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REFERAT

Die a-helikalecoiled coilStruktur ist eines der am haufigsten in der Natrkommenden
Faltungsmotive, dass an einer Vielzahl von wichtigiFrozessen wie der viralen Membran-
fusion, der DNA Reparatur, der Muskelkontraktiordwther Transkription beteiligt isDe
novo entworfenecoiled coilPeptide eignen sich aufgrund ihrer amphiphilenuNaind der
bekannten Designprinzipien hervorragend als Mogsisne flr grof3ere und komplexere

biologisch relevante Proteine.

Im Rahmen dieser Arbeit wurdete novoentwickeltecoiled coilPeptide verwendet, um
verschiedene Aspekte der Proteinfaltung zu untbesucIn Teil 1 wurde die kontext-
abhangige Bedeutung von Wasserstoffbrickenbindumgepeptidrickgrat auf die Struktur-
bildung und Stabilitat von Proteinen untersucherHir wurden Amidbindungen durch Ester-
bindungen ersetzt, um systematisch einzelne Was#brgicken zu eliminieren. Die thermo-
dynamische Analyse der Depsipeptide, sowie die kidtg/namik-Simulationen, zeigten,
dass der Einfluss der Wasserstoffbriicken auf dibiBtt der Quartarstruktur in grof3em
Maf3e von der Polaritat der jeweiligen Umgebung abhalm hydrophoben Milieu der
Proteinumgebung sind die Wasserstoffbricken wasbntstarker als in solvatisierten
Regionen des ProteinrtickgratesTkil 2 wurde der Einfluss der multipléd-Glykosylierung
auf die Faltung und Stabilitat deoiled coilStruktur untersucht. Hierfir wurden in eine 26
Aminosauren lange Peptidsequenz systematisch eirsdihsB-D-Galactosereste Uber die
Serinseitenketten in den Positiongre und f desHeptadseingefuhrt. Aufgrund der geomet-
rischen Vorgabe dedHeptadWiederholungsmusters konnen die Liganden in einem
definierten Abstand zueinander prasentiert werdgie. Studie zeigte, dass d@-Glyko-
sylierung mitp-pD-Galactose ohne signifikante Stabilitatsverlustertert wird und dagoiled
coil-Faltungsmotiv daher grof3es Potential als multiMa@eGeriststruktur hat. Um weite
Rezeptorabstande zu Uberbricken und die Valenzcdisd coiltbasierten Gerlstes zu
erhohen, wurde ein fasernbildendedled coilSystem entwickelt. Dieses besitzt eine einheit-
liche, aus Lysinresten bestehende elektrostatigébehselwirkungsdomane, die ein Uberlap-
pen der Helices ermdglicht. Anhand vaowiled coiltbasierten Modellpeptiden wurde Tieil 3
der Einfluss deO-Glykosylierung auf die Amyloidaggregation studigsierflir wurden ein
bis dreip-D-Galactosereste in verschiedene Positionen dere®emingefihrt. Die mehrfache
Glykosylierung konnte die Amyloidbildung inhibieremvohingegen die einfache Glyko-

sylierung positionsabhangig nur zu einer Verzogemer Amyloidbildung flihrte.
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ABSTRACT

The a-helical coiled coil folding motif is one of the mibcommon in nature, and is
involved in many important biological processedudmg virus-host cell membrane fusion,
DNA repair, muscle contraction, and transcripti@e novodesigned peptides that form
coiled coils are suitable model systems for larged more complex biologically relevant

proteins because of their amphiphilic nature ant-tkveown design principles.

