der Elektronenmikroskopie untersucht. KryoMEAufnahmen der bereits mit CD-

Spektroskopie und NIAD-Fluoreszenz untersuchteth&iazeigen eine starke Veranderung in

der Morphologie. Wir bereits beschrieben, zeigt \WMhter diesen Bedingungen oligomere

Partikel und VW19

Abbildung 114:

Konzentrationen VWOL1.

pH 4,0, 10 uM NIAD-4).

bildet amyloide Aggregate mit @ideristischer Morphologie. Die
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(Peptidkonzentration VW19 = 150uM, in 10 mM Azetat-Puffer, 0,1% NaNs,

152



Inhibition der Modellpeptide

Mischungen aus VW01 und VW19 mit r = 0,05 zeigegedgen faserartige Aggregate mit
einer Lange von 50 bis 100 nm und einem Durchmesser2,6 + 0.3 nm (Abbildung 115,
A). Neben den faserartigen Aggregaten sind ebentdijomere Partikel erkennbar, jedoch
keine amyloiden Fibrillen. Die Mischung mit r[VWMWO01] = 0,5 mit vollstandiger
Inhibierung in den NIAD-4-Fluoreszenzstudien zeigigegen ein dichtes, aber loses
Netzwerk von scheinbar unendlich langen und gléichigen Fasern Abbildung 115, B).
Eine Bindelung von Fasern, wie bereits berichtet:iwﬁ”] ist nicht zu erkennen. Auch in
dieser Probe sind wenige oligomere Partikel erkanmdmyloide Fibrillen lassen sich jedoch
nicht finden. Fur die aquimolare Mischung aus VWiIresl VW01 oder Proben mit einem
Uberschuss an VW19 sind dagegen neben den Fasshrdutypischen amyloiden Fibrillen
erkennbar (Abbildung 115, C). Diese deutlichen Andgen in der Morphologie sprechen fiir
eine starke Wechselwirkung zwischen VW19 und VWDIie Ergebnisse stehen dabei im
Einklang mit den zuvor beschriebenen Untersuchungdie fiur die Mischung mit
rf[VW19/VWO01] > 1 die Bildung von amyloiden Fibrillen detektieglen.

Abbildung 115: Kryo-TEM-Aufnahmen verschiedener VW19/VWO01 Mischungen. (A) r = 0.05;
[VW19] = 50 uM, [VWO01] =1 mM . (B) r = 0.5; [VW19] = 150 uM, [VWO1] = 300 uM. (C) r = 1;
[VW19] = 150 uM, [VWO01] = 150 uM; der Pfeil markiert eine amyloide Fibrille. (in 10 mM Azetat-
Puffer, 0,1% NaNs, pH 4,0).

Amyloide Fibrillen weisen eine hohe thermodynameschtabilitat, aber auch eine hohe
Stabilitat gegeniiber Proteasen, Sauren und cheemisBlenaturierungsmitteln alif® 2%
Kirzliche Studien konnten aber zeigen, dass diduBidj amyloider Aggregate reversibel
ist®* 572 yund Inhibitionsstudien konnten zeigen, dass ardgldfibrillen aufgeldst werden
konnen (Siehe Kapitel Bingriff in den Prozess der Bildung amyloider Aggaes).

Auch im Mischungssystem VW18/VWO01 liel3 sich ein ad@ger Effekt beobachten. Zur
Untersuchung dieses Effekts im Mischungssystem VMAM1 wurde eine Stammlésung
von VW19 mit NIAD-4-Fluoreszenzfarbstoff prapariemd fir 140 Stunden inkubiert, d.h.
bis zu dem Zeitpunkt, an dem sich die IntensitétFleoreszenz nicht mehr andert, was fr

das Ende der Fibrillenbildung spricht. Die Stamnatigs wurde in drei Proben geteilt. Eine
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Probe blieb unbehandelt. Der zweiten Probe wurdehddWO01 im Uberschuss bis zu einem
Verhéltnis von r[VW19/VWO01] = 0,2 ergénzt. Der tieit Probe wurde dieselbe Menge an
VWO1-ran hinzugefugt, der Variation der VWO1-Prisgguenz ohne intaki€oiled Coil
Erkennungsmotive. Schlief3lich wurden die drei Prolveitere 140 h mit Hilfe der NIAD-4-
Fluoreszenz beobachtet. Das Modellpeptid VW01 fi#uteiner klaren Reduzierung der
Intensitat der NIAD-4 Fluoreszenz. Dies spricht &ine starke Reduzierung der Anzahl
amyloider Aggregate, denn die Addition von derdien Menge an VWO01-ran fuhrte nur zu
einer geringen Reduzierung der NIAD-4-Fluoreszémher kann ein blof3er Austausch von

VWO01 gegen den Fluoreszenzfarbstoff an der Obdrdater Fibrille ausgeschlossen werden

VW19
r[19/01-ran] = 0.2 ‘

r[19/01] = 0.5 M

19/01] = 0.2
M

Soe

NIAD-4 Fluoreszenz

0 50 100 150 200 250 300
Zeitin h

Abbildung 116: NIAD-4 Fluoreszenz-Studie der Deaggregation amyloider Fibrillen durch VWO01.
Der Pfeil markiert die Zugabe von VW01 bzw. VWO01-ran. (Peptidkonzentration VW19 = 150uM, in
10 mM Azetat-Puffer, 0,1% NaN3, pH 4,0, 10 uM NIAD-4).

kann®®"® Zusatzlich wurden die Proben mit Hilfe von KryoNEintersucht. Die Abbildung
117 zeigt Proben der VW19/VWO01 bzw. VWO01-ran-Misegan mit r[VW19/VWO01] = 0,5
und r[VW1919/VWO01-ran] = 0,2. Die Probe mit VWOInraeigt nur typische amyloide
Fibrillen des VW19 und steht damit im Einklang ndién Ergebnissen der Fluoreszenz-
Studien. Die Probe mit VW01 im Verhaltnis rf[VW19/\04] = 0,5 zeigt neben den typischen
amyloiden Fibrillen die schon bereits beschriebefaserartigen Aggregate. Die Morphologie
der faserartigen Aggregate unterscheidet sich nioht denen, die mit frisch prapariertem,
ungefalteten VW19 gebildet werden. Man kann sagess diese Ergebnisse ebenfalls im
Einklang mit den Fluoreszenzstudien stehen, obwobt mit Hilfe von
elektronenmikroskopischen Aufnahmen schwierig gtiantitative Aussagen zu treffen. Um
mehr Uber mehr Uber die Stéchiometrie der Aggregaterfahren, wurden zusatzlich CD-
Spektroskopie, AUZ und GroRRenaustauschchromategigewendet. Eine Untersuchung
von CD-Spektren bei unterschiedlichen Verhaltnisse VW19 und VWO1 zeigt, dass die
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Abbildung 117: Kryo-TEM-Aufnahme der VW19/VWO01 Mischungen mit (A) r[VW19/VWO01] = 0,2
und (B) r[19/01-ran] = 0,2. (in 10 mM Azetat-Puffer, 0,1% NaNs, pH 4,0).

geringsten Werte fur die Elliptizitda®zonm €in Mald fir die Helizitat, beipfvoy; =
[VWO1]/([VW19]+[VWO01]) ~ 0.65 erreicht werden, was flr ein stochiometrisctierhaltnis
von r[VW19/VWO01] = 0,5 spricht (Abbildung 119). Dadie Bestimmung des
Oligomerisierungsgrades der 2:1 Mischung aus VWihd W¥WO01 mit Hilfe der AUZ
maoglicherweise ungewollt zur Aggregation fuhrenrkanurde im Beispiel der Mischung von
VW18 und VW01 der Oligomerisierungsgrad Uber Gr@Rstausch-Chromatographie und
der Vergleich mit dem Uber AUZ bestimmten Oligoragiungsgrad von VW01 bestimmit.
Auch in diesem Fall wurde Abz-Gly allen Proben higefligt, was einen Vergleich
ermdglichte. Die frisch praparierte Probe von VWd%. die 16sliche ungefaltete Form des
VW19, wurde bei einer hoheren Retentionszeit elugds die Probe von VW01, fiir die AUZ
die Bildung von Trimeren ergab. Dies deutet auériniedrigeren Oligomerisierungsgrad als

der eines Trimers. Da frisch prapariertes VW19 tedtet vorliegt, ist es sehr wahrscheinlich,
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Abbildung 118: GroéRenaustauschchromatographie von VW01, VW19 und einer Mischung mit
riVW19/VWO01] = 0,5. Zur Kalibrierung wurde Abz-Gly hinzugefigt (Peptidkonzentration = 150uM,
in 10 mM Azetat-Puffer, 0,1% NaNs;, pH 4,0). Thermische Denaturierung von VW01 und der
Mischung mit r[VW19/VWO01] = 0,5 im Zustand I8slicher Trimer und a-helikaler Fasern hinzugefugt
(Peptidkonzentration = 150uM, 2,5 M GdnHCI, in 10 mM Azetat-Puffer, 0,1% NaNs;, pH 4,0).
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dass ein Monomer vorliegt. Fur die Mischung mit W¥9/VW01] = 0,5 , die eine
vollstéandige Inhibition der Bildung amyloider Aggie zeigt, wurde nur in einer Fraktion
bei der Retentionszeit des trimeren VWO0L1 eluiedsainmenfassend lasst sich daher sagen,
dass trimere Komplexe aus einem VW19-Molekil undeei VWO01-Molekul gebildet
werden. Zum Vergleich der Stabilitat von VW01, Hisliches trimere€oiled Coil und der
Mischung von VW19 und VW01 mit r[VW9/VWO01] = 0,5 idmisch praparierten Zustand,
d.h. ein I6sliches trimeres Heteromer, und im Zudta-helikaler Fasern, d. h. nach einer
Inkubationszeit von einer Woche, wurden temperatgiagige CD-Spektren aufgenommen.
Uber die Abnahme der Intensitat bei 222 nm wurde Bienaturierung der helikalen
Strukturen beobachtet (Abbildung 118, B). Es wiadittich, dass VW01 stabiler ist als die
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Abbildung 119: (A) CD-Spektren unterschiedlicher Verhéltnisse der VW19/VW01 mit steigendem
Anteil von VW01 von 0,1 bis 1,0. (B) Verlauf der molaren Elliptizitdt pro Aminoséurerest bei 222
nm. (Peptidkonzentration 100puM, in 10 mM Azetat-Puffer, 0,1% NaNs;, pH 4,0).

2:1 Mischung aus VW01 und VW19, was moglicherweiséeine nicht optimale Interaktion
zwischen VW19 und VWOl hinweist. Dartber hinaustgds keinen wesentlichen
Unterschied zwischen der 2:1 Mischung als loslichemer und in Form vora-helikalen
Fasern.

Die verschiedenen Aggregate wurden ferner mit Hila Rontgenbeugungsstudien (WAXS)
charakterisiert. Neben der Mischung mit dem Verhiélvon r[VW19/VWO01] = 0,5 wurden
ebenfalls VW19 im amyloiden Zustand und VWO01 zumrgieich untersucht. Die
entsprechenden konzentrierten Proben wurden tbkremee\WWochen unter atmospharischen
Bedingungen im 1,5 mL Eppendorf getrocknet. Dalret die Aggregate in den Proben nicht
ausgerichtet und fuhren zu isotropischen zweidinogaéen WAXS Mustern, die als
Grundlage fur das in Abbildung 120 gezeigte eindisi@nale Beugungsprofil azimutal

gemittelt wurden. Zum eindimensionalen Beugungsipriof Abbildung 120 wurde das
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Beugungsprofil (griin) aus Abbildung 73 der Proba W&V19 mit ausgerichteten amyloiden
Fibrillen als Referenz hinzugefiigt. Es weist eineaioriale Reflexion (B1) von d =r#j =

10 A auf, was dem Abstand lateraler Wechselwirkander S-Faltblattstrukturen tber die
Aminosaureseitenketten entspricht, eine scharféeien (B2) bei 4,7 A, was dem Abstand
der Wasserstoffbriicken zwischen dgdraltblattstrukturen entspricht, und einer weiteren
Reflexion (B3) bei 3,8 A, die bereits bei amylg#Kristalliten beobachtet wurd@’® 57"

Die drei isotropischen Proben, d.h. VW19 (schwax&)y01 (blau) und die Mischung mit
rfVW19/VWO1] = 0,5 weisen verschiedene diffuse Refbnen zwischen 0,5 and 0,8'And
eine Maximum bei 1.44 A und einige scharfe Reflexionen auf. Das ModellipeptW19
(schwarz) zeigt die typischen Reflexionen amyloilggregate (B1, B2). Die dritte Reflexion
B3 ist moglicherweise vom breiten Maximum um 1,43iferlagert. Dieses breite Maximum
ist in allen isotropischen Proben, jedoch nichtder Probe mit ausgerichteten amyloiden
Fibrillen des VW19 (grin) zu erkennen, so dass dméglicherweise auf die spezifische
Probenpréparation zurtckgefuhrt werden kann. Dasldiffeeptid VW01 (blau) zeigt eine
scharfe Reflexion bei d = 5.08 A (A1), die typisiili ein a-helikalesCoiled Coil in dem
Abstand zwischen den Windungen zugeschrieben wetdem®® Die Mischung mit
rfVW19/VWO01] = 0,5 (rot) zeigt eine ,Schulter amedte einer scharfen Reflexion an gleicher
Position, was auf die Bildung-helikaler Strukturen deutet. Die diffuse Reflexmmischen q

= 0.5 und 0.8 A lasst sich dem Abstand zwischen dehlelices innerhalb einegZoiled Coit
Struktur mit entsprechenden 8-12 A zuschreibend®éklikalen Proben, d.h. VW01 und die
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Abbildung 120: Azimutal gemittelte WAXS Streuungsprofile von VW19 (schwarz), VW01 (blau)
und der gemischten Probe (rot) mit r[[VW19/VWO01] = 0,5. Als Referenz wurde das Streuungsprofil
der ausgerichteten amyloiden Fibrillen von VW19 (griin) hinzugefuigt. Das eingelassene Bild zeigt
eine schematische Darstellung eines Biindels mit hexagonal gepackten trimeren Coiled-Coil-
Fasern mit der Gitterkonstanten a (in 10 mM Azetat-Puffer, 0,1% NaNg, pH 4,0).
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Mischung r[VW19/VWO01] = 0,5, zeigen zusétzliche adb Reflexionen: H1, H2 und H3.
Diese Reflexionen sprechen fir eine zweidimensehakagonale Packung einzel@ailed
Coil-Fasern senkrecht zur Faserachse, da das Verhdénisetreffenden Absténde sich als
1~1:1N3:1N4 ausdriicken 1as5% > Der Abstand von Zentrum zu Zentrum entspricht fiir
das Modellpeptid VWOL1 einer Lange von 23,7 A, wosieh die Gitterkonstante mit Hilfe

der Reflexion g und die Gleichunga = 41V3(two) berechnen lasst. Der entsprechende
Abstand fiir die VW19/VWO01-Mischung ist dabei mit,84A etwas groRer. Unter der
Annahme, dass sich die individuellerhelikalen Fasern nur durch den Trocknungsvorgang
zu dicht gepackten Bindeln zusammenlagern, kénmese dVerte als Durchmesser einer
individuellen Faser betrachtet werden. Diese W&tgben im Einklang mit dem Durchmesser
einer typischen trimere@oiled CoilSuperhelix, die durch Analyse von Kristallstrulenr
bestimmt wurdé®®® Unter Beachtung der begrenzten Auflésung stehesediVerte auch im
Einklang mit der Bestimmung des Durchmessers dutieh Elektronenmikroskopie. Die
Bundelung individueller Fasern wurde in Kryo-TEM{Aahmen nicht beobachtet, so dass
man annehmen kann, dass dies auf Konzentrieruegsefbzw. auf den Trocknungsvorgang
bei der TEM Probenpraparation zurtickgefiuihrt werkiam. Damit unterscheiden sich dre
helikalen Fasern von denen, die zum Beispiel dut@h Arbeitsgruppe von Woolfson
untersucht worden sirtf” Diese zeigen eine hohe Tendenz zur Biindelung,jetmsh im

Design begrundet liegt.

11.3 Mischungssystem RR0O1 und VW01

Das Modellpeptid RRO1 bildet im Gegensatz zu VWa8/laide Fibrillen bei neutralem pH-
Wert. Auch in diesem Fall wurde der Effekt von VW8S die Aggregation getestet. Daflr
wurden Losungen mit dem Modellpeptid RRO1 mit eikenstanten Konzentration von 200
UM ebenfalls mit verschieden Verhéltnissen an VWelsetzt und mit CD-Spektroskopie,
Thioflavin T basierte Fluoreszenzspektroskopie @tektronenmikroskopischen Methoden
untersucht.

Die Ergebnisse der CD-Spektroskopie zeigen im Woteed zum reinen RRO1 fur die
Mischungen mit r[RR01/VWO01] = 1, 0,5 und 0,3 zweinkha bei 208 und 222 nm, die
typisch fir einea-helikale Konformation sind. Alle drei Mischungshéftnisse zeigen mit
fortschreitender Inkubationszeit eine Reduzierueg Minimums bei 208 nm in Relation zum
zweiten Minimum bei 222 nm, jedoch kein klares dkégristisches Spektrum (6
Faltblattstrukturen mit einem Minimum bei 218 nnie Thioflavin T-Fluoreszenzstudien

zeigen einen konzentrationsabhangigen Effekt aAdjgregation von RR01. Jedoch scheint
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Abbildung 121: Zeitabhéngige Entwicklung der CD-Spektren von RRO01 in Gegenwart
verschiedener Konzentration an VWO01(A) r[RRO1/VWO01] = 1, (B) r[RRO1/VWO01] = 0,5, (C)
rfVW19/VWO01] = 0,3. (Peptidkonzentration RR0O1 = 200uM, in 10 mM Phosphat-Puffer, 0,1% NaNs3,
pH 7,4) (D) Kinetik der Fibrillenbildung von RRO1 in Abh&ngigkeit von verschiedenen Konzentration
VWO01. (Peptidkonzentration RRO1 = 200uM, in 10 mM Phosphat-Puffer, 0,1% NaNs, pH 7,4; 10
UM ThT).

es mit VWOL1 in den Mischungen mit r[RR01/VWO01] udd 0,5 im beobachten Zeitraum nur
zu einer Verlangsamung der Kinetik der Aggregaiarkommen. Die Probe r[RR01/VWO01]
= 0,33 zeigt nahezu vollstandige Inhibition im Baobtungszeitraum von 120 h. Jedoch
zeigte eine Uberprifung der Fluoreszenzintensaahrzwei Wochen nur noch eine ca. 80%-
ige Inhibition, was den Trend, d.h. eine Verlamgsag der Aggregation von RRO1,
bestatigt. Im Vergleich zur reinen RRO1-Probe zeigee TEM-Aufnahmen von RRO1 in
Gegenwart von VWO0L1 nicht die typische Morphologmyéider Aggregate von RRO1. Die
Bildung trichter- und banderférmiger Aggregate kanitht mehr festgestellt werden
(Abbildung 50, B, C). Neben kleinen Partikeln sijatloch selbst in der Mischung mit
r[RRO1/VWO1] =4 verdrillte fibrillare Aggregate detektierbar, sasd man nicht von einer
vollstandigen Inhibition sprechen kann, wie dieldpeskopischen Studien vermuten lassen.
In sehr seltenen, aber nicht reproduzierbaren malleRen sich Fasern ahnlich dem
Mischungssystem von VW01 und VW19 feststellen (Adioig 50, B). Man muss daher zu
dem Schluss kommen, dass VWO0L1 bei den gewahltegrsirdhungsbedingungen nicht in der

Lage ist, die Aggregation von RRO1 wie im Fall wsw18, durch Bildung vora-helikalen
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Abbildung 122: TEM Aufnahmen verschiedener RR0O1/VWO01 Mischungen. (A) RR01 200 uM, (B)
r[RRO1/VWO01] = 0,5; (C) r[RR0O1/VWO01] = 0,5; (D) r[RRO1/VWO01] = ’5. ([RRO1] = 200 pM, in 10
mM Phosphat-Puffer, 0,1% NaNs, pH 7,4).