In this thesis,de novodesigned coiled coil-forming peptides were usednigestigate
several aspects of protein foldingart 1 describes the context-dependent relevance of
backbone hydrogen bonds in protein folding andilsld=or this purpose, amide bonds were
replaced with ester bonds to systematically elitg@nspecific hydrogen bonds. Thermo-
dynamic analysis and molecular dynamics simulatgimswved that the contribution of main
chain hydrogen bonds to quaternary structure #hatargely depends on the environment. In
accordance with small molecule studies in solutiomin chain hydrogen bonds are
significantly stronger in the interior of the hygitwbic interface than they are in the solvent
exposed aqueous regions of the coiled coil. THeente of multipleD-glycosylation on the
folding and stability of coiled coils was the focakpart 2 of this thesis. One to si§-D-
galactose residues were introduced as monosacebkanih a 26 amino acid peptide sequence
via the serine side chains in positians, andf of the heptad. The carbohydrate ligands are
presented in a defined relative distance due t@éwmetric constrains of the heptad repeat.
The study showed thaD-glycosylation with -D-galactose is well-tolerated and does not
result in significant destabilization. Thereforee tcoiled coil folding motif shows potential as
a multivalent scaffold. Furthermore, to bridge lorereptor distances and to extend the
valence of the coiled coil-based scaffold, a fitmming coiled coil system was developed. In
this system, the electrostatic recognition domaiesamposed exclusively of lysine residues,
which enhances overlap between the heli&sst 3 describes the use of coiled coil-based
model peptides to investigate the influenceedlycosylation on amyloid formation. One to
three B-D-galactose residues were introduced at differetégssin the peptide sequence.
Multiple glycosylation results in complete inhiloii of amyloid formation. Interestingly,
single glycosylation slows down the aggregationcpss in a manner that depends on the

position in the peptide sequence.
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tRNA transfer-Ribonukleinsauren

TBTU 2-(1H-Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethylamintetraftaborat
ThT Thioflavin T

TEM Transmissionselektronenmikroskopie

Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

TFA Trifluoressigsaure

TIS Triisopropylsilan

uv Ultraviolett

wt wild type

Xaa Aminosaure allgemein

Die Drei- und Einbuchstabencodes der Aminoséaurenl@unach den Empfehlungen der
IUPAC-IUB-Kommission fur biochemische Nomenklat@arwendet Eur. J. Biochem1984

138, 9-37).
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VORWORT

VORWORT

Eine der groRten wissenschaftlichen Herausfordemingt es, die Zusammenhange
zwischen einer Proteinsequenz und deren Struktdirfumktion zu entschlisseln. Sind diese
bekannt, hat man ein Instrument in der Hand, mssde Hilfe man auch neue Proteine mit
neuen Strukturen und Funktionen generieren kanhdisem Feld der Forschung beschéftigt

sich das Protein Design.

Beim Protein Design unterscheidet man zwischen zkerangehensweisen: Protein
Engineering undle novoProtein Design. Bei ersterem werden auf Grundéges bekannten
naturlichen Proteins oder Proteinabschnitts Mut&tio in der Aminosduresequenz
vorgenommen und deren Auswirkungen auf die Struktobd Funktion beobachtet. Die
Mutation kann schrittweise an spezifischen Pos#iorerfolgen; hierbei spricht man von
rationalem Protein Design. Alternativ kdonnen abechamehrere Mutationen gleichzeitig
eingefuhrt werden, entweder gezielt in einem Pnaleschnitt gaturation mutagenegi®der
zufallsbasiert Uber die gesamte Proteinsequearal¢m mutagenegisAus der sich hieraus
ergebenden Bibliothek kénnen die Varianten mit dewinschten Eigenschaften selektiert
werden. Dieser kombinatorische Ansatz wird dahsrgarichtete Evolution bezeichnet. Im
Gegensatz zum Proteigngineering wird beimde novo Protein Design versucht, eine
komplett neue Sequenz auf dem Reil3brett zu entmedie die gewlnschte Struktur und
wenn moglich auch Funktion hat. Der aktuelle Stdied Wissenschaft erlaubt heute aber
hauptsachlich eirde novo Protein Design auf struktureller Ebene. Sowohl ®astein
Engineering als auch date novoProtein Design werden haufig durch computerbasiert

Modellberechnungen unterstiitZt.
Es gibt eine Vielzahl von Motivationen sich mit ddimema Protein Design zu beschaftigen:

1. Protein Design ertffnet die Mdglichkeit, die Erkémase aus der Proteinfaltung auf
ihre Allgemeingliltigkeit zu testen.

2. Durch das Entwickeln geeigneter einfacher Modellsye konnen komplexe

Probleme der Proteinfaltung untersucht werden.

3. Die Stabilitdt bekannter Proteine kann fur die phezeutische Anwendung durch
Protein-Redesign gesteigert und deren Funktionestulient werdert>

1



VORWORT

4. Protein Design ermoglicht den Zugang zu unbekan8terkturen und Funktionen flr
therapeutische Anwendungen in der Medizin sowiali@Materialwissenschaften.