I6slichen Oligomeren oder im Fall von VW19 durchldBng von a-helikalen Fasern,
vollstéandig zu inhibieren. Eine Interaktion zwisohgWO01 und RRO1 kann aufgrund der
spektroskopischen Daten und aufgrund der Tatsatdms die Morphologie der amyloiden
Fibrillen nicht mit dem reinen RRO1 vergleichbat; isicht ausgeschlossen werden. Zudem
zeigt VW01 mit 600 uM in der Mischung mit dem Vaitnis r[RR01/VWO01] =4 nicht die
Tendenz zur Bildung typischer-helikaler Aggregate wie es laut der Charakternisigrvon
VWO1 der Fall sein misst, was fur eine Interaktmait RRO1 spricht. Zusammenfassend
gesagt, sind die Ergebnisse des Mischsystem RROQAVWcht eindeutig, wie die zuvor
beschriebenen Mischungssysteme. Die AggregationMimdellpeptids RRO1 ist selbst in

einem dreifachen Uberschuss an VW01 nicht vollstird inhibieren.
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11.4 Mischungssystem RRO1 und FFO3

Inspiriert durch die Ergebnisse des Mischsystemsl9Wnd VW01 kam ich schliel3lich zur
Uberlegung, dass ei@oiled Coitbasiertes Peptid mit einer hohen Tendenz zu Bgdemn
helikaler Aggregate moglicherweise eine grofRerébitdrische Wirkung entfalten kann. Zu
diesem Zweck wurde das Peptid FFO3 mit dem Zigbdéseine héhere Tendenz zur Bildung
von a-helikalen Aggregaten zu zeigen als VWO01. Als Basgsnt das Design von VW19, das
bei neutralen pH-Wert-helikale Fasern bildét*® %32 *83|m Vergleich zur Priméarstruktur
von VW19 wurden fur das Peptid FFO3 die Valind,jic, undf-Position durch die geladenen
Aminosauren Glutamat und Lysin ausgetauscht, s@ d@s Peptid keine Tendenz fir
FFaltblatt-Konformation mehr aufweist und nicht mdihig ist, amyloide Fibrillen zu
bilden. Die Ergebnisse der TANGO und AGADIR-Kalkidmen zeigen im Vergleich zu
VW19 deutlich die Erh6hung der Tendenz zur Bildunelikaler Strukturen und das Fehlen
einer amyloiden Kernsequenz (Abbildung 123, C)e DD-Spektren von 200 uM zeigen zu
Beginn der Inkubationen die zwei charakteristischémma bei 208 und 222 nm, die typisch
fur einea-helikale Konformation sind. In Abhangigkeit vonrdgeit nimmt das Minimum bei
208 nm relativ zum zweiten Minimum bei 222 nm abe Bntwicklung ist charakteristisch fur
CD-Spektren am-helikalen Aggregaten und lasst sich auf Streuuifejde zurtickfihref®”!
Die TEM-Aufnahmen von einer 200 uM FF03-Probe zeigkutlich die Bildung von
fadenartigen Aggregaten, die sich dariber hinaus Bzimdeln zusammenlagern. Die
Bindelung ist ein klarer Unterschied zu der Morplg@ der Fasern des Modellpeptids
VW19 bei neutralem pH. An einigen Stellen ist esedir dichte, hochgeordnete Packung der

A C
14 4
o 27 ——— AGADIR
5 —— TANGO
» 10 o e —
x
a s
<
19
< 64
o
[CRr
=z
=L
B FFO3 o)
- --abocdefg - - - 2T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
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Abbildung 123: (A) Helical wheel — Darstellung, blaue Unterlegung entspricht einer berwiegend
positiv-geladenen Lysin-Doméane und (B) Primarstruktur vom Modellpeptid FFO3 (C) Ergebnis der
Analyse der Primarsequenz von FF03 mit den Algorithmen TANGO und AGADIR bei pH 7.4 und
Raumtemperatur.
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Abbildung 124: Zeitabhangige Entwicklung der CD Spektren von FF03 ([FF03] = 200 uM, 10 mM
Phosphat-Puffer, 0,1% NaNz, pH 7,4)

Fasern zu erkennen. Im Gberwiegenden Teil sindrdsern jedoch eher locker gebiindelt und
wachsen mitunter ineinander, so dass die dichte hwmchgeordnete Packung auch auf
Praparationseffekte zurtickgefuhrt werden kann. Bimdelung vonCoiled Coilbasierten
Fasern beruht auf nicht-kovalenten Wechselwirkungerzwischen den
l6sungsmittelexponierten Positiondn ¢, und f.°%% %83 Dje Positionenb, ¢ und f sind
Uberwiegend mit positiv geladenen Lysin- und neggéladenen Glutamatresten besetzt, so
dass man von elektrostatischen Wechselwirkungengetwesn kann. Jedoch ist eine
durchgéngige hochgeordnete und dichte Packungerenfar zu den designt&oiled Coit
basierten Fasern der Arbeitsgruppe D.N. Woolfsamtnzu erkenneli’®! Damit weist das
Modellpeptid FFO3 die geforderten Eigenschaften &# zeigt eine erhdhte Tendenz zur
Bildung a-helikaler Fasern. Der néchste Schritt bestand er tntersuchung des

inhibitorischen Potentials in Gegenwart des amylgghen Modellpeptids RR0O1. Die CD-

Abbildung 125: (A) TEM-Aufnahme von FFO3 (Peptidkonzentration = 200uM, 10 mM Phosphat-
Puffer, 0,1% (w/w) NaN3z, pH 7,4; 0,1% PTA).
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Abbildung 126: (A) CD-Spektren und (B) ThT-Assay der Mischung mit rfRR01/FF03] = 0,5. (RRO1
Peptidkonzentration = 200uM, in 10 mM Phosphat-Puffer, 0,1% (w/w) NaNs, pH 7,4, 20 uM ThT).

Spektren fur die Mischungen mit rf[RRO1/FF02] = @g&igen im Unterschied zum reinen
RRO1, das nativ ungeordnet vorliegt, zwei fur eirkelikale Konformation charakteristische
Minima bei 208 und 222 nm. Das deutet stark aufl#iierfiihrung des nativ ungeordneten
RRO1 in einea-helikale Struktur hin. Im Unterschied zum reindf0B ist das Minimum bei
208 nm von Beginn der Inkubationszeit an relatimzaweiten Minimum bei 222 nm
reduziert, was fiir eine rasche Bildumghelikaler Fasern spricht” Die Ergebnisse des
Thioflavin T-Assays der Mischungen mit r[RRO1/FF02]0,5 zeigen im Vergleich zum
reinen RRO1 keinen charakteristischen Anstieg deorEszenz bei 485 nm, was flur eine
vollstandige Inhibition der Bildung amyloider Aggee spricht. Kryo-TEM-Aufnahmen
zeigen keine typischen amyloiden Fibrillen des Mipéptids RRO1. Es sind nur lange Fasern
erkennbar, die sich zu eher lockeren Bindeln vereinDie Ergebnisse der CD-

Abbildung 127: Kryo-TEM-Aufnahme von RRO1/FF03 Mischung mit r[RRO1/FF03] = 0,5 (RRO1
Peptidkonzentration = 200uM, in 10 mM Phosphat-Puffer, 0,1% (w/w) NaN3, pH 7,4).

163



Inhibition der Modellpeptide

Spektroskopie, des Thioflavin T-Assays und der Etelenmikroskopie stehen im Einklang

miteinander und sprechen fir eine vollstandige ditilbin der Bildung amyloider Fibrillen

unter Ausbildung vomr-helikalen Fasern.

11.5 Mischungssystem a-AH und (AH-V

Mit diesen Modellpeptiden sollte Uberpruft werdenp das Inhibitionsprinzip der
Stabilisierung der helikalen Konformation auf amgbtgene Peptide, die keine
charakteristischeCoiled CoilErkennungsdomanen aufweisen, ubertragbar ist. fDuatie
Zugabe von 5 % HFIP, ein Lésungsmittel, dass disbdung vona-helikalen Strukturen
unterstitzt, konnte die Bildung vghFaltblatt-reichen amyloiden Fibrillen vghAH-V unter
Ausbildung einerr-helikalen Struktur angezeigt durch zwei charaktesthe Minima bei 208

und 222 nm inhibiert werden (Abbildung 128). DiesEgperiment zeigt, dass die
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Abbildung 128: CD Spektren von SAH-V bei 5 % HFIP (Peptidkonzentration = 100uM,10 mM
Phosphat-Puffer pH 7,4, 0,1% NaN3 5% HFIP).

Peptidsequenz vom3-AH-V helikale Elemente aufweist, die sich durchtspmechende
Liganden ansprechen lassen. Der Effekt dekelikalen Modellpeptidsa-AH auf den
Aggregationsprozess vgiAH-V wurde mit Hilfe von CD Spektroskopie, ThTuélreszenz
und Elektronenmikroskopie bei neutralen pH-Wertessuicht. Die Probe vof-AH-V ohne
Gegenwarta-AH zeigt im ThT-Assay eine rasche Aggregation odas Verstreichen einer
Nukleationszeit zu Beginn des Aggregationsprozessebei das Maximum des Fibrillen
bereits nach 5 h erreicht wird. Fir eine aquineldischung augr-AH und S-AH-V ist ein
klare inhibitorische Wirkung innerhalb einer Ink@ibaszeit von 24 h im ThT-Assay
festzustellen (Abbildung 129). Die CD Spektren eeidlir die aguimolare Mischung einen zu
den CD-Spektren voa-AH vergleichbaren Verlauf mit zwei Minama was &ine a-helikale

Konformation spricht. Innerhalb des Beobachtundsma@mnes von 48 h ist lediglich eine
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Abbildung 127: Thioflavin-T Assay. Charakteristischer Anstieg der ThT- Fluoreszenz bei 485 nm
aufgrund der Bindung des Farbstoffs an amyloiden Aggregaten von S-AH-V (A, C) ohne und in
Gegenwart von a-AH (B, C). (D) CD Spektren fir eine aquimolare Mischung von a-AH und [AH-
V. (Peptidkonzentration = 100puM,10 mM Phosphat-Puffer pH 7,4, 0,1% NaN3).

leichte Reduzierung des Minimums bei 208 nm fesédiesm (Abbildung 129, D). Zur
weiteren Uberprifung der inhibitorischen Wirkungw@AH auf die Aggregation vog-AH-
V wurde TEM Aufnahmen3-AH-V nach 48 h mit und ohne Gegenwart des Peptids

gemacht. In Gegenwart vamAH waren keine amyloide Fibrillen zu detektier&ediglich

A B
Abbildung 130: (A) Amyloide Fibrillen des Peptids /AH-V und (B) das Peptid SAH-V in

Gegenwart von a-AH nach einer Inkubationszeit von 48 h (Peptidkonzentration = 100uM,10 mM
Phosphat-Puffer pH 7,4, 0,1% NaN3 0,1% PTA).

165



Inhibition der Modellpeptide

kleinere Partikel konnten festgestellt werden, imagesamt fur eine Inhibition durch Bildung
helikaler Oligomere spricht (Abbildung 130, B).

11.6 Mischungssystem Pseudopeptid PP1 mit VW18 und RRO1

Wie bereits im Kapitel 6Eingriff in den Prozess der Bildung amyloider Aggate
beschrieben, sind eine Reihe peptidbasierter uraht-peptidbasierter Inhibitoren zur
Inhibition der amyloiden Aggregation entwickelt wlen. Ein Grol3teil der peptidbasierten
Inhibitoren nimmt amyloidogene Kernsequenzen alsgamgspunkt, die zur Optimierung
ihrer Eigenschaften modifiziert werden. Zu dieserodMizierungen gehért z.B. die
Einfuhrung von N-methylierten Aminoséauren, Estend@ingen oder auch die Einfihrung der
Aminosaure Prolin als Sekundarstrukturbrecher.dnAtbeitsgruppe von Prof. Stefan Hecht
(HU Berlin) designte und synthetisierte man einaen&lasse von Pseudopeptiden auf der
Basis von Bis—(Thioharnstoff)hydrazidg’ﬁ‘f] Diese Verbindungen wurden im Wesentlichen
nach folgenden Designprinzipien entwickelt: Sie Itenl &hnlich wie peptidbasierte
Verbindungen mit N-methylierten Aminosauren die Bildung von
Wasserstoffbriickenbindungen blockieren, die Agdiega von Faltblattstrukturen
unterbinden und die Tendenz zur Aggregation desbitoins selbst herabsetzEfY Diese
Eigenschaft wird durch die Verwendung von ThiohtofisgKomponenten verstarkt, da dieser
Schwefel statt des Carbonyl-Sauerstoffs einer nkmaPeptidbindung als deutlich

schwacheren  Wasserstoffbriickenbindungspartner t@tBf Die Einfuhrung der

¥ % ¥ % Blockierung der Bindung
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Abbildung 131: Inhibition der amyloiden Aggregation durch einen multivalenten Inhibitor,
basierend auf Bis(Thioharnstoff)hydraziden (verandert nach Lit.[584]). Chemische Struktur des hier
untersuchten Di-Thioharnstoff-hydrazids mit PEG-Einheiten an den Termini zur Steigerung der
Loslichkeit in Wasser, die im Rahmen dieser Arbeit als Pseudopeptid 1 (PP1) bezeichnet wird.
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Thioharnstoff-Komponenten fihrt jedoch auf der ardeSeite zu einer erhéhten Tendenz zur
Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen, da engiéich zur normalen Peptidbindung
die zwei Amidprotonen des Thio-Harnstoffs deutligzider sind®®? Die Harnstoff-
Komponenten sind tber eine Hydrazid verbunden, des¥erwendung von Aminosauren-
Synthesebausteine zur Modifizierung der gesamteminv@ungen erleichtert. Das Konzept
der Inhibition um das hier untersuchte Pseudopeptidn Abbildung 131 dargestellt. Die
chemische Struktur des untersuchten Pseudopep(ieR 1) entspricht einem Peptid aus drei
Aminosauren mit Alaninseitenketten an den dreieteentren jeweils in S-Konformation. An
den Termini befinden sich polare Triethylenglycatten zur Steigerung der Ldslichkeit in
wassrigen Losungen.

CD-Spektren von PP1 bei neutralem pH-Wert zeigan Maximum um 220 nm. Die
Konformation andert sich nicht mit hoheren Konzatibnen und nicht mit der Lange der
Inkubationszeit (Abbildung 13%upportingsvon Lit. ®®¥). Die Wirkung des Pseudopeptids
in Gegenwart des Modellpeptids VW18 und des Moagljpls RRO1 wurde bei neutralem
pH-Wert getestet. Beide Modellpeptide bilden beutredem pH-Wert amyloide Fibrillen,
zeigen jedoch mit einera-Helix bzw. ungefalteten Struktur verschiedene Aumsgs-
konformationen. Die Untersuchung des Inhibitionsptils von PP1 auf die Aggregation
von VW18 und RRO1 wurde mit Hilfe der CD-Spektrogieound Thioflavin T Fluoreszenz-
Studien sowie Elektronenmikroskopie durchgefiihrie BCD-Spektren von VW18 in
Abhangigkeit von verschiedenen Inkubationszeiteddan Mischung PP1 im r[VW18/PP1] =
0,5 und r[VW18/PP1] 24 zeigen trotz der Anwesenheit von PP1 die von V\WWé&Bannte

Anderung der Konformation vom-Helix zu S-Faltblatt. ThT Fluoreszenz-Studien wurden
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Abbildung 132: (A) CD-Spektren von verschiedenen Konzentrationen an Pseudopeptid 1 (B) CD-
Spektren von 100 uM PP1, gemessen zu unterschiedlichen Zeitpunkten (10mM Phosphat-Puffer,
pH 7,4, 0,1% NaNs3).
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Abbildung 133: CD-Spektren von VW18 in Gegenwart von PP1 (A) r[VW18/PP1] = 0,5 (B)
rIVW18/PP1] = % (C) Kinetische Fibrillenbildung von VW18 im ThT-Assay in Abhangigkeit von
verschiedenen Konzentrationen PP1 (VW18 Peptidkonzentration 100uM, 10mM Phosphat-Puffer,
pH 7,4, 0,1% NaNs3).

mit einer Mischung mit r[VW18/PP1] = 1 und mit r[V18/PP1] = 0,5 durchgefuhrt. Die
Anwesenheit von PP1 fuhrt zum einen zu einer Vgdamung der Kinetik und zum anderen
zu einer konzentrationsabhangigen Reduzierung @@malen Fluoreszenzintensitat, jedoch
nur in einem geringen Ausmal3. Die Mischung r[VWEIP= 0,5 mit dem hochsten hier
unersuchten Anteil an PP1 zeigte nur eine Reduktiarca. 20%. Die Daten des Thioflavin
T-Assays stehen somit im Einklang mit der CD-Spedtopie. Die Daten der Spektroskopie
wurden im Fall im von VW18 durch elektronenmikroplszhe Studien erganzt. Die
Abbildung 134, A zeigt eine Kryo-TEM-Aufnahme ded@®puM PP1 in 10 mM Phosphat-
Puffer. Es sind kleinere Partikel mit einem Durcser von 2,6 £ 0,8 nm zu erkennen, was
maoglicherweise auf die Bildung von Mizellen schief¥lasst. Die Abbildung 134, B zeigt
eine TEM-Aufnahme der Mischung r[VW18/PP1] = 2. &sd die typischen verdrillten
amyloiden Fibrillen des VW18 erkennbar. Eine Venhg der Morphologie durch PP1 ist
nicht nachweisbar. Dartiber hinaus sind vereinzieéte Partikel erkennbar, die mit den
Partikeln in der Kryo-TEM-Aufnahme der reinen PRbde vergleichbar sind und daher
maoglicherweise die PP1 Mizellen oder auch Mischaggre mit VW18 darstellen. Die
Partikel sind im Unterschied zur Kryo-TEM-Aufnahrhell aufgrund der Kontrastumkehr
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Abbildung 134: (A) Kryo-TEM-Aufnahme von Pseudopeptid 1 [500uM], (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 uM in 10 mM Phosphat-Puffer, 0,1% NaNs, pH 7,4).

gegenuber der TEM-Aufnahme. Die Abbildung 134, Ggzeeine TEM-Aufnahme der
Mischung r[VW18/PP1] = 0,5. Es ist eine hohere Meng Partikeln deutlich erkennbar, was
sich auf die héhere Konzentration von PP1 zuriiagiditifésst. Jedoch ist die Morphologie der
amyloiden Fibrillen von VW18 in keiner Weise verand Die Abbildung 134, D zeigt eine
Kryo-TEM-Aufnahme der Mischung r[VW18/PP1] = 0,%Fllen von VW18 mit der TEM-
Aufnahme vergleichbaren Morphologie. Damit stehéa elektronischenmikroskopischen
Studien im Einklang mit den Ergebnissen der Spsktpie Im Vergleich zu VW18 ohne
PP1 scheint das Pseudopeptid lediglich die konfoomelle Anderung zu verzégern, wobei
die Mischung mit r[VW18/PP1] # die konformationelle Anderung spater durchlaust die
Mischung mit r[VW18/PP1] = 0,5.

Die Anwendung von PP1 auf RRO1 flhrte ebenfallhtniour Inhibition der amyloiden
Aggregation. Wie die CD-Spektren und der ThT-Aszgaigen, ist PP1 nicht in der Lage, die
Bildung von f-Faltblattstrukturen und amyloiden Aggregaten zuhwelern. Die CD-
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Abbildung 135: CD-Spektren von RRO1 in Gegenwart von PP1 (A) r[RRO1/PP1] = % (B)
rf[RRO1/PP1] = 0,5 (C) Kinetische Fibrillenbildung von RRO1 im ThT-Assay in Abhangigkeit von
verschiedenen Konzentrationen PP1 (RRO1 Peptidkonzentration 100uM, 10mM Phosphat-Puffer,
pH 7,4, 0,1% NaNs3).

Spektren mit r[RRO1/PP1] %4 und 0,5 zeigen eine konformationelle Anderung von
ungefaltet mit einem Minimum bei ca. 200 nm ZuFaltblattstrukturen mit einem
charakteristischen Minimum bei 218 nm. Doch im Veidh zu RRO1 ohne PP1 verlauft
diese konformationelle Anderung langsamer, dennM@mémum bei 218 nm wird in der
Mischung mit rfRR01/PP1] % zwischen 48 und 72 h erreicht. Der Thioflavin TsAg mit
der Mischung r[RRO1/PP1] % und 0,5 im Vergleich zu RRO1 ohne PP1 zeigt elfisnfa
einen konzentrationsabhéngigen verlangsamten &oheth Verlauf der Aggregation und
geringere Reduktion der Fluoreszenzintensitat. cledidghren selbst 3 eq. PP1 nicht zu einer

Uberzeugenden Inhibition der Aggregation.

11.7 Einfuhrung des amyloidogenen Modellpeptids VW1 8 in eine zellulare
Umgebung

Synthetische Peptide ermdglichen das rationale gdesion effizienten Inhibitoren und

eroffnen Wege molekulare Wechselwirkungen zu baessén. Jedoch besitzen Peptide im
Allgemeinen nur eine geringe Fahigkeit die Zellmeambzu Gberwinden und in eine Zelle
einzudringen. DarUber hinaus zeigen sie eine gerimgtabolische Stabilitat gegenuber

Proteasen. Die Kombination aus einer peptidbasidgfmponente mit einem Polymer kann
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helfen diese Nachteile zu Gberwinden, wie es l®irivergangenen Studien gezeigt werden
konntel®8> 58¢]

In einer Kooperation mit M.Sc. Katharina Koschelf® aus der Arbeitsgruppe von Prof.
Jorg Rademann (FMP, Universitat Leipzig) wurdernsdi®rinzipien auf die Inhibition der
amyloiden Aggregation innerhalb einer zellularen gétoung angewandt. Dazu wurde das
System aus dem amyloidogenen Peptid VW18 und ddikalem Inhibitor VW01 gewahlt.
Beide Peptide sollen in eine zellulare Umgebunggefihrt werden, um sowohl die
Auswirkung der amyloiden Aggregation des Modellppd/W18 als auch die Inhibition der
Aggregation durch VWO1 innerhalb einer zellularemmd@ébung zu untersuchen. Das
Modellpeptid VW18 aggregiert bei physiologischem-YHrt und die Aggregation lasst sich
in der Mischung mit VWO1 gut inhibieren (sieKapitel 11.1 Mischungssystem VW18 und
VW0]). Das von M. Sc. Katharina Koschek entwickelte Kept zur Einfihrung
amyloidogener Modellpeptide in eine zellulare Umgedp ist in Abbildung 136 dargestelit.
Das Modellpeptid VW18 muss dazu chemisch modifizieerden. Anstatt der UV-aktiven
chromophoren Gruppe Abz wurde N-terminal die flsaenzaktive Verbindung [5-(und-6)-
Carboxytetramethylrhodamin] tber einen Aminohelxylker kovalent an VW18 gebunden.
Dies ermoglicht die Beobachtung des Peptids infiertier zellularen Umgebung mit Hilfe
der Lifte-TimeMikroskopie. Die Aufnahme der Peptide in die Zellsvird durch die
Konjugation mit einem Polymer gewahrleistet. Diefesymer ist Uber ein lichtsensitives
Cumarin-Derivat an das Modellpeptid kovalent gelmm@Abbildung 137). Das gebundene
Polymer soll zum einen die Aggregation von VW18hiedern und aul3erdem die Aufnahme

lichtsensitive ]
Gruppe & ) Polymer

% - “!
o O8O =» R
»

Polymg l" \
l, : lichtsensitive

‘ Gruppe

modifiziertes Modellpeptid
VW18

amyloide Fibrille

Abbildung 136: Schematische Darstellung des Konzepts der Einfihrung amyloidogener
Modellpeptide in eine zellulare Umgebung.
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Abbildung 137: Variationen des Modellpeptids VW18 mit cysteinyliertem Cumarin-Derivat in der
Seitenkette von Lysin an der Position 9 oder 16.
durch die Zellen vermitteln. Innerhalb der Zelleenk durch die Einwirkung von Licht und
der daraus folgenden Zerstérung des Cumarin-Deridas Peptid vom Polymer getrennt
werden, wodurch die Aggregation von VW18 innertagb Zelle ausgeldst werden soll.
Das Peptid VW18 wurde zunachst mit Hilfe der Feafgm-Synthese synthetisiert. Fur die
Aminosauren Lysin an Position 9 bzw. 16 wurde Mischitztes Lysin verwendet. Diese

Schutzgruppe lasst sich unter leicht sauren Bedigg selektiv abspalten, so dass das von

(6]
HOW Co’/\is T(S\C12H25
NC S
HN G HN Q
R1
SR?

HPMA-Thioester-Copolymer

SH
0 -RSH 0

)J\/\ Peptide

Polymer” “SR H,N” " Peptide Polymer @
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S-N-Acylwanderung

SH
O

Polymer)J\” Peptide

Abbildung 138: Kupplung des Polymers an TAMRA-VW18-BHC-Cys durch native chemische
Ligation (Lit.*®™).
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M.Sc. Katharina Koschek synthetisierte Cumarin-arimit der Cysteinfunktion zu den in
Abbildung 137 gezeigten Produkten an VW18-TAMRA gaBelt werden konnte. Diese
Positionen wurden ausgewahlt, da sie wahrscheimtiater Nahe bzw. Teil des amyloiden
Kerns sind, so dass eine Modifizierung an diesellé&Ssehr wahrscheinlich die Aggregation
von VW18 verhindert. Anschliel3end wurde das modifiz VW18 vollstandig von der festen
Phase abgespalten und mit Hilfe der nativen chdmaisd.igation von M.Sc. Katharina
Koschek an das Polymer gekuppelt (Abbildung 138).

Zunachst wurde mit Hilfe vom vitro Experimenten gezeigt, dass das Peptid VW18 mit der
Uber einen Aminohexylinker gekuppelten fluoreszenzaktiven Verbindung TAMRA im
Vergleich zu VW18 mit UV-aktiven Abz-Gruppe am N#@nus immer noch amyloide
Aggregate bildet. Die CD Spektren zeigen einen @&onétionellen Wechsel von einer
helikalen Struktur, angezeigt durch zwei charaktethe Minima bei 208 und 222 nm, hin zu
einer S-Faltblattstruktur mit einem charakteristischen Miom bei 218 nm innerhalb von 12
Stunden. Dies steht im Einklang mit den CD Spektven VW18 mit UV-aktiven Abz-
Gruppe (siehe 10.Goiled Coilbasiertes Modellpeptid VW18). In der TEM-Aufnahmach
24 Stunden Inkubationszeit lassen sich Aggregatbwmeisen, deren Morphologie sich jedoch
von VW18 mit der UV-aktiven Gruppe Abz unterschei(i@ehe 10.3oiled Coitbasiertes
Modellpeptid VW18).

1 —05h
15-%@ — sh
10—,\./*-"' —_— 12 h
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Abbildung 139: (A) CD Spektren TAMRA-VW18 zu unterschiedlichen Inkubationszeiten (B) TEM-
Aufnahme TAMRA-VW18 in aggregierten Zustand nach 24 h (TAMRA-VW18 Peptidkonzentration
100uM, 10mM Phosphat-Puffer, pH 7,4, 0,1% NaNs)

Der Nachweis von amyloiden Aggregaten mit Hilfe &&woreszenzspektroskopie und dem
Fluoreszenzfarbstoff Thioflavin T ist nicht gelumgeDie Anregung bei 450 nm flhrt hier
nicht zu einem charakteristischen Emissionsmaxinb@m485 nm wie beim urspriinglichen
VW18 (Abbildung 140). Die Anregung bei 546 nm fllddgegen zu einer fir TAMRA
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Abbildung 140: Fluoreszenzspektren von TAMRA-VW18 jeweils fuir die Anregung bei 450 nm, die
Wellenlange fir die Anregung von Thioflavin T, und fir die Anregung bei 546 nm, die Wellenlange
fur die Anregung von TAMRA (TAMRA-VW18 Peptidkonzentration 100uM, 10mM Phosphat-Puffer,
pH 7,4, 0,1% NaN3, 20 uM ThT)

charakteristischen Emission um 600 nm. Die Anregbeig450 nm (ThT) fuhrte in diesem
Bereich ebenfalls zu einem kleinen Maximum um 600 so dass man schlussfolgern kann,
dass durch die Anregung bei 450 nm die TAMRA-Grugpgeregt wird und nicht das
Thioflavin T (Abbildung 140).

Des Weiteren wurde CD-Spektroskopie mit TAMRA-VWK8J-BHC mit dem an der
Lysinposition gebundenen Cumarin-Derivat durchgefiBazu wurde eine Stammldsung
von TAMRA-VW18(K9)-BHC in Phosphat-Puffer geteiltnd einmal im unbelichteten
Zustand und nach einer Belichtungszeit von 30 m&m 812 nm mit Hilfe der CD-
Spektroskopie untersucht (Abbildung 141). CD Smgktivon TAMRA-VW18(K9)-BHC im
unbelichteten Zustand zeigt eing-helikale Konformation mit zwei charakteristischen
Minima bei 208 und 222 nm. Es ist durchaus bemesiert, dass trotz der Modifikation das
Konjugat TAMRA-VW18-BHC wie das urspriingliche VW e a-helikale Konformation
annimmt. Ein konformationeller Wechsel von einerlikaden Struktur zu einerf
Faltblattstruktur, wie es fir das unmodifizierte \Y8/der Fall ist konnte nicht nachgewiesen
werden. Im Gegensatz dazu zeigte das durch dietBehg von TAMRA-VW18(K9)-BHC
zu TAMRA-VW18 veranderte Peptid eine konformatid@eAnderung von dem-helikale
Konformation mit zwei charakteristischen Minima 1288 und 222 nm nach 48 Stunden zu
einem Spektrum mit einem Minimum bei ca. 224 nms @&af eingG-Faltblattstruktur deutet,
wobei das Minimum im CD Spektrum von der charaktesthen Wellenlange bei 218 nm in

Richtung hoherer Wellenlange verschoben ist. Diemnk mdglicherweise auf die
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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 Loslésung des Polymers (TAMRA-VW18-BHC
Peptidkonzentration 50uM, 10mM Phosphat-Puffer, pH 7,4, 0,1% NaNs).

Anwesenheit des Polymers und der restlichen Kommuenezurtckgefuhrt werden.
Elektronenmikroskopische Studien mit dem gleichgreementellen Ansatz stehen noch aus.
Mit diesen ersten Experimenten konnte die Durchfétieit des Konzepts der kontrollierten
Aggregation bestatigt werden. Erste Kkinetische téotghungen zur Aufnahme von
VW18(K9)-BHC-Cys-Polymer in SH-SY5Y Zellen (Neuralstom) wurden mit Hilfe der
Screening Unit am FMP von M. Sc. Katharina Kosctakchgefuhrt und konnten zunachst
einmal zeigen, dass VW18(K9)-BHC-Cys-Polymer in dedlen aufgenommen wird. Weitere
Studien werden in Zusammenarbeit mit der Mikros&epbteilung des Max-Delbrick-
Zentrums durchgefuhrt. Ziel ist es zunachst mitfeHiter Life-TimeMikroskopie die
Auswirkung der amyloiden Aggregation des Modellp#pt VW18 auf die Zelle zu
untersuchen, d.h. z.B. den Zusammenhang zwischegiziled und Aggregation. Im darauf
folgenden Schritt soll das Zweipeptid-System bestdhaus VW18 und VWOL1 in die Zelle
eingefuhrt werden, um Fragestellung der Inhibitaer amyloiden Aggregation durch ein
helikales Peptid innerhalb einer zellularen Umgepun untersuchen. Dazu gehdren z.B.
kinetische Untersuchungen zur Aufnahme durch diéeZeur metabolischen Stabilitat und

zur inhibitorischen Wirkung innerhalb der Zelle.
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12 Diskussion

12.1 Diskussion der Inhibition durch Stabilisierung der a-helikalen
Konformation

Bei einigen amyloidogenen Proteinen und Peptideslepi helikale Intermediate eine
entscheidende Rolle in der Aggregation zu amyloi&érillen. Man nimmt an, dass die
Helix-vermittelte Assoziation zu einer hohen lokal&onzentration die amyloidogenen
Kernsequenzen fuhrt, was die Bildung yBi#raltblatt-reichen amyloiden Fibrillen ermoglicht
und beschleunig(1 Die Bedeutung-helikaler Intermediate Dartiber hinaus zeigen einige
naturliche amyloidogene Proteine und Peptide lseieitihrer nativen Struktuo-helikale
Konformation. Der entscheidende Schritt zur Bilduergyloider Aggregate ist daher die
konformationelle Anderung von den-Helix zur S-Faltblattstruktur. Der wesentliche
Unterschied zwischen beiden Konformationen bestenin, dassa-helikale Struktur durch
intramolekulare  Wasserstoffbriickenbindungen unds-Faltblattstrukturen durch
intermolekulare Wasserstoffbriickenbindungen gekeichnet sind>®® Hydrophobe und
elektrostatische Wechselwirkungen sind sowohdrihelikalen als aucl#-Faltblattstrukturen
zu finden®®® Die konformationelle Anderung von einemrhelikalenCoiled CoitTrimer zu
einem S-Faltblatt-Trimer wurde erst kirzlich mit Hilfe voRID-Simulationen untersucht,
wobei zwei verschiedene Prozesswege identifiziegrden konnten: (I) Eine interne
Anderung der Konformation voa-Helix zur S-Faltblattstruktur und (Il) ein Prozessweg, der
die Dissoziation zu Monomeren und darauf folgend strukturellen Anderung und
Assemblierung in einBFaltblatt-Trimer fuhrt>*! Eine ebenfalls auf MD-Simulationen
basierende Studie von l&t al. zur konformationellen Anderung der zentralen Regies
AB(13-26)-Peptids, fur die einea/f-Diskordanz gezeigt worden ist, schlagt fur die
konformationelle Anderung einen Mechanismus aus Sicaritten vor*®!! Zunachst missen
ausreichend intramolekulare Wasserstoffbriickeniigdn gelést werden, gefolgt von
starken hydrophoben Wechselwirkungen zwischen dgrolaren Seitenketten, gefolgt von
elektrostatischen Wechselwirkungen. Wird einer eli€dchritte nicht durchlaufen, fahrt dies
zur Inhibition der amyloiden Aggregation. Beide @an stehen im Einklang mit den im
Rahmen dieser Arbeit erzielten Ergebnissen und édnreinen Einblick in den
Inhibitionsmechanismus geben. Voraussetzung fir ldiebition ist die Bildung stabiler
a-helikaler Strukturen durch geeignete Liganden,miger Lage sind, die helikalen Elemente
in der Priméarstruktur anzusprechen und zu stapibsi. Dieses Inhibitionsprinzip wurde
anhand von Modellpeptiden im Rahmen dieser Arbdignsucht.
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Man muss zunédchst davon ausgehen, dasg-tiglikalen Peptide in Losung kein einfaches
Gleichgewicht aus den zwei ZustandesiHelix und der ungeordneten Struktur bilden. Man
muss vielmehr ein komplexeres Gleichgewicht audst#idiger a—helikaler Struktur und
vollstandig ungeordneter Struktur sowie Helicesetsthiedlicher Lange annehmen, wobei
die Wahrscheinlichkeit einer—helikalen Struktur im Zentrum gré3er ist und digd&m meist
eher ungeordnet, férmlich ausgefranst $ifid.

Nach den Grundlagen der Bildung von Amyloiden urel @&ingangs der Diskussion
beschriebenen Sachverhalte muss man davon ausgdhss, bevor die Bildung von
amyloiden Aggregaten beginnt, zunéchst eine phatietler vollstdndige Entfaltung der
Peptidsequenz vorliegen muss. Im Fall von VW19 &®RRO1 liegen die amyloidogenen
Peptide bereits ungefaltet vor. Im Fall VW18 zeaigdie Untersuchungen an einer frisch
geldsten Probe das Vorhandensein €inged CoilDimers, wobei die Helizitat im Vergleich
zum Modellpeptid VWO1 kleiner ist.

CD- und Thioflavin T-Fluoreszenz sowie elektronekmoskopische Studien zeigten deutlich
die Inhibition der Aggregation des Modellpeptids ¥8/in Gegenwart des statathelikalen
Modellpeptids VWO01. Es konnte eine Konzentratiomsatgigkeit gezeigt werden, wobei fur
die Mischung r[VW18/VWO01] = 1 und r[VW18/VWO01] = 2ine nahezu vollstandige
Inhibition festgestellt wurde. Obwohl die Thioflavil-Fluoreszenz-Methode weit verbreitet
ist und sehr haufig angewendet wird, muss sie mniohedingt immer verlassliche quantitative
Aussagen zum Ausmald der Fibrillen ergeben. So kemmeduzierte ThT-Fluoreszenz auch
einfach auf einen lokalen Austausch von ThT-Molekildurch den Inhibitor an der
Oberflache der Fibrille zuriickgehBR’ ¥ Das Kontrollpeptid VWO01-ran, das kein
charakteristische€oiled CoilDesign aufweist und lediglich eine zuféllige Anowhg der
Aminosaurereste von VW01 reprasentiert, fihrte emér deutlichen Reduzierung der ThT-
Fluoreszenz. Dies schlief3t einen Austauscheffektuena dariiber hinaus wird deutlich, dass
der inhibitorische Effekt eindeutig auf die koopgamra Faltung auf Basis deCoiled Coit
Erkennungsdomanen  zurtckzufihren  ist. Die  ausfiteh  Studien  zum
Oligomerisierungsgrad der Aggregate und die Ergeender Inhibitionsstudien zeigen fur die
Mischung r[VW18/VWO01] = 2 trimereCoiled CoitKomplexe unter vollstandiger Inhibition
der amyloiden Aggregation, woraus sich schlieRest)adass lediglich ein Molekil VW01
notwendig ist, um zwei amyloidogene Molekile VW18 eéinem a-helikalen Komplex
dauerhaft zu stabilisieren. Die Bildung eines haterenCoiled CoitKomplexes beruht auf
komplementérer Wechselwirkung zwischen der hydrbpho(Positionena und d) und
geladenen Domane (Positionenund g). Elektrostatische Wechselwirkungen zwischen
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Positionere undg, die zur Stabilisierung des heteromeren Kompldéagagen, sind nur im
Falle einer antiparallelen Anordnung von VW01 und@/38 moéglich (Abbildung 142). Wie
die ,seeding“-Experimente zeigten, ist der hetenartéomplex so stabil, dass selbst bereits
gebildete amyloide Fibrillen keine weiteren amytménen Sequenzen aus dem Komplex

rekrutieren konnen.
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Abbildung 142: (A) Schematische Darstellung der Inhibition der amyloiden Aggregation von VW18
durch VWO1. (B) Helical Wheel-Darstellung der stabilen Coiled Coil-Heteromers, die Basis der

Inhibition.

Aus den Ergebnissen lasst sich schlie3en, dasetendmeren Komplex die amyloidogenen
Sequenzen von VW18 in derhelikalen Konformation stabilisiert werden. Dester Schritt

im Mechanismus der Aggregation, die Entfaltung Huiee Losl6ésung von intramolekularen
Wasserstoffbriickenbindungen, wird nicht durchlaufad der konformationelle Ubergang zu
F-Faltblattstrukturen und folglich die Aggregation amyloiden Fibrillen wird unterbunden.
Ein konkreter Vergleich der thermodynamischen $itdbzwischen den Faltungszustanden,
der hier diskutierten Peptide, ist auf Basis delRahmen dieser Arbeit erlangten Ergebnisse
nicht moéglich. Jedoch konnte im Hinblick auf dieal$titat der verschiedenen gefalteten
Zustande eine theoretische Studie zeigen, dasapgdst S-Faltblattstrukturen zu den
thermodynamisch stabilsten Sekundarstrukturelementgehdéren und es gibt aus
thermodynamischer Sicht im Falle des Beginns degrégation keinen Grund fur eine
Beendigung des Prozesses, bis schlie3lich jedesdRegkgrat sich in einer aggregierten
[BFaltblattstruktur befindét®® Die hohe thermodynamische Stabilitit stammt vom de
starken Wechselwirkungen zwischen den Peptidritdgradie hauptsachlich auf die
Ausbildung von intermolekularen Wechselwirkungerrizizufitlhren sind. Im Vergleich
dazu zeigten sich die assoziierten Helices alslideuiveniger thermodynamisch stabil. Es
lasst sich daher schlieBen, dass die amyloidog8eenenzen im heteromer@oiled Coit

Komplex in einem thermodynamisch weniger stabileistand kinetisch stabilisiert werden,
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wie es zum Beispiel fur die Inhibitoren der Aggréga des Transthyretin-Proteins
beschrieben worden ist.