Die a-helikale coiled coilStruktur ist ein omniprasentes Faltungsmotiv, Wetcan einer
Reihe von wichtigen biologischen Prozessen wie deB.viralen Membranfusiéh® oder der
DNA Reparatuf' & beteiligt ist. Die vorliegende Arbeit bedient side novoentwickelter

coiled coilPeptide, um verschiedene Aspekte der Proteinfglununtersuchen:

¢ In Teil 1 wird die kontextabhangige Bedeutung von Wassdlsiofkenbindungen mit
der Hilfe von Depsipeptiden untersucht. Hierbentligie amphiphilecoiled coilStruktur
mit ihrer hydrophoben Kernstruktur und ihren hydvibgn Helixflanken als Modell fur

komplexere globulére Proteine.

¢ Teil 2 beschéftigt sich miD-glykosyliertencoiled coilPeptiden. Zum einen wird hier der
Einfluss auf die Faltung und Stabilitéat dssiled coilStruktur beleuchtet; zum anderen
werden coiled coitbasierte multivalente Geruststrukturen entwickehiglche viel
versprechende Eigenschaften fur den pharmakologis&insatz oder fir Anwendungen
in den Materialwissenschaften haben.

¢ Anhand voncoiled coitbasierten Modellpeptiden wird iffeil 3 der Einfluss von

O-Glykosylierungen auf die Amyloidaggregation stutlie



ZIELSTELLUNG

ZIELSTELLUNG

De novoentworfenecoiled coitPeptide eignen sich aufgrund ihrer amphiphilenuNand
der bekannten Designprinzipien hervorragend als édlegsteme fir Proteine. Im Rahmen
dieser Arbeit war die Bedeutung von Wasserstoffketibindungen in der natirlichen
Proteinumgebung von Interesse. Hierfir sollten ttiermodynamischen Stabilitaten von
Depsipeptiden, bei welchen systematisch einzelness@ratoffbriickenbindungen in den
hydrophoben als auch hydrophilen Domanen a®ked coilMotivs mittels Amid-zu-Ester-
Substitution eliminiert wurden, bestimmt werden.eDgjewonnenen Erkenntnisse kdnnen

einen Beitrag zur Lésung des Proteinfaltungsprobliefern.

Trotz der intensiven Forschung der letzten Jahiteelnf dem Gebiet desoiled coit
Strukturcharakterisierung, blieb bis heute der Aspder Glykosylierung weitgehend
unbeleuchtet. Im Rahmen dieser Arbeit sollten dalistematische Untersuchungen tber den
Einfluss derO-Glykosylierung in den hydrophilen Positionen deiled coilStruktur auf die
Faltung und Stabilitdt unternommen werden. Des &eit sollten, aufbauend auf den hier

gewonnen Ergebnissen, multivalenteled coitbasierte Geruststrukturen entwickelt werden.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die Untersuapuvon O-glykosylierten Switch-
peptider® Diesecoiled coitbasierten Modellpeptide wurden in der Arbeitsgrippn Prof.
Dr. Koksch entwickelt und erméglichen die Unteraundp der Amyloidaggregation. Um
Ruckschlisse auf den Einfluss deiGlykosylierung bei der Amyloidaggregation zu ziehe
sollten B-D-Galactosereste in die dem Losungsmittel expomeResitionen decoiled coil
Modellpeptide eingefuhrt werden und der Einfluss Kiehlenhydrateinheiten auf die Struktur
und Faltungskinetik studiert werden.



TEIL 1

AMID-ZU-ESTERSUBSTITUTIONEN IN COILED COIL-PEPTIDEN



DAS PROTEINFALTUNGSPROBLEM

1 DAS,PROTEINFALTUNGSPROBLEM

Unter physiologischen Bedingungen nehmen Protginatan ihre native dreidimensionale
Struktur ein. Diese wird allein durch die Aminosgaegquenz des Proteins codiert, wenngleich
molekulare Chaperone der Faltung assistieren konheotz intensiver Forschung ist der
zugrunde liegende komplexe molekulare Mechanismes Rroteinfaltung noch nicht
entschlisselt. Diesen Umstand bezeichnet man als,Ri®teinfaltungsproblem.“ Es wird
unter anderem kontrovers diskutiert, welches digptsdichliche Triebkraft fir die Protein-
faltung ist!’® Das Augenmerk der Wissenschaftler konzentriett sierbei auf zwei nicht-
kovalente Wechselwirkungen in Proteinen: (1) digamolekularen Wasserstoffbriicken-
bindungen und (2) den so genannten hydrophobehtEffé? Da die Funktion von Proteinen
an ihre Struktur gekoppelt ist, ist ein detaill=t molekulares Verstandnis uber die

energetischen Beitrage zur Proteinstabilitat vasgasprochen hohem Interesse.

1.1 Wasserstoffbriickenbindungen

Schon 1936 schrieben Mirsky und Pauling: “...a napiv@ein molecule....is folded into a
uniquely defined configuration, in which it is heby hydrogen bonds between the peptide
nitrogen and oxygen atoms ....The importance of §drdgen bond in protein structure can
hardly be overemphasize® Wasserstoffbriickenbindungen innerhalb des Pratekgrats
sind das charakteristische Merkmal von definierBnoteinstrukturen. Hierbei agiert das
Amidproton (N-H) als H-Bricken-Donator und das Qamysauerstoffatom (C=0) als
H-Briicken-Akzeptor. In gefalteten Proteinen sind eevDrittel aller intramolekularen
H-Briickenbindungen in repetitiven Sekundarstrukumenten wie den-Helix und dem
B-Faltblatt zu finde** Abbildung 1 zeigt die charakteristischen Wasséftsticckenmuster
dieser Dbeiden Sekundarstrukturelemente. DeeHelix wird durch intrahelikale
H-Briickenbindungen entlang der Helixachse zwisctiem n-ten Carbonylsauerstoffatom
und dem (n+4)-ten Amidproton in der Aminosaurekstabilisiert (siehe Abbildung 1 a). Die
durchschnittliche Lange dieser H-Brickenbindunggamessen zwischen dem Amidproton
und dem Carbonylsauerstoffatom, betragt 2,08’ADie funktionellen Seitenketten der
Aminosauren zeigen von der Helixachse weg nach muBeim p-Faltblatt kénnen die
einzelnenB-Strange entweder parallel oder antiparallel zuedea angeordnet sein, wodurch

sich jeweils ein unterschiedliches H-Briickenbindsmgster ergibt (siehe Abbildung 1 b).
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Die durchschnittliche Lange der H-Briickenbindungenp-Faltblatt ist mit 1,96 A etwas
kiirzer als in deo-Helix.!*® Die Aminosaureseitenketten liegen zwischen zweirfen sehr
dicht beieinander, sodass hier kleine hydrophobsteRéevorzugt sind. In globuléren
Proteinen sind diese Sekundéarstrukturen Uber Veupigselemente wie z.B-Schleifen

miteinander verbunden.

S e ——

o] H H R o
! k parallel

%&%%ﬁ:3>

antiparallel

w%W@A<::

Abbildung 1: (a) Modell einera-Helix; C (grau), O (rot), N (blau), H (weil3) undrnosaurereste R (griin); die
intermolekularen H-Briickenbindungen sind rot gepen&ingezeichnefb) Paralleles (oben) und antiparalleles

p-Faltblatt (unten) mit ihren unterschiedlichen HiBkenbindungsmuster (rot gepunktet).

Das Carbonylsauerstoffatom kann durch seine beidgan Elektronenpaare an bis zu
zwei H-Bricken beteiligt sein. Statistische Auswegen haben gezeigt, dass in einem
gefalteten Protein jeder Aminosaurerest durchstiiohitin 1,1 H-Briicken involviert ist, von
denen die Mehrzahl von ca. 68 % im Proteinriickguagebildet werdeéh® Die Energie-
beitrdge einer H-Brickenbindung zur Proteinstatiiliiegen im Mittel zwischen -0.5 und -
2 kcal mol**® ¥ Dje Bildung einer hydrophoben Packung stellt kaimsschlusskriterium
fur die parallele Ausbildung von intramolekularerBilickenbindungen dar. Im Gegenteil,
wirden die Amid- und Carbonylgruppen des Rickghese im hydrophoben Molekiil-
inneren nicht ausbilden, so wiirde eine Proteinkutfg zugunsten von H-Brickenbindungen

mit den Wassermolektlen des Lésungsmittels std#fin Kurzlich zeigten Gaet al, dass
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eine H-Briickenbindung um bis zu 1,2 kcal thalerstarkt werden kann, wenn sie nicht
solvatisiert ist, sondern sich in einer hydrophobemgebung befindét’?