Die Experimente zur Deaggregation von bereits deb#ih amyloiden Aggregaten zeigen
zunachst einmal die prinzipielle Mdoglichkeit der dggregation durch die Zugabe des
helikalen Inhibitors. Dieser Effekt lasst sich aeinem Gleichgewicht zwischen dem
amyloidogenen Monomer und den amyloiden Fibrillemrizkfihren, wobei das
Gleichgewicht deutlich auf Seite der thermodynammisehr stabilen amyloiden Fibrillen liegt.
Der Prozess der amyloiden Aggregation ist damitergtel. Im Vergleich zu den
Experimenten, bei denen der Inhibitor VW01 von Begian prasent ist, ist fur die
Deaggregation von amyloiden Fibrillen jedoch eirlféches des Inhibitors nétig, um einen
Effekt zu erzielen. Dieser Umstand kann auf die en@tabilitdt amyloider Aggregate
zurtckgefuhrt werden.

Die Studien zur Proteasestabilitat der einzelnemptitlomplexe zeigen deutliche
Unterschiede in Abhangigkeit von der Struktur. Rasyloidogene Modellpeptid VW18 im
amyloiden Zustand zeigt die gro3te Stabilitat und/A8 im l6slichen Zustand zeigte die
geringste Stabilitat gegen den proteolytischen Abbavas den Ergebnissen uber
Proteasestabilitat natirlicher amyloidogener Pneteiind Peptide entspricht? Dariiber
hinaus zeigt sich der-helikale Coiled CoitKomplex mit dem Inhibitor VW01 im Vergleich
zum amyloiden Zustand von VW18 deutlich wenigebitgegentber der Protease Trypsin.
Verschiedene Faktoren kdonnen die Proteasestabiitéit Peptiden beeinflussen. Zunachst
sind gefaltete Peptide stabiler als ungefaltete titlep Darliber hinaus kann die
Geschwindigkeit der proteolytischen Degradation otlaxabhangig sein, ob der gefaltete
Zustand in einem Gleichgewicht mit einer ungefahetSpezies steht. Ein derartiges
Gleichgewicht wurde sowohl fi€oiled CoitSystem&® 5% als auch fur Amyloide™ 572
berichtet. Fiur alle gefalteten Zustidnde kann maoh nder Helix-Coil-Theorie davon
ausgehen, dass das Gleichgewicht mehr auf der &estegefalteten Zustands liegt. Jedoch
liegt eine kleine Fraktion im Gleichgewicht ungé&alvor und ist gut fur die proteolytische
Degradation zuganglich. So kénnen die Unterschisdsechen VW18 im amyloiden Zustand
und dem VWI18/VWO01 Komplex in der proteolytischen babrate auch auf ein
unterschiedliches Ausmald einer mit dem gefaltetastahd im Gleichgewicht befindlichen
ungefalteten Spezies zurickzufuhren sein, was alenfauf die unterschiedliche
thermodynamische Stabilitat der gefalteten Zustateleet®® Die Rate der proteolytischen
Degradation hangt ebenfalls von der Konformatioa dgefalteten Zustands ab. So konnten
Computersimulationen zeigen, dass fur eine Bindang aktiven Zentrum eine lokale
Entfaltung notwendig igt> In dieser Arbeit zeigte sich, dass die lokale &nthg im Fall
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einer a-helikalen Konformation im Vergleich zu ausgedehngFaltblattstrukturen deutlich
einfacher durchlaufen wird. Im Vergleich zZaFaltblattstrukturen missen im Fall eingr
helikalen Konformation weniger Wasserstoffbrickewlingen fur eine lokale Entfaltung
gel6st werden. Die verschiedenen Aspekte bestatdgeirgebnisse und die darauf folgende
Schlussfolgerung, dass dgkFaltblatt-reiche amyloide Zustand des ModellpeptvdW18
gegenuber des proteolytischen Abbaus deutlich Istalst als der helikaleCoiled Coit
Komplex mit dem Inhibitor VWOL1.

Diese Ergebnisse zeigen auf, wie die Strategielml@bition durch die Adressierung der
helikalen Elementan vivo funktionieren konnte. Durch die Verhinderung deidéng
[S-Faltblatt-reicher amyloider Fibrillen durch dieaBilisierung oder Uberfiihrung in einen
a-helikalen Faltungszustand wird die amyloidogengusez in der Zelle zugénglicher fur
Proteasen. Eim-helikaler Inhibitor, der selbst durch entsprecheibdifikation gegentber
Proteasen stabil ist, kdnnte lediglich amyloidoge&Sequenzen fir Proteasen zuganglich
machen, lage selbst jedoch immer wieder unverandenind kdnnte so den proteolytischen
Abbau eines Uberschusses an amyloidogenen Sequgewihrieisten.

Die Studien am System VW19/VWO01 zeigen Uberrasoheveise einige deutliche
Unterschiede. Es lasst sich auch im Mischungssysini9/VWO01 die Inhibition der
Bildung amyloider Fibrillen feststellen, jedoch wen keine l6slichera-helikalen Coiled
Coil-Kkomplexe gebildet sondern langehelikale Fasern. Diese Ergebnisse erdffnen neben
der Inhibition amyloider Aggregation neue Moglicitke des Designs vomr-helikalen
Fasern, die z.B. Anwendung in der Biotechnologial wutes tissue engineeringinden
kénnen®? 531 |m Gegensatz zu den bereits bekannten Designgtezewuf der Basis der
Zusammenlagerung vamhelikalenCoiled CoitPeptiden, wie z.Bsticky eneDesigd®’* und
blunt endDesigr®®?, verwendet dieses heteromere System ein Pepticammjoidogenen
Eigenschaften, VW19, und ein zweites Peptid, VW01t der Eigenschaft, stabile und
l6sliche a-helikale Coiled CoilTrimere zu bilden. Die beschriebenen Ergebnissatete
neben der Inhibition der Bildung amyloider Fibnileauf die spontane Bildung von
a-helikalen Fasern in Gegenwart des Peptids VWOLl Winscheinend gibt es zwei
Aggregationswege, die um das ungefaltete, monomM@r&9 konkurrieren (Abbildung 143).
In der Abwesenheit von VW01 bildet VW19 amyloidéiilien. In Gegenwart von VW01
werden durch kooperative Faltung auf Basis@etled CoilErkennungsdoménegrhelikale
heteromere Komplexe gebildet, die sich zu langerseffa zusammenlagern. Die
komplementadre Wechselwirkung deZoiled CoitErkennungsdomanen scheint wie im

Mischungssystem VW18/VWO01 starker zu sein als diermolekularen Wechselwirkungen,
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die einef-Faltblattbildung und die Aggregation zu amyloidébrillen férdern. Vergleichbar
zum Mischungssystem VW18/VWO01 ist VW01 ebenfallsder Lage, diecross-Struktur
bereits gebildeter amyloider Fibrillen von VW19 auifisen und die amyloidogene Sequenz
in stabilea-helikale Fasern zu tberfuhren.

Diese Ergebnisse stehen in einem Gegensatz zuidkireeroffentlichten Studien Uber
Peptidmischungssysteme, bei denen die Sequenzinmesgbfiigten Peptids in Gegenwart
eines amyloidogenen Peptids in die Struktur derlaisign Fibrillen mit eingefligt worden
ist.5% 5%l wie bereits beschrieben, (sieche Kap2e3 Molekulare Grundlagen und interne
Struktur amyloider Fibrillep aggregieren amyloidogene Sequenzen aufgrund deurig
eines Netzwerkes von Wasserstoffbriickenbindungeacken den Peptidrickgraten. Diese
Form der Wechselwirkung ist der wesentliche Gruinddie allgemeine Struktur amyloider
Fibrillen, die prinzipiell jeder Peptidsequenz eghe¢ht, amyloide Fibrillen zu bilden. Vor
diesem Hintergrund scheinen die Wechselwirkungeiscven den Seitenketten lediglich die
physikalischen Eigenschaften sowie die Morpholagiebeeinflussen. ZuerossStruktur
zusammengelagerte gestreci@é-altblattstrukturen scheinen thermodynamisch théilste
Struktur zu sein, die ein Peptidriickgrat annehmannk®® 23! Aber wie die Studie zur
Entfaltung der zentralen Helix desgf-40/42) zeigte, ist die LOsung von intramolekeafar
Wasserstoffbriickenbindungen der erste Schritt zlduBg amyloider Aggregate. Erst im
zweiten und dritten Schritt kommen intermolekul#asserstoffbriickenbindungen zwischen
Peptidriickgraten und hydrophobe Wechselwirkungeschwen den Seitenketten zum Tragen.
Im Unterschied zum System VW18/VWO01 wird das monemend ungefaltete amyloidogene
VW19 erst durch die Anwesenheit von VWOL1 in eirabdée a-helikale Form tGberfuhrt. Die
starken intermolekularen Wechselwirkungen zwisalem stabil helikalen Peptid VW01 und
VW19 fihren wieder vergleichbar zum System VW18/VM#u einem stabilen heteromeren
Coiled CoitKomplex, der die intramolekularer Wasserstoffbembindungen stabilisiert.

Zur Erklarung der Zusammenlagerung @ailed CoitKomplexe zu langen helikalen Fasern
wird in der wissenschaftlichen Literatur oft vonne&i gegeneinander verschobenen
Anordnung der Helices ausgegangen. Verschiedengemsshaftliche Arbeiten zeigen die
Bildung von Fasern auf der Basis v@viled CoilPeptiden, durch die das Design von
Uberhangen oder so genannten klebrigen Enden lerneirden kanf’* "8 Aber auch die
Lange der Peptide bzw. die Anzahl des charaktseiséin Musters der sieben Aminosauren
einer Coiled CoilSequenz l{eptad repea)ssind bedeutende Faktoren. So wurde berichtet,
dass Peptide mit identischer sich wiederholendeju&sz aus sieben Aminoséauren ohne

spezifisches Design sich gegeneinander verschiehétange Fasern bilden, wenn die Lange
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der Primarsequenz nicht einem Vielfachen von Siebeaprich®* *’® Die Primarsequenz
der Coiled Coilbasierten Modellpeptide besteht aus 26 Aminosauvender zusatzlichen
Abz-Gruppe am N-Terminus entspricht dies der Re@ariber hinaus kbnnen weitere
Eigenschaften des Designs die Bildung von helik&asern fordern. Bei der Betrachtung des
Mischungssystems VW19/VWO01 muss zunéchst festdiestedrden, dass die negative
Ladung an den Glutamatresten aufgrund der Protamgebei pH 4 (pKcoon) = 4.3) nahezu
vollstandig eliminiert ist, wahrend die Lysinseitetten (pK.nn3')~10.5) ebenfalls
protoniert sind, jedoch eine positive Ladung tragéaf der Basis der erzielten Ergebnisse
wurde eine Modellvorstellung entwickelt und in Alohing 143 dargestellt. Der heteromere
Coiled CoitKomplex wird hauptsachlich durch den hydrophoberrrK durch die
Wechselwirkungen der Leucinseitenketten in Posit@omnind d stabilisiert. Es ist davon
auszugehen, dass die Helices VW19 und VW01 antiparangeordnet sind, so dass
elektrostatische Abstol3ung zwischen gleich geladéysinseitenketten vermieden wird. Die
nahezu vollstandig eliminierte Ladung in Positierfir VW01 und Positiong fir VW19
kénnte moglicherweise Teil einer erweiterten hythapen Oberflaiche sein, was als ein

wesentlicher Faktor fir die Bildung voo-helikalen Fasern diskutiert wiRf® %7 Die
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Abbildung  143: Schematische Darstellung der verschiedenen Prozesswege der

Zusammenlagerung, die zum einen im Fall von VW19 zur Bildung von amyloiden Aggregaten fuhrt
(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 abhangige Nukleation
(2) Bildungen von SFaltblatt-reichen amyloiden Fibrillen. (3) Bildung von heteromeren Coiled Coil-
Komplexen (4) von der Peptidkonzentration abhangige Nukleation. (5) Polymerisierung in lange
helikale Fasern.
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Auswahl der Aminosauren in ¢ undf-Position ist ein wesentlicher Faktor zur Beeirglusg

der Lange und des Durchmessarshelikaler Fasern, da die laterale Assoziation im
Allgemeinen ein Folge vielfacher, nicht-kovalent®echselwirkungen zwischen den
Aminosauren dieser Positionen ¢ 5% So konnte bereits gezeigt werden, dass
elektrostatische Wechselwirkungen zwischen den Aséaren irb und ¢ Position zu einer
spezifischen Anordnung der Helices und zu lateradssoziation fihren. Schwache
hydrophobe Wechselwirkungen und Wasserstoffbridkeiningen zwischen den
Aminosauren irb undc Position fihren nach diesen Studien zu kleinaxilflen und diinnen
Faserrn®®!

Im Fall des Mischungssystems VW19/VWO0L1 sind I6senrgenierte Positionen mit positiv
geladenen Lysinresten und hydrophilen Serinrestgetat, wahrend die Glutamatseitenketten
nahezu vollstandig protoniert sind. Diese Zusammiznsg erlaubt keine elektrostatische
Anziehung und ebenfalls keine hydrophobe Wechskiwig zwischen den einzelnen Fasern,
was mit der Beobachtung der nicht vorhandenen Biindeler Fasern tUbereinstimmt.

Die Inhibitionsstudien an dem amyloidogenen Modsiigd RRO1 mit Hilfe desr-helikalen
Peptids VWOL fuhrten unter den untersuchten Bedliggn nicht zur vollstandigen Inhibition.
Mit spektroskopischen Methoden ist deutlich einekffauf die Konformation sowie auf die
Kinetik der Fibrillenbildung zu erkennen. Die elekienmikroskopischen Studien zeigen aber
selbst in Gegenwart von 3 4q. VW01 amyloide Fibnll Man muss hier zu dem Schluss
kommen, dass im Fall des Modellpeptids RRO1 dagitanpeptid VW01 nur einen Effekt
auf die Kinetik hat, jedoch nicht in der Lage iRR01 in stabilea-helikale Aggregate zu
Uberfihren. Obwohl im Unterschied zum ebenfallsafaiteten VW19 bei pH 4.0 nun im Fall
von RRO1 bei 7.4 nicht nur hydrophobe Wechselwigamder ersten Erkennungsdoméne fir
die Bildung vonCoiled CoitKomplexen zur Verfiigung stehen, sondern auch mstdtische
Wechselwirkungen der zweiten Erkennungsdoméne herscden positiv geladenen
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Abbildung 144: Schematische Darstellung der Interaktion von VW01 mit dem amyloidogenen
Modellpeptid RRO1.
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Lysinseitenketten und negativ geladen Glutamatsediten moglich sind, fuhrt die
Gegenwart von VWO0L1 nicht zur vollstandigen Inhiwitider Fibrillenbildung.

Der Vergleich der gesamten Ergebnisse der Studiendan Coiled Coitbasierten
Modellpeptiden ermdglicht eine Erklarung der bemtienen Effekte. Der Inhibitor VW01
bietet den amyloidogenen Modellpeptiden VW18, VWir8d RRO1 ein stabiles helikales
Templat an. Aufgrund kooperativer Faltung basierandl der Bildung eines hydrophoben
Kerns, wodurch die hydrophoben Seitenketten vor wdéssrigen Umgebung verborgen
werden, und im Fall von VW18 basierend auf zusétein elektrostatischen Wechselwirkung
fuhrt dies zur Bildung von stabilen helikal®oiled CoitKomplexen. Im Fall von VW18 und
VW19 fihrt dies zur Bildung stabiler helikaler Stturen, in denen intramolekulare
Wasserstoffbrickenbindungen stabilisiert werden.Hatl von RR0O1 werden zwatoiled
Coil-Komplexe gebildet, die jedoch durch die Anweseniein VWO01 nicht stabilisiert
werden kénnen, obwohl es im Vergleich zu VW18 unfA8 keinen Unterschied bezlglich
der Ausbildung des hydrophoben Kerns oder der zlid@¢n Stabilisierung durch
elektrostatische Wechselwirkung gibt. Die unterseciCoiled Coitbasierten amyloidogenen
Modellpeptide VW18, VW19 und RRO1 unterscheidem ggzloch in ihrer Helizitat, was sich
mit Hilfe der CD-Messung darstellen l&asst (Abbilgulv5). Der Unterschied in der Helizitat
der einzelnen Modellpeptide beeinflusst ebenfadls dereinfachte Gleichgewicht zwischen
dem a-helikalen Zustand und dem ungefalteten Zustandjass bei geringer Helizitat von
einem hohen Anteil an ungefalteter Spezies ausgegawerden kann. Das Modellpeptid
VW01 weist die hochste Helizitat auf. Die Tatsaathess VWO01 Trimere bildet, deutet darauf
hin, dass dieser OligomerisierungszustandGored CoilPeptide von gleicher Lange und

identischer erster und zweiter Erkennungsdomansetdiglste Form der Assoziation darstellt.
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Abbildung 145: Vergleich der Helizitdt (A) CD-Spektren der Ausgangsstruktur nach einer
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Das Modellpeptid VW18 zeigt mit ca. 70% ebenfalleeehohe Helizitat. Die Ergebnisse zum
Oligomerisierungsgrad deuten jedoch im UnterschiedWO01 auf die Bildung von Dimeren.
Die reduzierte Helizitat und der veranderte Oligasierungszustand lassen sich auf die
Einfihrung der Valinreste ih, c undf Position zurtickfihren (siehe auch Vergleich PraCoi
Abbildung 145, B). Zur vollstandigen Inhibition damyloiden Aggregation ist ein Trimer
bestehend aus einem VW01 Molekul und zwei amylcétegyW18 Molekulen notwendig.
Die CD-Spektren des Ausgangszustandes von VW19elm&m pH von 4,0 und einer
Peptidkonzentration von 50 bis 150 pM zeigen eiaepbsdchlich ungefaltete Struktur und
entsprechend eine geringe Helizitat von ca. 20%.Viengleich zu VW01 besitzt VW19
ebenfalls eine vergleichbare erste und zweite Enkrgsdomane. Die ungefaltete Struktur ist
neben der Einfihrung der Valinreste auf die perigdebeabsichtigte Anordnung von gleich
geladenen Aminosauren In c, undf zurtckzufiihren. Bei pH 4.0 ergibt sich eine gleich
positiv geladene Doméne, die aufgrund der elekdtsshen Abstol3ung die Ausbildung einer
a-helikalen Struktur verhindert. Zur vollstandigarhibition der amyloiden Aggregation ist
ebenfalls ein Trimer, aber aus zwei VW01 Molekimel @inem amyloidogen VW19 Molekiil
notwendig. Der Unterschied in der Stochiometrie 2dimchungssystem VW18/VWO01 lasst
sich einerseits durch die hohere Helizitdt von VW& die reduzierten elektrostatischen
Wechselwirkungen im Fall des Mischungssystems VWW8J1 bei azidem pH Wert, der zur
teilweisen Protonierung der Glutamatreste fuhrkléeen. Im Vergleich zum ungefalteten
VW19 bei pH 4,0 ist VW18 bei einem pH von 7,4 duikboperative Faltung mit dem
Inhibitor leichter in eine stabil€oiled Coiltbasiertea-helikale Struktur zu Uberfuhren, was
sich in der Stochiometrie widerspiegelt.
Mit den gleichen Argumenten lassen sich auch dgekmisse der Inhibitionsstudien an dem
Modellpeptid RRO1 erklaren. Die CD-Spektren desgsungszustandes von RRO1 bei einem
pH von 7,4 zeigen eine hauptsachlich ungefaltetek&tr und eine im Vergleich zu VW19
noch geringe Helizitdt mit weniger als 10%. Auch BRO1 sind die erste und zweite
Erkennungsdomane intakt. Die ungefaltete Strukstirvergleichbar zu VW19 neben der
Einfihrung der Valinreste auf die per Design bedfigjte Anordnung von gleich geladenen
Aminosauren irb, ¢, undf zurtckzufihren. Im Unterschied zu VW19 sind ke&if4 sowohl
positiv geladene Lysinseitenketten als auch neggladenen Glutamatseitenketten im Fall
der Bildung einer Helix in enger raumlicher Nacldzh@aft. Die elektrostatische Abstof3ung
zwischen gleich geladenen Seitenketten hemmt ddlerAusbildung einer Helix. Der
Unterschied in der Helizitat zwischen VW19 und RR@Gtd ebenfalls auch darin deutlich,
dass VW19 bei vergleichsweise hoher Konzentratmm 300uM bis 500 uM in der Lage ist,
a-helikale Struktur zu bilden, wie die CD-Spektreaigen (0.4 Coiled Coil-basiertes
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Modellpeptid VW1P Fur das Modellpeptid RRO1 sind bei einem pH-Wesh 7,4 und
Konzentration von 50 bis 300 puM keine helikalenulturen in der CD-Spektroskopie
feststellbar. Hohere Konzentrationen fihren zumsttan Aggregation, was die Detektion
einer moglichen Ausgangsstruktur vor der AnderuagKonformation in3-Faltblattstruktur
unmoglich macht. Die niedrige Helizitat von RROhifidazu, dass der Inhibitor VWO1 trotz
der kooperativen Faltung basierend auf intakienled CoilErkennungsdomanen selbst im
Uberschuss nicht in der Lage ist, das Modellpe®RIO1 in stabile helikal€oiled Coit
basierte Strukturen zu tberfihren.