1.2 Der hydrophobe Effekt

1959 anderte ein Review von Kauzmann die langlaufigeinung, dass H-Bricken-
bindungen die Haupttriebkraft fur die Faltung gltivar Proteine sinf®! Von da an setzte
sich das Meinungsbild durch, dass die Abschirmumg kydrophoben Resten im Molekil-
inneren einen erheblichen Energiebeitrag zur Ssadmiling von Proteinstrukturen liefert. Die
verringerte Kontaktoberflache der hydrophoben Rest® Losungsmittel Wasser fuhrt zu
einem Entropiegewinn der nun freier beweglichen $®asolekile. Globuléare Proteine
besitzen eine ahnlich hohe Packungsdichte wie digtafle kleiner organischer Molekiffg!
Rontgenstrukturanalysen von Proteinen zeigen, desyom Lésungsmittel abgeschirmten
Seitenketten im Molekuilinneren wie in einem Puziieinander verschachtelt sind. So
kénnen van der Waals Wechselwirkungen zwischerdadn gepackten hydrophoben Resten
einen zusatzlichen Energiebeitrag zur Stabilisigrdar Proteinstruktur beitrag&f. Durch-
schnittlich sind 86% aller Kohlenstoff- und Schwateme, 40% aller neutralen und 32%
aller geladenen Sauerstoff- und Stickstoffatomeglobularen Proteinen vom Losungsmittel
abgeschirmt:!

1.3 Modifizierungen des Peptidrtickgrats

Die Modifizierung des Peptidriickgrats basiert maist einer oder mehrerer isosterischer
oder isoelektronischer Substitutionen der Amidbitgkn. Die Peptidkette kann aber auch
durch zusétzliche Gruppen erweitert werden. Dieildotdies zu tun, lassen sich wie folgt

zusammenfasséft

¢ Selektive Einflussnahme auf bestimmte Wechselwigkdoméanen zur Aufklarung
von thermodynamischen Energiebeitrdgen, Struktwdear Wirkungsmechanis-

men.

¢ Erh6hung der metabolischen Stabilitat gegeniibeteBsen und damit verbundene

langere Bioverfugbarkeit von Peptid-Therapeutikanenschlichen Organismus.
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¢ Steigerung der Bioverfugbarkeit durch Erhéhung d&pophilie und damit
verbesserte Aufnahme von peptidbasierten Therdgedtirch die Zellmembran.

¢ Fixierung der Peptidkonformation zur Erhéhung detegtivitat und Aktivitat.
Daraus folgend Inhibierung von biomedizinisch wigbah Protein-Protein-Inter-

aktionen??

¢ Erschaffung neuer Sekundarstrukturen - so genafotdamere— die durch ihren
Aufbau aus unnatirlichen Bausteinen zudem Vorteile z.B. Proteasestabilitat

gegeniber den natirlichen Systemen beslitZen.

¢ Synthese von neu funktionalisierten BiopolymerenAiawendungen in den Bio-

materialwissenschaften und in der Nanotechnologie.

Abbildung 2 zeigt eine Auswahl von Peptidrickgrab&titutionen. Anwendung finden
zahlreiche dieser Modifikationen in den so genamreptidmimetika. Dies sind nieder-
molekulare, von Peptiden abgeleitete Substanzenawfigrund ihrer Struktur die biologische

Funktion von Peptiden nachahmen.