Es lasst sich also eindeutig ein Trend der Inldhgfahigkeit durch das Modellpeptid VW01
feststellen. Die Inhibition durch VWOl ist abhangigpn Helizitdt des amyloidogenen
Modellpeptids.

Im Gegensatz zu VWO1 ist FFO3 in der Lage, die Bigl amyloider Fibrillen des
Modellpeptids RRO1 zu inhibieren. FFO3 und VW01 seei mit den jeweiligen Aminosauren
in Positiona undd bzw.e undg eine identische erste und zweite ErkennungsdomdhéVie
jedoch das Mischungssystem RRO1 / VW01 zeigte&kdeperative Faltung auf der Basis der
ersten und zweiten Erkennungsdoméne nicht ausreichen die Aggregation von RRO1 zu
inhibieren. Das Peptid FFO3 zeigt dartber hinaoe eiel starkere Tendenz zur Bildung von
a-helikalen Aggregaten als VWO01 und bildet geburelélisern, was neben der kooperativen
Faltung Uber die erste und zweite Erkennungsdonfidneine Wechselwirkung Uber die
[6sungsmittelexponierten Positionen spricht. Dasd&lipeptid FFO3 kann aufgrund der
geladenen Aminoséauren in urdund g Position an RRO1 nur parallel binden und ist im
Gegensatz zu VWO01 durch eine hohe Tendenz zur mldo-helikaler Aggregate
gekennzeichnet. Die Tendenz zur Bindelung lass$t aid die I6sungsmittelexponierten
Positionenb, ¢, und f, zurickfuhren, wie es bereits in einigen Studiezeggt werden
konnte®®* 58 Neben der Wechselwirkung tiber die erste und zweitennungsdomane
ermdglicht FFO3 auch die Wechselwirkung tber dee ldsungsmittelexponierten Positionen
b, ¢, undf. Die drei Wechselwirkungsdomanen ermdglichen toez geringen Helizitat von
RRO1 die Bildung von stabilem-helikalen Strukturen, wodurch die konformationelle
Anderung zurB-Faltblatt-Konformation und folglich die Bildung meamyloiden Aggregaten
unterbunden wird. Die Ergebnisse des MischungssysteAH und S-AH-V sprechen fir
eine Ubertragbarkeit des Inhibitionsprinzips dep&jmente mit derCoiled Coitbasierten
Modellpeptiden auf amphipathische Helices olbeiled CoitErkennungsdoméanen. Die
Interaktion zwischen dem amyloidogenen Peptid undreamphipathischen Helix beruht hier
lediglich auf einer ausgedehnteren hydrophoben Demdedoch deuten die Ergebnisse auch
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Abbildung  146: Schematische Darstellung der verschiedenen Prozesswege der
Zusammenlagerung, die zum einen im Fall von RRO1 zur Bildung von amyloiden Aggregaten fiihrt
(Schritt 1 und 2) und zum anderen zur Bildung von heteromeren helikalen Fasern in der Mischung
von RRO1 und FFO3 (Schritte 3 bis 6). (1) von der Peptidkonzentration abhangige Nukleation (2)

Bildungen von AFaltblatt-reichen amyloiden Fibrillen. (3) Bildung von heteromeren Coiled-Coll
Komplexen (4) von der Peptidkonzentration abhéngige Nukleation. (5) Polymerisierung in lange
helikale Fasern (6) Bundelung der Fasern uber die Interaktion b, ¢, und f Position. (B) Helical
wheel-Darstellung von RRO1 und FF03. Positiv (blau) und Negativ (rot) geladene Domaéanen
ermoglichen elektrostatische Wechselwirkung, die zur Bundelung von Coiled-Coil-Fasern fihrt
(graue Box umfasst die hydrophoben und elektrostatischen Wechselwirkungen der ersten, d.h.
Position a und d, und der zweiten Erkennungsdomane, Position e und g, Doppelpfeile zeigen

zuséatzliche elektrostatische Wechselwirkung tber die Positionen b, ¢, und f.)

in diesem Fall auf die Inhibierung der amyloidengfgpation durch die Bildung stabiler
helikaler Oligomere, wobei die Form der Oligomansng durch Methoden wie analytische
Ultrazentrifugation, GroRenaustausch-Chromatogeapler auch dynamische Lichtstreuung

noch néher untersucht werden muss.

12.2 Diskussion der Inhibition durch Pseudopeptid P P1

Die beschriebenen Ergebnisse lassen den SchlussezsiPP1 durchaus einen Effekt auf die
Kinetik der Aggregation von VW18 und RRO1 hat. PBtljedoch nicht in der Lage, die
amyloidogenen Modellpeptide in ihrer urspringlichéanformation zu stabilisieren. Die

verlangsamte konformationelle Anderung lasst sicltoméglich durch kurzzeitige
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Wechselwirkung mit dem Peptidriickgrat erklaren.odbdddeuten die Ergebnisse darauf hin,
dass PP1 nicht in der Lage ist, permanent an digoangenen Modellpeptide zu binden.
Das geringe Ausmald der Reduktion der Fluoreszesr@itét lasst sich womoglich auch
durch eine Stérung der Bindung von ThT-Molekilen dar Oberflache der Fibrillen
erklaren?’ %% €%pas Design von PP1 zielt auf die selektive Bindanglas Peptidriickgrat
Uber Wasserstoffbriickenbindungen ab. Mdglicherwesselas Rickgrat des Pseudopeptids
zu kurz, um stabil an diese Modellpeptide zu bindeartber hinaus reprasentiert PP1 ein
Alanin-Analogon, wodurch die spezifischen Wechsdtumgen tber die Seitenketten, die
einer ganzen Reihe von peptidbasierten InhibitateGrunde liegen, fehlen. Zudem kdnnen
die PEG-Einheiten zur Steigerung der Ldslichke& 8indung durch sterische Hinderung
oder durch polare AbstoRung stéren. Das Designlm@bitors enthélt keine spezifischen
Eigenschaften, welche die hier untersuchten amgtmden Modellpeptide in ihrer nativen
Konformation unterstitzen. Vielmehr muss man dalam einer Bindung an gebildeten
gestrecktenS-Faltblattstrukturen ausgehen, wie es zuvor flre eReihe peptidbasierter
Inhibitoren beschrieben worden ist, was die Bildungglicher toxischer Oligomere nicht
verhindert. Zur Entfaltung einer Giberzeugendenhindiischen Wirkung muss das Design auf
das jeweilige amyloidogene Peptidriickgrat angepaseien, z.B. durch die Einfihrung von
entsprechenden Seitenketten. Die bereits in ddeiking geschilderten Studien zeigen, dass
gerade im Hinblick auf die nattrlichen amyloidogen€ernsequenzen die Einfihung von
aromatischen Aminosauren die inhibitorische Wirkuerpohen kénnen2(3.4 Die Rolle

aromatischer Seitenketten)
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13 Zusammenfassung und Ausblick

Der wesentliche Teil dieser Dissertation bestehd Buntersuchungen zum Potential der
Inhibition der amylioden Aggregation durch die Geseing von stabilena-helikalen
Strukturen durch die Anwesenheit eineselikalen peptidbasierten Inhibitors. Im Gegensatz
zu anderen, im ersten Teil dieser Arbeit beschnebeKonzepten der Inhibition der Bildung
amyloider Aggregate beruht die hier untersuchtat&gie nicht auf der Adressierung einer
amyloidogenen Kernsequenz fAFaltblattkonformation (siehe Abschnfit3.3.2 Rationales
Design von peptidbasierten Inhibitofensondern auf der spezifischen Adressierung der
helikalen Elemente in den amyloidogenen Peptidseueirch Wechselwirkung mit einem
geeigneten peptidbasierten Liganden. Auf diese ®eielang es drei verschiedene
amyloidogene Peptidsequenzen durch kooperativeirialin einem heteromeren helikalen
Komplex zu stabilisieren. Die gebildetenhelikalen Komplexe sind stabil genug, um die
amyloidogenen Sequenzen selbst in Gegenwart beyehtiddeter amyloider Fibrillen in der
a-helikalen Konformation zu halten. Die Experimeigm proteolytischen Abbau zeigen,
dass durch die Bildung helikaler Komplexe die anddgene Sequenz fur den Abbau durch
Proteasen zuganglicher gemacht werden kann undhdebélick wie a-helikale Inhibitoren

in vivoihre Wirkung entfalten konnéff?

Zur fluoreszenzspektroskopischen Charakterisierdaeg amyloiden Aggregation bzw. der
Inhibition bei azidem pH-Wert wurde ein alternativEluoreszenz-Farbstoff zum weit
verbreiteten Thioflavin T verwendet und eigenst adie Anwendbarkeit fir die
Inhibitionsstudien getestet. Der Fluoreszenz-FafbstIAD-4 stellte sich dabei als sinnvolle
Alternative zu Thioflavin T bei acidem pH-Wert hes&>®

Im Rahmen dieser Arbeit wurden erste ExperimenteEmflihrung der Modellpeptide in die
Zelle durchgefuhrt. Sie deuten bereits an, wie zppiell ein mdglicher peptidbasierter
helikaler Inhibitor in die Zelle eingefiihrt bzw. grell die Zellmembran tberwinden kann.
Die Kombination eines peptidbasierten Inhibitor$ einem spezifischen Polymer ermdglicht
nicht nur die Permeabilitat durch die Zellmembraondern erhoht gleichzeitig die
metabolische Stabilitat. Wie die bisherigen Expemnte zeigten, bleibt trotz der dafir
notwendigen umfangreichen Modifikationen das Mqukgitid VW18 in einera-helikalen
Konformation. Daraus lasst sich schliel3en, dasdnditor in &hnlicher Weise modifiziert,
ebenfalls helikal vorliegt und daher seine Wirkwergfalten kann. Mit diesem Ansatz lasst
sich in weiteren Experimenten Uberprifen ob siehatnyloide Aggregation von VW18 auch

innerhalb einer zellularen Umgebung durch einerkalen Inhibitor inhibieren lasst.
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Dartber hinaus wurdenCoiled CoitMischungssysteme ausfihrlich beschrieben und
charakterisiert, mit denen sich sowohl amyloide wsgagte als aucho-helikale Fasern
generieren lassen. Im Unterschied zu bisher varthitaten Arbeiten, in denen das zugesetzte
Peptid in die amyloide Kernstruktur eingebaut wurllennte hier gezeigt werden, dass
amyloidogene Peptide ia-helikalen Fasern integriert worden sind. In Abhgkegit von der
MischungCoiled Coitbasierter Modellpeptide und den entsprechendelgbBeigenschaften
lieBen sich unter Inhibition der amyloiden Aggregatund Deaggregation bereits gebildeter
amyloider Aggregate sowohl ~ 2.6 nm dinne helikadsern als auch dicke Biindel von
helikalen Fasern generieren. Somit ermdglichenbégchriebenen Ergebnisse nicht nur ein
tieferes Verstandnis der Wirkung voa-helikalen peptidbasierten Inhibitoren, sondern
eroffnen auch neue Mdoglichkeiten des Designs peasigrter fibrillarer Materialen mit
potentiellen Anwendungen in den Materialwissengeimafoder der Biotechnologie (z.B.
Jtissue engineeringy.°??!

Neben der InhibitionCoiled Coitbasierte Modellpeptide gelang es mit Methoden der
Elektronenmikroskopie, Rasterkraftmikroskopie, Rj@mbeugung, Festphasen-NMR sowie
der strukturellen Analyse mit Hilfe eines systemseten Aminosaureaustauschs gegen Glycin
und Prolin einen Einblick in die Struktur der Filenn der amyloidogenen Modellpeptide zu
gewinnen[.SSI 559, 560]

Weiterhin konnte mit Hilfe eines neuen Designs amaggene Modellpeptide entwickelt
werden, die nicht auf der@oiled CoitFaltungsmotiv beruhen, aber ebenfalls emés
Diskordanz bezuglich ihrer Sekundarstruktur aufereisDiese Modellpeptide zeigen damit
ahnliche Eigenschaften wie nattrliche amyloidogé&hieteine und Peptide, wie z.B. die
zentrale Sequenz desBGAeptids oder das IAPP (Diabetes Typ 2). Sie sioed geeignet
einen Einblick in die molekularen Grundlagen deykmen Aggregation von Sequenzen mit
a-/3-Diskordanz zu geben und ermoglichen dariber hindniersuchungen des Potentials
der Stabilisierung deo-helikalen Konformation zur Inhibition der amyloméggregation
mit Blick auf natlrliche amyloidogene Proteine uRéptide. Die bisherigen Ergebnisse zu
diesen auf amphipathischen Helices beruhenden Npagtiden deuten auf eine
Ubertragbarkeit des Inhibitionsprinzips der Studienit den Coiled Coitbasierten
Modellpeptiden, wobei die komplementaren Wechsélwigen fir die Adressierung der
helikalen Elemente unabhéngig v&@niled CoilHeptad-Muster sind.

Des Weiteren wurde neben der Stategie der Adresgjeder helikalen Elemente in
amyloidogenen Sequenzen ein von Prof. Stefan Hewhtlan J. Klein (HU Berlin) designter

und synthetisierter Inhibitor bezlglich der inhdsischen Wirkung auf die Aggregation
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Coiled Coitbasierter Modellpeptide getestet. Die Inhibitorllteo die spezifischen
Wechselwirkungen, d.h. die Ausbildung intermolekaita Wasserstoffbriickenbindungen,
zwischen den Peptidriickgraten, stéren und so digrég@tion zu amyloiden Aggregaten
inhibieren®®¥ Es lieR sich jedoch selbst in einem UberschuR &ibibormolekiilen keine
signifkante inhibitorische Wirkung feststellen. IWergleich mit der Strategie der
Stabilisierung dera-helikalen Konformation zeigen die Ergebnisse died®&itung des
richtigen Ansatzes des strategiegeleiteten Designgeptidbasierten Inhibitoren auf.

Neben den Themen rund um die amyloide Aggregatiorde/im Rahmen der Promotion in
Zusammenarbeit mit Dr. Ayumi Kashiwada (College loflustrial Technology, Nihon
University) ein pH-abhangige€oiled Coilbasiertes Membran-Fusion-System designt und
charakterisiert und in Zusammenarbeit mit Dr. Han®erlepsch und PD. Dr. Christoph
Bottcher (Forschungszentrum Elektronenmikroskopig)rde der EinflussCoiled Coit
basierter Modellpeptide auf die Aggregation eingsrih-Farbstoffs untersucht, wobei die
Ergebnisse aufgrund der thematischen Ferne im Rakimeer Dissertation nicht beschrieben
worden wohl aber publiziert worden siff¢f%%°!

Zur Untersuchung des Potentials der Inhibition 8d8dung von amyloiden Aggregaten
anhand von Modellpeptiden als auch zur struktune@éarakterisierung amyloider Fibrillen
sind weiterfuhrende Studien notwendig bzw. sind Teil bereits begonnen worden. Dazu
gehort z.B. weitere Experimente zur Einfuhrungalayloidogenen Modellsysteme sowie der
entsprechenden peptidbasierten Inhibitoren in patérliche Zellumgebung. Dartber hinaus
konnen die verschiedenen Schritte der Aggregationamyloiden Fibrillen sowie der
Inhibition durch helikale peptidbasierte Inhibitorenittels MD-Simulationen charakterisiert
werden. Dartber hinaus befinden sich die strukiemeCharakterisierungen der amyloiden
Fibrillen des Modellpeptids RRO1 kurz vor dem AHssk!™® °% Die abschlieRende
Interpretation der Ergebnisse soll schlief3lich eigeblick in den dreidimensionalen Aufbau
der Fibrillen sowie in den Prozess des Ubergangsang dem nativ ungefalteten, léslichen
Zustand in eine hochgeordnete, unlosliche Fibgében.

Ferner sind tiefergehende Studien mit naturlicherylaidogenen Peptiden notwendig, um
das therapeutische Potential dieses Inhibitionsagsa einschatzen zu koénnen. Die
Entwicklung der Modellpeptide basierend auf einemphipathischen Helix geht bereits in
diese Richtung. Diese Modelle zeigen in ihrem Fajaiverhalten eine groRe Ahnlichkeit zu
den naturlichen amyloidogenen Systemen, bringeoncjedaufgrund des Modellcharakters
einige Vorteile mit sich (siehe Kapit& Amyloide ModellpeptideHier konnte bereits die
Einfuhrung eines Valins im hydrophilen Teil der dngathischen Helix die Amyloidogenitat

entscheidend erhdhen. Die natlrlichen amyloidogéteptide sind bereits auf der Ebene der
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Primarstruktur um einiges komplexer. Um sich deriiighen System weiter zu nahern, ist
die Konzentration auf kiirzere Sequenzabschnitteveih So kann man zum Beispiel von der
zentralen Helix des APeptids, d.h. von A13-26), ausgehen, das eime/FDiskordanz
aufweist. Um schliel3lich ein stabil helikales Mdpeptid auf Basis einer amphipathischen
Helix zu finden, dass in der Lage ist die helikalElemente in der Sequenz anzusprechen,
kann die Sequenz einer amphipathischen Helix alsn@age fur einen Phagdhsplay
dienen, mit dem die Peptidsequenz primar im hydsbph Teil in Richtung stabiler
Wechselwrikung mit z.B. A(13-26) optimiert werden kann.