i H
H C Cx
/N\C/ P \O/ P \El/ S
Est
0 |l e (E)}Aken _C -~
I 0 ~N
/C\C/ Retro-inverso Thioamid
H2 2
Ketomethylen /C\S/
Ic-l:2 P Q,\-‘\dru C kgp Thiomethy(l)en
ans Qe’ QO’ 0
Oxomethylen \N/C\N/
H R H
C2 _ II }LL a-Azaaminosaure
/ ~
N L Co N—N
H / \
Aminomethylen g ” - /\ /\N
Hp |
Cuur @ Tetrazol
ik (\
S . . (%)
1 lifikatio™ ~
\ !
Sulfoxid O\\ //O N—C
/S\N/ ﬁ H Oxadiazol
H (0]
_ I 0 B gt
Sulfonamld/CﬂC/C\N/ Tt -0 H2
8 H /;D\N/ a-Aminophosphonséaure
R ‘0 H

B-Aminosaure Phosphonamidat

Abbildung 2: Strukturen einiger ausgewahlter Modifizierungen Beptidbindung.
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1.3.1Depsi-Peptide

Tauscht man bei der Peptidsynthese eine oder neehA@ninosauren durch ihre
korrespondierendea-Hydroxysaure aus, erhélt man anstelle der Amidioigeén eine Ester-
bindung (siehe Abbildung 3). Solche Peptide nenan ndepsi-Peptide und in Analogie
hierzu bezeichnet man eine Esterbindung im Pepmfidyiat auch als Depsibinduffg. In der
Natur kommen Depsipeptide als metabolisches ProduktMikroorganismen vor. Sie haben
zumeist viel versprechende antibakterielle, ardleir antifugale oder entztindungshemmende
Eigenschaften, sowie ein groRes Potential fir dieebktherapi€?” Die meisten
Depsipeptide sind heterodetische Cyclopeptide, weelaus alternierenden Resten von
a-Aminosauren unai-Hydroxysauren bestehen. Die Esterfunktionalitdtviele strukturelle
Gemeinsamkeiten mit der Amidbindung. Beide sinch@tahaben &hnliche Bindungslangen
und bevorzugen didransKonformation. Im Unterschied zum Amid besitzt dEster
allerdings keinen Wasserstoffbriicken-Donor und adigh Akzeptorstarke des Carbonyl-
sauerstoffatoms ist vermindert. Die Amid-zu-Estab&itution hat sich daher hervorragend
dazu bewahrt, den kontextabhangigen Einfluss eiwezélVasserstoffbriickenbindungen auf

eine Proteinstruktur zu evaluier@ficl

(0] @]

AN,? Aot

H A-zu-E :|:
. . 0O-0 AbstoRung

H-Briicke :
O O
%)ka QLNg
H H

Abbildung 3: lllustration einer Amid-zu-Ester-Substitution (A-Z) im Peptidriickgrat. Die eingefiihrte
Depsibindung hat die Eliminierung einer Wasserbtiitkenbindung und die einhergehende O-O-Abstof3ung

zwischen dem Ester- und dem Carbonyl-Sauerstoffatdohge.

Mochte man innerhalb eines Systems die Energiégeiteinzelner Wasserstoffbriicken-
bindungen ermitteln, genlgt es die Stabilitaten weschiedenen A-zu-E Mutanten direkt
untereinander zu vergleichen. Die hierfir benotdbepsipeptide sind tber den Einbau von
geschitztena-Hydroxysauren mittels der automatisierten Festphpsptidsynthese zu-
ganglich®** wWenn man allerdings Absolutwerte der Wasserstoéfkenbindungsenergien

an der freien Energie der Faltung erhalten moamigss man die ermittelten Energiewerte
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noch um die Beitrage der Desolvatationsenergie@angeund deO-O-AbstolRungsenergie
zwischen dem Estersauerstoffatom und dem Carbamgismffatom korrigieren (siehe
G- 1)_[15, 35]

Ac;f , H-Bindung = AG fowt Ac;f , depsi - OBAAGDesoIvataiDn, Amid vs. Ester + AC;O—O—AbstoBung G-1

2 DAS a-HELICALE COILED COIL

Die a-helikalecoiled coilStruktur ist eines der am haufigsten in der Natrkommenden
Faltungsmotive. Sie wird von 3-5% aller AminosauianProteinen ausgebild€f! ist an
einer Vielzahl von biologischen Prozessen wie Mugkdraktion, Transkription und Meta-
bolismen beteiligt und tibernimmt Aufgaben in Menmtkanalen und ChaperonEfi*Y! Das
erste Mal wurde die-helikalecoiled coiltStruktur 1953 von Crick beschrieben, beruhend auf

einer Rontgenstrukturanalyse eimeelikalen Faserproteil’

Abbildung 4: Struktur einesr-helikalen coiled coil-Dimers.