Zusammenfassend demonstrieren die hier beschrieb&mgebnisse das Potential zur
Inhibierung amyloider Aggregation mit Hilfe der &tgie der Adressierung helikaler
Elemente in amyloidogenen Sequenzen. Sie zeigess, diaa/F-Diskordanz, die fur einige
naturliche amyloidogene Peptide und Proteine besdwdm worden ist sowie die Tendenz zur
Bildung a-helikaler Intermediate als auch ein nativerhelikaler Faltungszustand
amyloidogener Peptide und Proteine fur das Design meuartigen Inhibitoren genutzt
werden kann (siehe Abschnifi,1 Die Bedeutungr-helikaler Intermediate6.3.1 Strategie
der Stabilisierung der a-helikalen Konformatior)iese Inhibitoren sind in der Lage, tber
hydrophobe aber auch elektrostatische Wechselwgdwmindie helikalen Elemente in der
Primarstruktur des amyloidogenen Peptids anzuspreahd als starker helikaler Partner fir
die Bildung vona-helikalen Strukturen zu dienen. Der amphipathisCimarkterer dera-
helikalen Peptide ist dabei von grol3em Vorteil birgt ein grol3es inhibitorisches Potential,
da sie generell Gber die hydrophoben Domane ant$éeigich hydrophobe amyloidogene
Sequenzen binden und die Ldslichkeit dieser Sequreritber die hydrophile Domane in
Wechselwirkung mit dem wassrigen Milieu erhdhen isowen proteolytischen Abbau

ermoglichen kénnen.
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14 Experimentelle Beschreibung
14.1 Peptid Synthese, Reinigung und Charakterisieru  ng

14.1.1 Festphasenpeptidsynthese

Alle Peptide wurden mittels Festphasensynthese runterwendung der Fmoc-
Schutzgruppenstrategie von C- zum N-Terminus syisibe. Die Peptide wurden im 0,05
mmol-MaRstab mit Hilfe des Syro XP von MultiSynTesymthetisiert. Dazu wurden folgende

Fmoc-geschitzten Aminosauren verwendet:

Fmoc-L-Glu(OtBu)-OH (Glutamat), Fmoc-L-Leu-OH (Ley¢ Fmoc-L-Lys-OH (Lysin),
Fmoc-L-Ser(tBu)-OH (Serin), Fmoc-Val-OH (Valin), éerAla-OH (Alanin), Fmoc-Phe-OH
(Phenylalanin)

Die Aminosauren wurden von Iris Biotech, NovaBiotheoder Fa. Gehardt erworben. Zur
Synthese wurden die Kupplungsreagenzien DIPEA, TBiRd HOBt bzw. DIC und HOBt
verwendet. Die Fmoc-Schutzgruppe wurde jeweilsdmitsterisch gehinderten Base Piperidin

und DBU entfernt. Das detaillierte Protokoll istTiabelle 2 beschrieben.

Harz
Zur Synthese der Peptide wurde Fmoc-L-Leu-Wang-taz Fmoc-L-Lysin-TGA-Harz der
Firma NovaBiochem verwendet. Die Beladung der Haragierte je nach Anwendung

zwischen 0,2 bis 0,70 mmol/g.

Kupplung der Aminosauren

Zur Kupplung der Aminoséaurederivate wurde das Haitz einem Reaktionsgemisch auf
jeweils 4 Aquivalenten TBTU, HOBt, dem entsprectmmdAminosaurederivat sowie 8
Aquivalenten DIPEA in 4 ml DMF fir 30 min geschilliteZusatzlich liegt in diesem
Reaktionsgemisch 0,23 mol/L Natriumperchlorat zerndeidung von Aggregation vor, das
die Kupplung von Aminosauren erschwert. Die Aminosderivate wurden zweimal
gekuppelt, d.h. nach Ende der zuvor beschriebengplking wurde nach einem Waschschritt
mit 4 ml DMF eine weitere Kupplung durchgefuhrt. fade Doppelkupplung schlief3t sich
die Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe durch ein Ggmaus 20 % Piperidin und 2 % DBU

in DMF fur jeweils zweimal 10 min an. Die Synthesen Peptiden mit dem Peptid-
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Syntheseroboter Synthesizer Syro XP von MultiSyhTerdolgt in Zyklen. Jeder Zyklus steht
fur die Kupplung einer Aminosaure in der Peptidssgu Der erste Zyklus unterscheidet sich
von allen weiteren Zyklen durch das Vorhandensémese Schrittes, in dem das Harz im
Losungsmittel DMF zunachst aufquellt, mit anschéieer Fmoc-Entschitzung der bereits
am Harz gekuppelten Aminoséaure. Allen Zyklen is duvor beschriebene Doppelkupplung
des Aminosaurederivats mit zuvor beschriebener hdie€ender Abspaltung der Fmoc-
Schutzgruppe und abschlieRendem Waschschritt miteil® sechsmal 4 mL DMF
gemeinsam. Das verwendete Syntheseprotokoll fiadiematisierte Festphasensynthese ist

in der Tabelle 6 zusammengefasst.

Tabelle 2: Verwendetes Syntheseprotokoll fir die automatisierte Festphasensynthese

Syntheseschritt Chemikalien Dauer

Erster Zyklus Quellen des Harzes 4 mL DMF 2 x 30 min

2 mL 20 % Piperidin + 2 %

Fmoc-Abspaltung DBU in DME 2 x 10 min
Waschen 4 mL DMF 6 x 1 min
Kupplung der 4 Ag. Fmoc-Xaa-OH und HOBt
Aminosaure 4 Aq. TBTU in DMF
8 Ag. DIPEA in NMP 2 x 30 min
Waschen 4 mL DMF 6 x 1 min
4 Ag. Fmoc-Xaa-OH und HOBt
Kupplung der " .
Alle weiteren Zyklen ~ Aminosaure 4 Aq. TBTU in DMF
8 Ag. DIPEA in NMP 2 x 30 min
Waschen 4 mL DMF 6 x 1 min
2 mL 20 % Piperidin + 2 %
Fmoc-Abspaltung iy pMF 2 x 10 min
Waschen 4 mL DMF 6 x 1 min

Manuelle Kupplung

Sofern nicht anders beschrieben, wurden die Peptid&l-Terminus mit einer UV-aktiven 2-
Aminobenzoesaure gekuppelt. Hierfur wurde das RémBoc-2-Abz-OH der Firma Bachem
verwendet. Die Kupplung von Boc-2-Abz-OH erfolgteamuell. Das Harz wurde nach
Abschluss der automatischen Synthese in eine $pltéze UGberfuhrt. Boc-2-Abz-OH wurde

mit DIC und HOBt mit 4 Aquivalenten bezogen auf diminosaure in 2 mL DMF 5 min
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aktiviert. Anschlie3end wurde die aktivierte Loésunglie das Harz enthaltende Filterspritze
aufgezogen. Die Reaktionszeit betrug je nach Besfatvfeder zweimal 2 h oder einmal 12 h.

Anschlie3end wurde das Harz durch mehrmaliges 8pilleDCM gewaschen.

Abspaltung der Peptide

Nach Abschluss der Synthese wurde das Harz durchrmadiges Spulen mit DCM
gewaschen. Die Abspaltungslésung setzt sich ausmL,8FA, 0,2 mL TIS und 20 pL D
zusammen und wurde in die Filterspritze aufgezagehfir 2,5 bis 3 h geschiittelt. Die TFA-
Losung mit dem abgespaltenen Rohpeptid wurde aefamrd in einen mit gekihltem
Diethylether gefullten 100 mL-Rundkolben gefalltdubei -20°C Uber Nacht aufbewahrt.
Danach wurde das ausgefallene Peptid zentrifugiettocknet und durch préaparative HPLC

gereinigt.
14.1.2 Reinigung und Charakterisierung

Praparative HPLC

Die synthetisierten Rohpeptide wurden durch prépa&d&P-HPLC unter Verwendung einer
PhenomenexLuna C8 10um (250 mm x 21.2 mm) an einem Knauer Smartline
Hochdruckgradientensystem, bestehend aus zwei Ru@partline 1000, einem Smartline
Manager 5000 Interface mit Losungsmitteldegaseereivariablem UV-Detektor 2500 sowie
aus einer Hochdruckgradienten-Mischkammer und 5Rrdbenschleife und Injektionsventil,

gereinigt. Die Flussrate von 20 mL/min wurde unferwendung des folgenden Gradienten

eluiert.
H,O (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 hiefr in einer Lésungsmittetbhung aus 50 (0,1 % TFA) und ACN
(0,1 % TFA) aufgeldst, filtriert und injiziert. Di®etektion erfolgte mit UV bei einer
Wellenldnge von 320 nm fur Peptide mit einem Abbelaund bei 220 nm fur Peptide ohne
Label.

Analytische HPLC
Die gesammelten Fraktionen wurden mittels analggs¢iPLC auf Reinheit Uberprift. Dazu

wurden zwei verschiedene HPLC-Systeme verwendein &inen ein LaChrom-HPLC-
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System (Merk-Hitachi), bestehend aus einem Interfa@000, zwei HPLC-Pumpen L-1000,
einem Diodenarray-Durchflussdetektor L-7450, einkElmchdruckgradienten-Mixer, einem
Rheodyne Injektionsventil 7725i, einer 20 pL Pramdreife, einem LOsungsmitteldegaser
L-7612, einem Autosampler 7200. Bedienung und Ausmeg der Daten wurde mit Hilfe der
LaChrom Software Version 4.0 durchgefuhrt. ProbedOul wurden in Standard
Autosamples Proben mit dem im Teil Praparative HPU&wendeten LOsungsmittel-
Gradienten mit einer Flussrate von 1 mL/min eluiBie Detektion erfolgte mit UV bei 320
nm bei Peptiden mit einem Abz-Label und bei 220 bben Peptiden ohne Label. Reine

Fraktionen wurden vereinigt, vom Acetonitril getneind lyophilisiert.

Massenspektrometrie

Zur ldentifizierung wurde die molekulare Masse signthetisierten Peptide mittels ESI-ToF-
Massenspektrometrie analysiert. Es wurde ein LGMSI 6210-Spektrometer der Firma
Agilent Technologies Inc. (USA) mit direkter Injedt der Probe Uber eine Harvard
Apparatus 11 Plus Spritzenpumpe verwendet. Died?roturden von der analytischen HPLC
aufgefangen und die jeweiligen Peptide lagen gatdstnem Gemisch aus Wasser und ACN
mit 0.1% TFA vor und wurden mit einer Flussrate \bh ml/min ins Massenspektrometer

injiziert.
14.1.3 Synthetisierte Peptide

Folgende Peptide wurden im Rahmen dieser Arbethsyisiert:

RRO1 Abz-LKVELKELKEELVVLKSELKELKEEL-OH
Molmasse berechnet: 3226,96 Da (monoisotpisch) 3228,86 Da (gemittelt)
bestimmt: 3227,01 Da

RRO1_o-Abz Ac-LKVELKELKEELVVLKSELKELKEEL-OH
Molmasse berechnet: 3149.8413 Da (monoisotpisch) 3151.7736 Da (gemittelt)
bestimmt: 3149,85 Da

RRO1-V3Vi4lis Abz-LKV ELKELKEELVV*L*KSELKELKEEL-OH
Molmasse berechnet: 3243,14 Da (monoisotpisch) 3244,84 Da (gemittelt)
bestimmt: 3243,92 Da

RRO1-L1V3V14l19K23 Abz-L*KV*ELKELKEELVVLKSEL*KELK*EEL-OH
Molmasse berechnet: 3252,12Da (monoisotpisch) 3253.74 Da (gemittelt)
bestimmt: 3255,96 Da

RRO1-V3lLs L13Vis 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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RRO1-V3LsE10K16S17L22 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

VWO01-ran Abz-LSKELKSEKLLEKEKLESELSEKKLL-OH

Molmasse berechnet: 3189,80 Da (monoisotpisch) 3191,66 Da (gemittelt)
bestimmt: 3190.94 Da

FFO3 Abz-LKKELKELKKELEKLKSELKELKKEL-OH

Molmasse berechnet: 3312.99 Da (monoisotpisch) 3314,94 Da (gemittelt)
bestimmt: 3313.03 Da

a-AH Abz-EKLLAELAAALKALLEKL-OH

Molmasse berechnet: 2055,29 Da (monoisotpisch) 2056,49 Da (gemittelt)
bestimmt: 2055,31 Da

LF-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

*vollstandig mit C* und N> markierte Aminosauren

14.2 Faltungsstudien

14.2.1 Allgemeine Bedingungen

Probengefal3e
Die Peptidproben fir Faltungsstudien wurden in Bppef® Probengefallen mit 1.5 und 2
mL bereitet. 15 mL Plastibrand® Zentrifugenréhrchemirden fur die Bereitung von

Peptideldsungen fur Volumina oberhalb von 2 mL \@det.
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Pufferlosungen
Fur die Peptid-Proben wurden verschiedene Puffevester mit einer Konzentration von 10
mM oder 100 mM fir Experimente in einem pH-Berewdm 4 bis 10 hergestellt. Zusatzlich

wurde 0,1 % (w/w) Nablhinzugefligt zur Vermeidung von Bakterienwachstum.

Acetat-Puffer

pH 4,0
AcOH/NaOAc
pH 7.4 Phosphat-Puffer
NaH2PO4/Na2HPO4 (Fluka)
pH 9-10 Carbonat-Puffer

HCO5 / CO3*

Bestimmung des pH-Werts

Der pH-Wert der Puffer-Losungen und der Peptid-ioggin wurde mit Hilfe eines WTW
pH526 pH-Meter und einer InLab® Micro Elektrode (filer Toledo) bestimmt. Die
Anpassung des pH-Werts erfolgte durch die Zugalre vt HCI bzw. 1 M NaOH im pL
Mal3stab.

14.2.2 Konzentrationsbestimmung

Die Konzentration der Peptid-Stammldsungen wurdeHiilfe UV-Spektroskopie und dem
an den Peptiden gekuppelten UV-Laben Abz unter ¥adung eines Varian Cary 50
Photometer (Varian Medical Systems, Palo Alto, O8A) bestimmt.

3

25 pH = 7.4 (10 mM Phosphat-Puffer):
Abs(320 nm) - 0,0024
E 2 cluM] = 0,002
= ,
N
[
8
1,5
< *
.
1 pH =4 (10 mM Azetat-Puffer):
. Abs(320 nm) = 0,0028 c[uM] + 0,0024
Abs(320 nm) - 0,0007
Py . R =0,99 oluM =5 5026
*
.
0
A 0 200 400 600 800 1000 1200 B

Konzentration in yM

Abbildung 147: (A) Kalibriergerade zur Bestimmung der Peptidkonzentration mit UV
Spektroskopie bei pH 7,4 (10 mM Phosphat-Puffer 0,1% NaNs) (B) Verwendete Gleichungen zur
Berechnung der Peptidkonzentration in Phosphat-Puffer pH 7,4 und Azetat-Puffer pH 4,0.

Dazu wurden 50 bis 100 pL der Peptid-Stammldsurigdem entsprechenden Puffer auf 1
mL verdinnt und in 1,5 mL PMMA Kuvetten (Plastibd@® VWR) Uberfihrt und gemessen.

Die gemessenen Werte flr die Absorption wurden @lerzuvor ermittelte Kalibrierkurve
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auf die Konzentration bezogen. Die Kalibrierkurvarde mit Abz-Gly-OH HCI-Lésungen

definierter Konzentration im entsprechenden Pudtédgenommen.

14.2.3 Bestimmung der Nettoladung eines Peptids

Die Nettoladung eines Peptids bei einem bestimmtéiwWert wurde nédherungsweise durch

folgende Gleichung berechnet:
Tabelle 3: Verwendete pKa-Werte

1opKai 10 pH flu £11’022

—_ - - yS ]

Z = zll N 1OleopKai EJ: ]VJ IOpHIOpKaj C-Term 2,34
NH, von Abz 4,98

Die N entspricht der Anzahl und pKaer pKa-Werte des N-Terminus und der Seitenketten
mit Aminofunktion (Arginin, Lysin, Histidin). Die Nentspricht der Anzahl und pKader
pKa-Werte des C-Terminus und der Seitenketten rarb&xylfunktion (Aspartat, Glutamat)

sowie Cystein und Tyrosin.

14.2.4 Probenpraparation

Nicht amyloidogene Peptide wurden in frisch hergigsim und filtriertem Puffer gelost. Die
Bereitung von Proben amyloidogener Peptide erforlae besondere Vorgehensweise. Denn
zum Teil zeichnen sich die amyloidogenen Peptideciduhre vergleichsweise schlechte
Loslichkeit in wassrigem Losungsmittel aus. Um guddie Bereitung homogener Proben, die
keinerlei bereits gebildete Aggregationskeime aide® zu gewdahrleisten, wurden

verschiedene Praparationsmethoden angewandt.

Modifizierung des pH-Werts

Das lyophilisierte amyloidogene Peptid, z.B. RR@iiyde im Phosphat-Puffer mit einer 10
mM Konzentration in 90 % des letztendlichen Volus@eldst. Der pH-Wert wurde durch
Zugabe von 1 NaOH im pL Mal3stab auf pH 11 gesiddls zur Auflosung von Aggregaten
und Aggregationskeimen fuhrt. Die Lésung wurde I6rmin in ein Ultraschalbad gestellt
und gevortext und Uber Nacht in diesem Zustandsbela Am néchsten Tag wurde die
Losung wieder auf den gewlnschten pH-Wert zurtdktfesDie Konzentration der Lésung

wurde nun wie beschrieben bestimmt und die fehldnelege Puffer wurde hinzugefugt.
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Verwendung von Hexafluoroisopropanol (HFIP)

Das lyophilisierte amyloidogene Peptid wurde zuséal Hexafluoroisopropanol (1 mg/mL)
gelost, gevortext und fur 15 min in ein Ultrasclaabgestellt. Zur Bestimmung der
Konzentration wurde ein kleiner Teil der Lésungrnamimen und mit dem entsprechenden
Puffer auf 1 mL aufgeflllt und wie beschrieben Alesorption bei 320 nm gemessen. Das
HFIP der Peptid-Stammlésung wurde unter einem sanirgonstrom abgedampft, so dass
sich das Peptid gleichmalRig am Rand des Proberegefaditeilte. Danach wurde der frisch
hergestellte und filtrierte Puffer zur Generieruley gewilinschten Konzentration hinzugefigt.

14.2.5 CD-Spektroskopie

Theoretischer Hintergrund

Mit Hilfe der Circulardichroismus (CD)-Spektroskepivird die Absorptionsdifferenxe, die
sich beim Durchgang des links- und rechts-zirkylalarisierten Lichts durch eine chirale
Probe ergibt, bestimmt. Fallt zirkular polarisiertecht auf eine optisch aktive Substanz, so
wird die Geschwindigkeit des Lichts einer Polaimakomponente gegenluber der anderen
verzogert. Die Verzbgerung einer Komponente gegender anderen fuhrt bei entgegensetzt

zirkular polarisiertem Licht in der Kombination ddfeldvektoren zu einer Ellipse.

E
@
/
/
/
/
Abbildung 148: Feldvektoren von links- (E.) und rechts-zirkular (ER) polarisiertem Licht vor (links)
und nach (rechts) dem Durchgang durch die Probe.

Die mit Hilfe der CD-Spektroskopie sich ergeben@efierenz A zwischen der Absorption
des links- &) und rechts- zirkular polarisierten Lichts mit defeweiligen
Absoprtionskoeffizienters. und & wird daher als Elliptizitd®® bezeichnet und ergibt sich
fur eine spezifische Wellenlange nach dem Lambeerg&chen Gesetz wie folgt:
O=1E-%-c-d
Zur Erzeugung des links- und rechts-zirkular psiarien Lichts wird zundchst mit Hilfe
eines Monochromators Licht einer bestimmen Wellegdéd erzeugt und linear polarisiert.
Das linear polarisierte Licht zweier Strahlengamgel anschlieend durch einen Modulator
unter dem Einfluss eines hochfrequenten Wechselelalternativ in links- und rechts-
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zirkular polarisiertes Licht umgewandelt. Die Ingéét des links-1() und rechts-1§) zirkular
polarisierten Lichts wird nach dem Durchgang duddf Probe mit Hilfe eines Detektors
gemessen. Daraus wird die Elliptizit# berechnet und entsprechend der Wellenlange
aufgenommen.

Zur Analyse der Konformation von Protein- und Pegttiukturen wird CD-Spektroskopie im
Wellenlangenbereich von 160 bis 250 nm durchgefisvd sich die n. 1 und 11— T
Ubergange der Peptidbindung befinden. Rechtshandipelikale Strukturen zeigen eine
charakteristische negative Elliptizitdt= 222 nm (n- 1) und A = 207 nm (Carbonylf- 17*)
und eine positive Elliptizitat beid =192 nm (Carbonytri— 1t*). CD-Spektroskopie in
Hinsicht auf die Bildung amyloider Aggregate wirdr2Jntersuchung der konformationellen
Anderung amyloidogener Proteine und Peptide voerimativen Struktur zu polymeren
[Faltblatt-reichen Aggregaten eingesetzt. Das Cihdi polymererS-Faltblatt-Strukturen
besteht aus einem Minimum zwischen 215 und 220maTt) und ein Maximum zwischen
195 und 202 nmt{- 1t*). Es kann hierbei zu Streuungseffekten aufgruatkibs gebildeter
Fibrilen kommen, welche die Aufnahme von Spekteschweren kann. Ein Minimum

zwischen 195 und 200 nm ist charakteristisch fiie @ingeordnete Struktur.

1
N
[&)]

)
'8 20 - —— B-Faltblatt
a -Helix
O 454 *
- ungefaltet
o

15
£
NE S+
S -
o))
38
[sp)
S 10
D 154

200 210 220 230 240
A/ nm

Abbildung 149: Typische CD-Spektren einer S-Faltblattstruktur (schwarz), einer a-Helix (rot) und
einer ungefalteten Struktur (blau).

Durchfiihrung

Die CD-Spektren wurden mit Hilfe des Jasco J-71®k8pmeters aufgenommen. Die

Temperatur wurde mit Hilfe des Zusatzgerats PTCVB4®elletier bei 20° C konstant

gehalten. Die Peptidkonzentration reichte von 5§ %00 pM. Es wurden SUPRASIL®-

Quarzkuvetten mit verschiedenen Schichtdicken v@nbs 1 mm verwendet. Die Spektren

des jeweilig verwendeten Puffers wurden von derk®pe der Peptidproben abgezogen. Die
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gemessenen Werte flr die Elliptizitd®][,swurden nach folgender Gleichung in die molare
Elliptizitat [@ umgerechnet und normalisiert] = [ Aops /(10000 | - ¢ - n) Die Langel
entspricht der Dicke der Kivette in cmentspricht der Peptidkonzentration in mol/L und
entspricht der Anzahl der Aminoséauren des Pepfids. verwendeten Parameter sind in

Tabelle 8 dargestellt.

Tabelle 4: Parameter der CD-Spektroskopie

Parameter Parameter

Empfindlichkeit: 100 mdeg Akkumulation: 3 bzw. 5
Wellenlangenbereich:  190-240 nm Bandbreite 2nm
Schrittauflésung: 0,5 nm Response: 2s
Scangeschwindigkeit: 100 nm/min N,-Fluss: ca. 3 L/min

Berechnung der Helizitat

Die Helizitat der Peptide wurde auf Basis der cki@rdstischen normalisierten Elliptizita€]

bei 222 nm berechnet. Der Wert fir eine 100%igeizHat eines 27 Aminosauren langen
Peptids mit der Gleichunggy = 39500- (1-2,57h) berechnet. Der Wert -39500 entspricht
der Elliptizitat einer Helix min gegen unendlich Aminosauren in deg?aimol* und der
Wert 2,57 ist der Faktor der die Lange des Primaksgir mit der Anzahl an Aminosaure

Fir eine Peptid mit n = 27 Aminosauren ergibt sieh von -35740 deg cmimol™ residué
1 [599]

14.2.6 Fluoreszenz-Assays

14.2.6.1 Thioflavin T

Theoretischer Hintergrund

Der ursprunglich hauptséachlich in der Histologier 2okalisierung der von amyloiden
Aggregaten verwendete Fluoreszenzfarbstoff Thiaflad (ThT) wurde zum meist

verwendeten Fluoreszenzfarbstoff zur spezifischaamntifizierung von amyloiden Fibrillen

sowohl in vivo als auchin vitro. Naiki et al. und LeVine gehéren zu den ersten
Wissenschaftlern, die Eigenschaften von ThT beidBig an amyloiden Fibrillen

untersuchteff°1-6%4

Sie konnten zeigen, dass ThT eine starke Versch@gbdes
Anregungsmaximums von 385 nm zu 450 nm und desdionsmaximums von 445 zu 482
nm bewirkt. Es ist wasserldslich mit einer moderagdfinitdt zu amyloiden Fibrillen. Es
bindet an amyloide Fibrillen vieler verschiedenatimlicher amyloidogener Proteine und
Peptide, was auf eine gemeinsame molekulare Strakr amyloiden Fibrillen deutet. Die

intensive Verwendung in der wissenschaftlichen éfuuag macht eine Charakterisierung des

202



Experimentelle Beschreibung

Mechanismus der Bindung von Thioflavin T notwendigerschiedene Modelle zum
Fluoreszenzeffekt von ThT werden diskutiert. Zusidtonnten Untersuchungen von Krebs
et al. zeigen, dass ThT-Molekule parallel zur Fibrillehse binden, was zu einem Kanal-
Modell fihrte, nach dem sich ThT anhand der Kanatentiert, die sich durch die
Seitenketten in decrossB-Struktur ergebefi®® Gestiitzt wird dieses Modell durch eine
Reihe von MD-Simulationefi® In aktuellen Studien konnte gezeigt werden, dags das

A
§
é
B
— —— —p
—O0—@—=
< O0—0—
C

Abbildung 150: (A) Chemische Struktur von Thioflavin T und lllustrierung der beiden planaren
Segmente, deren relative Rotation die Chiralitat des Molekils bestimmt (Lit. [605) Copyright ©
Elsevier) (B) Extinktions- und Emissionsspektren in Gegenwart amyloider Fibrillen von AZ(1-28)

(kurz gestrichelte Linie) und AB(1-40) (lang gestrichelte Linie) (Lit. ®“Copyright® Cold Spring
Harbor Laboratory Press) (C) Orientierung von ThT-Molekilen and der Oberflache einer Fibrille

(Lit. [605) Copyright © Elsevier).

ThT-Molekil wie ein molekularer Motor verh&i®/®*” In Losung ohne Gegenwart von
amyloiden Fibrillen kénnen der Benzylaminring unénBythiolring frei rotieren, was die
Abgabe von angeregten Photonen unterbindet. Die geFolist eine niedrige
Fluoreszenzemission von ThT. Durch die Bindung iaerekanalahnlichen Oberflache einer
amyloiden Fibrille, die sich aus den wiederholen@&mitenkettenwechselwirkungen in der
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cross{-Struktur entlang der Fibrille ergeben, kommt eso@d zum Verlust von
Freiheitsgraden der Rotation, was als Grund fiur siemken Fluoreszenzeffekt diskutiert
wird.[% 8 pDariiber hinaus werden Modelle der Selbstassonmiation ThT diskutiert.
Groenninget al. konnten z.B. zeigen, dass ThT in angeregten Dimanehydrophoben
,Taschen* der amyloiden Fibrillen bind&? Jedoch kann keines dieser Modelle
verdeutlichen, warum ThT parallel zur Fibrillenaghsindet und warum die Chiralitdt von
ThT beeinflusst wird?®®!

Durchfiihrung

Mit Hilfe von Thioflavin lassen sich die Kinetik wie das quantitative Ausmald der
Fibrillenbildung bestimmen. Es wurde ein von SigAldrich kauflich erworbenes Thioflavin

T vor der Verwendung mit Hilfe einer chromatogrefien Saule gereinigt. Die
Fluoreszenzspektren wurden mit Hilfe des LuminezZgmektrometer LS50B (Perkin-Elmer,
Boston, MA, USA) aufgenommen. Fluoreszenzprobeerimalb einer Quarz-Kuvette (Quartz
Suprasil; 0,2 x 1 cm) enthielten 490 pL Peptidl@gsimPhosphat-Puffer (pH 7,4; 0,1% NaN
und 10 pL eine 500uM ThT-Lésung (10 uM). Die Spektwurden von einer Wellenlange

= 470 zu 600 nm und Anregung bki= 450 nm aufgenommen. Zur Aufnahme des
kinetischen Verlaufs der Aggregation wird die Fesrenzintensitat bei einer Wellenlange
vonA = 485 nm in Abhangigkeit von der Zeit gemessen.

14.2.6.2 NIAD-4
Der Fluoreszenz-Farbstoff NIAD-4 wurde zur Untesdang zwischen helikalen Fasern und

amyloiden Fibrillen speziell bei azidem pH Wert emgndet und daftr im Rahmen dieser
Arbeit getestet (sien€l0.7 NIAD-4 Fluoreszenz bei helikalen Fasern undylaiden
Fibrillen).%®

NIAD-4 Assay

NIAD-4 wurde von ICx Nomadics Inc. (Cambridge, MAISA) (¢ = 35700 L/mol-cm)
erworben. Aufgrund der geringen Ldslichkeit in Weassurde eine 500 uM Stammldsung in
Methanol hergestellt. Die Fluoreszenzspektren wurdait Hilfe des Lumineszenz
Spektrometer LS50B (Perkin-Elmer, Boston, MA, USAjfgenommen. Fluoreszenzproben
innerhalb einer Quarz-Kiuvette (Quartz Suprasil;»0,2 cm) enthielten 490 uL Peptidlésung
in Phosphat- bzw. Azetat-Puffer (pH 7,4 oder pH 4,0% NaN) und 10 pL einer 500uM
NIAD-4-LOosung (10 pM). Der pH-Wert wurde anschlieleneu angepasst. Die Spektren

wurden von einer Wellenlangg = 525 zu 700 nm und Anregung bki= 450 nm

204



Experimentelle Beschreibung

aufgenommen. Zur Aufnahme des kinetischen VerldefsAggregation wird die maximale

Fluoreszenzintensitat in Abhangigkeit von der geinessen.

14.2.7 Inhibitionsstudien mit Hilfe der CD-Spektros  kopie und Fluoreszenz-
Assays

Fur den kinetischen Verlauf der amyloiden Aggremativird die Fluoreszenzintensitat bzw.
der Betrag der Elliptizitat@] bei 218 nm (-Faltblattstruktur) in Abhangigkeit von der Zeit
gemessen. Testet man die inhibitorische Wirkumgitro mit z. B. einem ThT-Assay oder
CD-Spektroskopie, aul3ert sich die inhibitorischerkivng im Vergleich zum Verlauf der
Fibrillenbildung ohne Inhibitor zum einen durch einerlangerte Dauer bis zur Nukleation
der Aggregation und zum anderen durch eine Redurjedes Ausmales der Fibrillenbildung

bis hin zur vollstandigen Inhibition der Aggregation beobachteten Zeitraum (Abbildung ).

Maximum der Fibrillenbildung

Reduzierung
der Fibrillenbildung

Signal

Nukleationszeit

e ONINE INibItOr

verlangerte Nukleationszeit mit Inhibitor

ﬁobzbildung 151: Schematische Darstellung eines in vitro Aggregations-Assays (verandert nach Lit.

)

14.2.8 GroRRenausschlusschromatographie

Theoretischer Hintergrund

Wie bereits im Namen der Methode zu erkennen istnnt man mit Hilfe der
GroélRenausschlusschromatographie geloste Molekilsprechend ihrer GrolRe. Die
unterschiedliche Grél3e hat eine unterschiedlicmmn®ation durch ein poréses Tragermaterial
mit spezifischer Porengrof3e zur Folge. Die Molekilkg, d.h. das hydrodynamische
Volumen der Probenmolekile, muss in einem bestimnverhaltnis zur Porengrof3e des
Tragermaterials stehen. Kénnen Probenmolekile andgihrer Grol3e nicht in die Poren
eindringen, werden sie mit der Ldsemittelfront etti Sie werden mit dem so genannten
Ausschlussvolumel eluiert. Sind die Molekile kleiner, kénnen sie sigtgehindert durch
die stationdre Phase bewegen und in die Poren degerMmaterials eindringen. Sie werden
daraufhin mit einer Verzégerung zum Ausschlussvelui eluiert. Die kleinsten Molekiile

kénnen sich langer innerhalb des Tragermateridisaten und werden daher zuletzt eluiert.
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Sie werden zwischen dem Ausschlussvolunvgnund dem Elutionsvolumel,, das der

Summe des internen Porenvolumens und des Partilselz@nraums entspricht, eluiert.

A

Molekulargewicht [kDa]

v

o< - '____________'________y___/f‘_A
R R

Elutionsvolumen [mL]

Abbildung 152: Effekt der GroRenaustauschchromatographie (nach Lit.'**%).

Durchfiuhrung

Mit Hilfe der GrolRenaustauschchromatographie wutele Oligomerisierungsgrad gebildeter
Komplexe im Vergleich zu dem bekannten Oligomensigsgrad von VW01 und VWO01-ran
bestimmt, der mit Hilfe der analytischen Ultrazéogation bestimmt wurde. Die
GroélRenaustauschchromatographie wurde mit einerr@ep&5 PC 3.2/30 Séule mit einem
Gel Volumen von 2,4 mL durchgefuhrt. Die einzeliraptidproben oder Mischungen wurden
in Puffer gelést (100 mM Azetat-Puffer fir pH 410 mM Phosphat-Puffer fir pH 7,4) und
mit gleichem Puffer mit Hilfe eines Elite LaChror&gstems mit einer Flussrate von 0,025
mL pro Minute innerhalb von 240 min eluiert. Die $duption wurde entsprechend der Abz-
Gruppe an den jeweiligen Peptiden her 320 nm in Abhangigkeit von der Retentionszeit
aufgenommen. Die Saule wurde zuvor mit dem entbpreen Puffer equilibriert. Fir den
Vergleich der einzelnen Proben untereinander wdedeAbz-Gly als Standard zu jeder Probe

hinzugefugt.

14.2.9 Analytische Ultrazentrifugation

Theoretischer Hintergrund

Bei der Methode der analytischen Ultrazentrifugatiowird mit Hilfe einer auf hohe
Geschwindigkeiten (60000 U/min) optimieren Zengdu die Bewegung des zu
untersuchenden Partikels im Schwerefeld spektraskbpdetektiert. Partikel wird nach
GroR3e, Dichte und Form fraktioniert. Die Messzetig der jeweiligen Partikelprobe wird mit

Hilfe einer Absorptionsoptik wahrend der Sedimeantatei einer bestimmten Wellenlange
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untersucht. Auf diese Weise erhélt man ein Konagiomsprofil Gber den radialen Verlauf
der Messzellen. Durch Wiederholung der Messung wiede Information zeitlich aufgelost.
Im Laufe der Sedimentation wandert die Sedimematront in Richtung Zellboden. Aus der
Geschwindigkeit der Sedimentation einzelner Pdrtikend die Partikeleigenschaften
zuganglich.

Die Bestimmung der molaren Masse ist Uber zweiclheesiene Experimente mdoglich, das
Sedimentationsgeschwindgkeits- und das Sedimensgfieichgewichtsexperiment. Beim
Sedimentationsgeschwindgkeitsexperiment  wird  eineonzentrationsverteilung in
Abhangigkeit von der Zeit innerhalb der Messzeltmiektiert. Die Daten flie3en in die
Verteilung des Sedimentationskoeffizienten (s-Viengy) ein. Der Sedimentationskoeffizient
gibt Auskunft dber die Geschwindigkeit der Sedinagioh. Die Verteilung des
Sedimentationskoeffizienten macht z. B. Aussagesr i@le Anzahl und Konzentration der
unterschiedlichen Komponenten mdglich und erlaubdtBerechnung der Partikelmasse nach

folgenden Gleichung:

mp = Partikelmasse
r = radialer Abstand Partikel/Rotationsachse
w = Winkelgeschwindigkeit
_ Vp = Teilchenvolumen
- PLm = Losemitteldichte
mp (1 Vszm) — u =s V, = partielles spezif. Volumen
f 6()2r f = Reibungskoeffizient
s = Sedimentationskoeffizient

Das Sedimentationsgleichgewicht beschreibt dasckgeiwicht zwischen Sedimentation zum
Zellboden und der Ruckdiffusion vom Zellboden weg Bnde Sedimentation, an dem keine
Transportprozesse mehr stattfinden. Im Gleichgemkéhnen mehrer Spezies vorliegen und
es sind daher Annahmen bezuglich der Anzahl unativen Konzentration der Spezies

notwendig. Die Auswertung flhrt zu einer Molmassateilung.

Durchfiuhrung

Die Experimente wurden Zusammenarbeit mit der Asgeiippe von Dr. Helmut Colfen am
Max-Planck-Institut fur Kolloid- und Grenzflacheméchung mit Hilfe einer XL-I
Ultrazentrifuge (Beckman-Coulter, Palo Alto, CA)nvdJlla Gerling durchgefuhrt. Mit der
analytischen Ultrazentrifugation (AUZ) wurde dernddimerisierungsgrad der Modellpeptide
VW01 und VWO01-ran bestimmt. Die Peptidstammldsungegen Puffer (Phosphatpuffer: 10
mM, pH 7.4, 0.1% Nap p =0.99941 g/ml n =0.008972 P ; Azetat-Puffer. 10 mM, pH 4,0,
0.1% NaN, p = 0.998192 g/ml, n =0.008925 P) wurden mit einer Membran SpectraPro®-
Membran (MWCO; Carl Roth GmbH) dialysiert. Sedinaitinsgeschwindigkeitsmessungen
wurden bei einer Rotorgeschwindigkeit von 60000 prd einer Peptidkonzentration von 20
bis 300 puM durchgefiihrt. Sedimentationsgleichgetsekperimente wurden bei einer
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Rotorgeschwindgkeit von 25000, 30000 und 50000 fipnPeptidkonzentration von 20 bis
500 puM durchgefiihrt. Die Absorption wurde im Weldergenbereich von 320 bis 360 nm
detektiert. Das partielle spezifische Volumen wundét Hilfe des Paar DMA 5000

Dichtemesser (Anton Paar, Graz, Austria) bestimmd wmit der Software SED NTERP

berechnet Kttp://www.rasmb.bbri.orgLit. **). Das partielle spezifische Volumen betrug

0,736 mL/g. Die apparente Masse wurde mit Hilfe Besgramms MSTAR von Harding und
Colfen bestimmt. Die Daten der Sedimentationsgesuligkeitsmessung wurden mit Hilfe
des Programms SEDFIT von Schuck ausgewertet untefubaur spezifischen Verteilung der

molaren Massen c(M).

14.2.10 Limitierte Proteolyse

Theoretischer Hintergrund

Die limitierte Proteolyse ist eine Methode zur ktasellen Analyse von Proteinen und

Peptiden. Da zur Spaltung der Peptidbindung durokeBsen eine Peptidsequenz von bis zu
10 Aminosauren in einer zuganglichen, flexiblen #omation notwendig sind, kann man

schlie3en, dass die spezifische Position der Sgaittnerhalb der Primarstruktur exponiert,

flexibel oder auch schwach strukturiert sein mtié5Diese Methode fand bereits in der

strukturellen Analyse von Amyloiden Anwendung. Miannte auf diese Weise zeigen,

welche Segmente der amyloidogenen Primarstruktantnieil der gegentber Proteasen

relativ stabilen ung®Faltblatt-reichen, amyloiden Kernstrukturen sftié.5*

Durchfihrung

Die Methode wurde hier angewendet, um die unteesitiche Stabilitdt der jeweiligen
Komplexe gegenlber Proteasen zu untersuchen. Waligen Peptidproben enthielten stets
eine Gesamtpeptidkonzentration von 150 uM in 10 Rhbsphatpuffer (10 mM, pH 7.4,
0.1% NaN). Die Peptidldsung wurde mit einer Enzymstamml@ssn verdinnt, dass die
Gesamtpeptidkonzentration 100 uM entspricht. Alleben wurden bei 37°C inkubiert. Die
Inkubationszeit wurde nach bestimmten Zeitpunktemcld die Addition von Acetonitril
(0,1% TFA) und 1%-iger TFA gestoppt, wodurch digtiékonzentration auf 33uM verdinnt
wurde. Diese Prozedur ist zur Auflosung der amyoidFibrillen und Inhibierung jeder
weiterer Form von amyloider Aggregation im Autosdénpder HPLC sowie zur
Deaktivierung der Protease notwendig. Die einzeldmoben wurden mit Hilfe der
analytischen HPLC (Merck LaChrome Elite System, ékeiKGaA, Darmstadt, Germany)
unter Verwendung einer Merck Chromolith HPLC Sauiersucht. Die Peptide wurden mit
einem linearen Gradienten ausQ4Acetonitril/0,1%TFA eluiert. Die Peptidkonzenfioat
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wurde Uber die Berechnung der HPLRrakFlache bei 220 nm anhand einer zuvor
aufgenommenen Standardkurve erstellt. Hierfir wualideKonzentration des Standardpeptids
mit UV bestimmt. AnschlieRend wurde eine Verdunraraghe mit HPLC aufgenommen, mit

der schliel3lich die Flache unter d&fmakeiner 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 Hébt von Peptidsequenzen, d. h. der
Tendenz zur Bildung vora-helikalen Strukturen. Es basiert auf deelix-Coil-Theorie,
genauer auf dem Lifson-Roig Modell, und wurde venr&o, Munoz und deren Mitarbeitern
entwickelt’® 8% ®1¥Ipas Lifson-Roig Modell ist ein Modell der statithen Mechanik, das
Aussagen uber die Wahrscheinlichkeit des Konforonatibergangs eines Aminosaurerests
von ungefalteten in desrhelikalen Zustand erlaubt. Die urspriingliche Viamsion AGADIR
bertcksichtigte die Helix-Propensitdt ohne Wass#éistickenbindungen, die Enthalpie der
Wasserstoffbriickenbindung, die Wechselwirkungenselen den Seitenketten und die
Entfaltung am Ende von helikalen Sequenzen. Ineangit Entwicklungsschritten wurden
schlief3lich auch andere potentielle Konformatiofigreine Aminosaure neben der helikalen
Konformation mit einbezogen. Der Algorithmus bergicktigt dartber hinaus
elektrostatische Wechselwirkungen, das Helix-Dipmiment, die pH-Abh&ngigkeit, die
TemperaturcappingMotive und die lonenstarke. Zur Evaluierung degdkithmus wurden
1200 Peptide analysiert und die Ergebnisse wurdierexperimentellen Werten verglichen.
AGADIR ist in der Lage, zuverlassig VorhersagenUgbzh der helikalen Tendenz flr jede
Peptidsequenz zu machen. Dartber hinaus kann deritdmus auch Vorhersagen bezuglich
der chemischen Verschiebung und KupplungskonstaeeNMR treffer® Der Algorithmus

lasst sich Uber die Websitevw.agadir.crg.esutzen.

14.2.11.2 TANGO

Der auf der statistischen Mechanik beruhende Aligorus TANGO wurde zur Vorhersage
von crossAggregation, d. h. Bildung amyloider Aggregate Feptiden und denaturierten
Proteinen entwickelt. Der Algorithmus basiert auffachen physiko-chemischen Prinzipien
und bertcksichtigt neben dem ungefalteten Zustarel Rropensitaten verschiedener
Sekundarstrukturen. Dazu gehoOrefturn, a-Helix, aggregierendef-Faltblatt- sowie
aggregierende-Helix-Strukturen.  Zur Vorhersage der Aggregatiensienz  wird

angenommen, dass die amyloidogene Kernsequenztévmllg desolvatisiert wird. Die
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entsprechende energetische Bilanz wird mitberibkgic Dartber hinaus werden
elektrostatische Wechselwirkungen, d. h. der Gredighisierung in Abhangigkeit vom pH-
Wert und der Temperatur miteinbezogen. Optionaktlasich auch der Einfluss des
Losungsmittels Tetrafluorethan TFE zum einen uUber \derstarkung des Einflusses von
Wasserstoffbriickenbindungen und zum anderen UkeEdiohung der helikalen Propensitét
mit einbeziehen. TANGO wurde mit Hilfe von 175 Rdph und 20 Proteinen evaluiert und
ist in der Lage, die Wahrscheinlichkeit derossf+Aggregation vorherzusagen und die
spezifischen Segmente der Primarstruktur (siehe ladogene Kernsequenzen) zu
identifizieren, welche die fir Aggregation verantdlioh sind. Der Algorithmus lasst sich

Uber die Website/ww.tango.crg.esutzen.

14.3 Strukturelle Charakterisierung

14.3.1 Elektronenmikroskopie

Aufbau eines Elektronenmikroskops (nach Lit. ~ [©*7])

Prinzipiell ist der Aufbau eines Elektronenmikropkomit dem eines Lichtmikroskops
vergleichbar. An die Stelle der Glaslinsen im Linikroskop treten magnetische Linsen in
Form von eisenummantelten Wicklungen, durch dieStnom fliel3t und so das Magnetfeld
erzeugt wird. Magentische Linsen wirken als Sammsdh. Eine Kathode dient als
Elektronenquelle, indem sie elektrisch aufgeheintdwind dadurch Elektronen emittiert
werden. Eine Anode, an der eine Spannung von Goifieangen von TOVolt anliegt,

beschleunigt die Elektronen. Kondonsorlinsen folares den Elektronenstrahl auf das
Objekt. Der Elektronenstrahl durchdringt das Objekirch mehrere Projektivliinsen
aufgeweitet, wodurch die VergroRerung erhoht widade Aufnahmen wurden auf Negativen

dokumentiert.

Durchfiihrung

Die elektronenmikroskopischen Experimente wurdenn vdHans v. Berlepsch
(Forschungszentrum Elektronenmikroskopie, FU Berlgurchgefuhrt. Mit Hilfe der
Elektronenmikroskopie lassen sich die peptidbasterAggregate abbilden und strukturell
untersuchen. Fur die im Rahmen dieser Arbeit diestel Bilder wurde die
Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) und KryeM verwendet. Der wesentliche
Unterschied liegt in der Praparation der Proberr. HiM werden getrocknete Filme auf
weitmaschigen Gitterngids) untersucht. Dazu wurden ca. 5 bis 10 pL der BEsiing auf
Kohlenstoff-beschichteten Kupfern-Gittern (400 meahsorbiert. Nach der Anfarbung mit
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1%iger Phosphorwolframséaure (PTA) wurden die Gi#terder Luft getrocknet. Die TEM-

Aufnahmen wurden bei einer Vergro3erung von 583060 ainem Defokus von 0,7 pum
aufgenommen.

Zur Bereitung der Proben fur die Kryo-TEM-Aufnahmeird ein Droplet (5 bis 10 pL) der

Peptidlosung auf ein hydrophilisiertes, perforisrtend Kohlenstoff-beschichtetes Gitter bei
Raumtemperatur aufgetragen. Die Uberstehende gkigsswird zu einer ultradiinnen Schicht
Uber die Locher des Gitters gestrichen. Das Gitied sofort mit flissigen Ethan bei einem
Gefrierpunkt von -184 °C vitrifiziert. Durch diesesthnellen Kihlungsprozess wird eine
storungsfreie thermale Fixierung (Vitrifizierung)erd wassrigen LOsung erreicht ohne
Kristallisierung des Losungsmittels und der dardetgenden Veranderung der zu
untersuchenden Aggregate. Die vitrifizierten Probsarden mit Hilfe von flussigem

Kryo-TEM TEM (1% PTA)

unkontrastiert Negativ-
in Eis Kontrastierung

AN UL

Dichteverteilung
im elektronemikroskopischen Bild

Abbildung 153: Kontrastumkehr zwischen TEM und Kryo-TEM-Aufnahmen. Schematische
Darstellung der an%ewendeten Kontrastierungsarten (die schwarzen Kreise repréasentieren
Aggregate) (nach Lit. 617]).

Stickstoff zu einem CM 12 Transmission Elektrondmegkop transportiert. Die
mikroskopischen Studien werden bei -175 °C beireWfergré3erung von 58300 und einem
Defokus von 1,5 pm durchgefuhrt. Die Bereitung ¥oyo-TEM-Aufnahmen dient u. a. auch

dazu, mdgliche Praparationseffekte bei TEM-Aufnahmeaszuschliel3en.

14.3.2 Rontgenbeugung

Probenpaparation

Die Experimente wurden in Zusammenarbeit mit Han®Berlepsch (Forschungszentrum
Elektronenmikroskopie, FU Berlin) sowie Jork Legemund Franziska Emmerling (BAM,

Bundesinstitut fur Materialforschung) am BESSY (Bgrdurchgefuhrt. Zunachst wurde das
gereinigte Peptid in frisch gefiltertem 10 mM Phosp bzw.- Azetatpuffer gelést und fur 7
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bis 10 Tage bei Raumtemperatur inkubiert. Die amdgilo Aggregate wurden mit Hilfe von
CD-Spektroskopie, ThT-Assay und TEM Uberprift. Peptidkonzentration wurde mit Hilfe
der UV-Spektroskopiel@.2.2 Konzentrationsbestimmuynigestimmt. Letztendlich lag die
Peptidkonzentration in einem Bereich 200 bis 1080 pa die Intensitat der Reflektionen
relativ zum Hintergrund des Losungsmittels mit Décher Packung der Fibrillen ansteigt, ist
eine hohe Peptidkonzentration notwendig. Dies wintich Eintrocknung der Peptidiésung
erreicht®?® Verschiedene Methoden wurden hierbei ausproliget.einfachste Methode ist
das Einrockung der Peptidlésung in den Eppendori@éhgefalien (1,5 mL), was zu einem
dinnen Film an der Oberflache des Gefal3es fiihnt.Baweitung von Proben mit partiell
gerichteten Fibrillen wird ein Droplet der Peptisling zwischen zwei silikonisierten Enden
von Glaskapillaren in einem Abstand von 1,5 mm agnet. Durch mehrere
Wiederholungen wird so ein Blndel von gerichtetebrifen erreicht. Die getrockneten
Proben wurden in einem dinnen Klebeband fixierto(@t Tape, Carl Roth GmbH,

Karlsruhe, Berlin)

Durchftuihrung der Messung

Alle  Rontgenbeugungsexperimente  wurden  mit  Hilfe neei synchrotronen
Rontgenstrahlungsquelle am BESSY durchgefiihrt {i@eDeutschland). Der Aufbau ist in
der Literatuf'® detailliert beschrieben. Fiir die Roéntgenbeugungsomegen wird ein
Strahlgang von etwa 300 um Durchmesser an der pokii®n verwendet. Die Abweichung
des Strahlgangs betrug weniger als ein 1 mradZbotal und vertikal) bei einem Photonflux
von 1x 10° s* und einem Ringstrom von 100 mA. Alle Experimentarden mit Hilfe von
hoch monochromatischer Réntgenstrahlung durchgefbine Intensitat der Beugung wurde
bei einer Wellenlange voA= 1.0024 A gemessen und mit Hilfe eines 2D MarMo<CD
Detektors aufgezeichnet. Der Abstand zwischen danédPund dem Detektor wurde in einem
Bereich von 200 bis 300 mm variiert. Die Dauer B&ponierung variierte von 10 s bis 10
min in Abhangigkeit vom erzielten Kontrast. Die Mapparatur wurde mit Hilfe von
Korundpulver (A$Os, KorngroRe < 10uM, Sigma-Aldrich) kalibriert. Eintensionale
Beugungsprofile wurden durch azimutale Mittlung deridimensionalen Muster mit Hilfe
des Programms FIT2D kreidf” Nach der Mittlung der eindimensionalen Profile der
getrockneten Proben wurde der Hintergrund ohnedPabigezogen, hier das Klebeband bzw.
die Beugung einer leeren Probe.
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14.3.3 Festphasen-Kernresonanzspektroskopie (  ssNMR)

Diese Methode nutzt das Phanomen der kernmagnetis&tesonanz. Eine homogenes
Magnetfeld fuhrt bei Atomkernen mit einem magnétest Moment zu einer Aufspaltung der
Energieniveaus des Kernspins in mehrere ZustandennWman Radiowellen mit einer
Frequenz einstrahlt, die diesem Energieuntersclztchen den Zustdnden entspricht
(Resonanz), lasst sich ein Ubergang induzierenseDMethode dient der spektroskopischen
Untersuchung der elektronischen Umgebung einzew@me und der Wechselwirkung mit
benachbarten Atomen und lasst sich u.a. zur streilken Charakterisierung von
Biomolekiilen, wie z.B. amyloide Aggregate, nut#ef.

Amyloide Fibrillen sind zwar unlésliche aber nidtristalline Aggregate. Es ist daher nicht
maoglich die Struktur mit hochauflosenden Methodeie der Kristallstrukturanalyse oder
herkdbmmlicher NMR-Spektroskopie aufzuklaren. Diestphasen-NMR qolid state-NMR
konnte aber in den letzten Jahren einen entschagdeRinblick in den Aufbau amyloider
Fibrillen auf molekularer Ebene geben. NMR-Speltopse lasst sich nur mit Hilfe
magnetisch aktiver Kerne (Nuklide mit ungerader $&zms oder Ordnungszahl) durchfuhren.
Bei der herkbmmlichen NMR-Spektroskopie von Losunggt der wichtigste Atomkern das
Proton. Jedoch bei der Festphasen-NMR flhren PiR&monanzen zu breiten Peaks die sich
nicht auflésen lassen. Daher ist die Markierung H@ und **N Isotopen notwendig. Die
lassen sich mit Hilfe der Festphasenpeptidsyntioglse durch rekombinante Expression in
einem N&hrmedium auSN-markiertes Ammoniumchlorid untfCs-markierte Glukose. Die
Verwendung von 1,3C,-Glycerol, 2°C-Glycerol oder I*C-Glycerol fiihrt zur
Reduzierung der Isotopenmarkierung, wodurch mogli€herlappungen der Resonanzen
verringert werden kanfi?® Durch die Mischung von Isotopen-markierten Peptidsezen
mit unmarkierten Peptidsequenzen, lassen sich oliggKontakte in den NMR-Spektren auf
intramolekulare  Kontakte begrenzen. Dies ermoglickinen Einblick in den
dreidimensionalen Aufbau einer Fibrilfé®

Verschiedene NMR-spektroskopische Methoden stebe&rhebung von strukturellen Daten
zur Verfigung. Aufrgund der Uberlagerung verschigule Signale, ist es unmoglich
eindimensionalen Spektren in der Festphasen-NMRiBskopie zu interpretieréf:? Mit
Hilfe von 2D-Experimenten lassen sich diese Uberagg auflosen. Dazu wird eine Reihe
von Spektren aufgenommen, die sich in der Phasdniedsitat systematisch andern. Durch
Fourier-Transformation entsteht entlang einer Zbga eine Reihe von eindimensionalen
Spektren. Durch erneute Fourier-Transformationaggtlder Zeitachse ensteht aus diesen

Spektren ein zweidimensionales Spektrum, das (@lebise als Hohenliniendiagramm
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dargestellt wird®*? Im homonuklearen 2D-Spektrum zieht sich eine diad Linie durch
das Spektrum. Zusatzlich symmetrisch zur diesegd@ialen sind sogenannte Kreuzsignale
erkennbar, die aufgrund des Austausch der Magentisy zwischen zwei Kernen entstehen.
Sie beruhen auf der Wechselwirkung zwischen zwen&e und enthalten die eigentliche
Strukurinformation. Fir die NMR-Spektroskopie arololektlen werden im Wesentlichen
drei verschiedene 2D-Experimente verwendet.

2D-COSY correlation spectroscopyist eine zweidimensionale Methode, wobei die kern
Uber skalare Kopplung miteinander korreliert werdeinnen. Das 2D-TOCSY (total
correlated spectroscopywerden ebenfalls wie beim 2D-COSY die Kerne Udbier skalare
Kopplung korreliert, jedoch kdnnen mehrere Koppkmgder in einen Spinsystem
verbundenen Kerne miteinander korreliert werden.

2D-NOESY fwuclear overhauser enhancement spectroscaply eine zweidimensionale
Methode, wobei die Kerne uber den Kern-OverhausikE (NOE), d.h. der dipolaren
Wechselwirkung des Kernspins, und nicht tber skalgopplung korreliert werden. Die
Wechselwirkung des Kernspins wirkt durch den Raummbei die Korrelation vom
raumlichen Abstand abhéngig ist. Die Auswertung3jeektren ermoglicht eine sequentielle
Zuordnung, d.h. die Zuordnung der NMR-Signale demifosduren aufgrund der
Wechselwirkung mit den benachbarten Amonisaff&h.Mit Hilfe der chemischen
Verschiebung dega-C-Atoms unds-C-Atoms lasst sich die Sekundarstruktur bestimriea.
Torsionswinkel ¢ und y des Peptidrickgrats lassen sich auf Basis der iBuwg der
Resonanzen mit Hilfe des Programms TALOS berecfA8180 lasst sich bei amyloiden
Fibrillen z.B. die Ausdehnung dgFaltblattstruktur bestimmeff®

Fur die tiefergehende Beschreibung der Methodik.(gpezifische Pulssequenzen usw.) zur
Erlangung der im Rahmen dieser Arbeit dargestelegebnisse bezliglich der Festphasen-
NMR muss ich auf die Kooperationspartner Frau Rvtifnica de Santos Freitas (Instituto de
Bioguimica Médica, UFRJ) und Prof. Hartmut Oschkiflzeibniz-Institut fir Molekulare
Pharmakologie, FMP) verweisen, da ich selbst dieRNdpektroskopischen Messungen nicht
durchgefiihrt und die Spektren selbst nicht intdipriebzw. ausgewertet hafe”
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15 Abkirzungsverzeichnis

A
AS-Peptide

Abz
ACN
AFM
Aib
(h)APP

AUZ (engl.
AUC)
Boc

CD
CSF
Da
DBU
DCM
DIC
DMF
DIPEA
EGCG
Fmoc
FTIR
HET-s

HFIP
hIAPP

HOBt
HPLC
ITC
MD
MS
NIAD-4
NMP
NMR
PEG

poly-Q

Prp°

Angstrom (0,1 nm = 10" ym = 107" mm = 107’ m)

AB(1-40) und AB(1-42) sind Spaltprodukte der Wirkung von - und y-Sekretase auf des
Vorlaufer Protein APP und fuhren zu extrazellularen amyloiden Aggregaten im Rahmen
der Alzheimerschen Krankheit

o-Aminobenzoesaure

Acetonitril

Atomic Force Microscopy, Rasterkraftmikroskopie
2-Aminoisobutylsaure

(human) Amyloid Precursor Protein; Vorlauferprotein des A#-Peptids
Analytische Ultrazentrifugation

tert-Butyloxycarbonyl

engl.circular dichroism ; Zirkulardichroismus
cerebrospinal fluid ; engl. fur Gehirn-Rickenmarks-Flissigkeit
Dalton

1,8-Diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-en
Dichlormethan

N,N’-Diisopropylcarbodiimid
Dimethylformamid
N,N-Diisopropylethylamine
Epigallocatechingallat
9-Fluorenylmethoxycarbonyl
Fourier-Transform-Infrarot-Spektroskopie

Funktionales Prion des Pilzes Podospora anserina, schiitzt Pilzkolonien vor ,fremden*”
Zellen oder anderen Pilzkolonien
Hexafluoroisopropanol

human islet amyloid polypeptide, wird auch als Amylin bezeichnet. (> Amyloidogenesis
Typ Il Diabetes)

1-Hydroxybenzotriazol

Hochleistungsflissigkeitschromatographie

isothermal titration calorimetry ; Isotherme Titrationskalorimetrie
Molekildynamik

Massenspektrometrie
[[5'-(4-Hydroxyphenyl)[2,2’-bithiophen]-5-ylimethylen]-propandinitril
N-Methyl-2-pyrrolidon

Kernspinresonanz

Polyethylenglykol

Ausgedehnte Glutaminsequenz im Huntigton Protein (Htt), welche im Rahmen der
Huntingtonschen Krankheit zu intrazellularen Aggregaten und ferner zur
Neurodegenerartion fuhrt

Prion Protein cellular = zellulares Prion-Protein; schiitzt Nervenzellen vor toxischen
Substanzen wie Cu?*, H,O, und freien Radikalen
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Prp®°

ROS
SEC
TBTU
TEM
TFA
TFE
ThT
TIS

TTR

Ure2p

uv

Xaa

Prion Protein Scrapie; pathogene Form des Prion-Proteins; amyloides Aggregat, wirkt
neurodegenerativ - Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (CJK)

reactive oxygen species; toxische freie Sauerstoff-basierte Radikale
size exclusion chromatography ; GrolRenaustauschchromatografie
2-(1H-Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethylamintetrafluoroborat
Transmissionselektronenmikroskopie

Trifluoressigséure

2,2,2-Trifluorerthanol

Thioflavin T

Triisopropylsilan
Transthyretin ; Thyroxin bindendes Praalbumin, TBPA

Hefe Protein; unterdriickt die Transkription von Genen, die den Stickstoffhaushalt
regulieren; aggregierter Prion-Form ist inaktiv

Ultraviolett ; UV-Spektroskopie

Aminosaure (allgemein)
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