Die a-helikalecoiled coitStruktur besteht aus zwei bis sieben rechtsgangigielices, die
sich links umeinander winden und eine Art Superhéliiden (siehe Abbildung 4). Die
Sequenz ist gepragt durch die periodisch wiededgtale Anordnung von sieben Amino-
sauren, dem so genanntegptad repeatmit der Bezeichnunf-b-c-d-e-f-g),. Hierbei bilden
hydrophobe (H) und polare (P) Aminosauren ein dttarstisches HPPHPPP-Muster aus.
Alle 3,5 Aminosaurereste folgt demnach ein hydrdygroRest. Dadurch bildet sich an den
einzelnen Helixstrangen jeweils eine hydrophobenkdaaus, welche dann miteinander

assoziieren konnen. Da aber bei einer rechtsgamgigdelix normalerweise 3,6 Amino-
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saurereste auf eine Schraubenwindung entfallen,nkoms zu der erwahnten Super-
spiralisierung der Helices. Die Anzahlder Wiederholungen dé$eptadsreicht von zwei in
Modellpeptiden bis 200 in nattrlichen Proteiti@n?®! Diese Periodizitat dea-helikalen
coiled coilStruktur erlaubte es, allgemeingtltige Regeln Aufbau zu finden. Hodgest al.
prasentierten 1981 das erste novoentworfenecoiled coitPeptid*? Nachfolgend werden

die wichtigsten Design-Prinzipien vorgestellt.

a-Helikale coiled coilPeptide werden typischerweise a&lelical-WheelModell darge-

stellt. Abbildung 5 zeigt ein solches Dimer-Modeflit seinen drei Wechselwirkungs-
domanen.

elektrostatische
Wechselwirkungen

)

hydrophobe

ONPIGL
Wechsel- @l

X1 X
wirkungen

\0
()

'/\
0%
(1)

(58

(b)
X

(
4

(@)

<(

Abbildung 5: Helical-Wheel-Darstellung eines parallelen coilesléDimers.

Die Positionena und d werden im Allgemeinen von hydrophoben Aminosauvaa
Leucin, Isoleucin, Valin und Methionin besetzt -@,i/ i,i+4 hydrophobes Muster). In
wassriger Losung bilden die Aminosauren in diesesit®nen die hydrophobe Wechsel-
wirkungsdomane, welche die hauptsachliche thermaatysche Triebkraft fur die Bildung
einera-helikalencoiled coilStruktur ist. Die Seitenketten der hydrophoben Agséurereste
der einen Helix figen sich in die komplementarernlHlbume der anderen Helix ein und
bilden ein so genannteknobs-into-holedvustef*® (siehe Abbildung 6).B-Verzweigte
Aminosauren wie Valin treten in natirlich vorkomrden Peptiden und Proteinen haufig in
Positiona auf, wogegen sicly-verzweigte Aminosauren wie Leucin hauptsachlichdar
Positiond befinden*®
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dimer trimer tetramer pentamer heptamer
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Abbildung 6: Knobs-into-holes Packung-helikaler coiled coil-Peptideaus Liu et al. (Copyright © 2006 by
The National Academy of Science of the USA).

~‘J~J

(a)-layer

o

(d)-layer

Die Stabilitat dera-helikalencoiled coilStruktur nimmt mit dem Prozentsatz der hydro-
phoben Aminosauren in den Positionenund d zu!® In natirlich vorkommenden
a-helikalencoiled coitStrukturen sind 80% dieser Positionen von hydréehnoAminosaure-
resten beset#f> ° Ein kleiner Teil der hydrophoben Wechselwirkungsdoe ist aber
haufig auch von polaren Aminosaureresten besetdtKasten der Stabilitdt des-helikalen
coiled coitDimer kann dadurch die Spezifitdt (parallele bzamtiparallele Ausrichtung,
Homo- bzw. Heteromer) erhoht werd@f. Ein Beispiel hierfurr ist der LeuciZipper
Abschnitt des Gen-Regulationsproteins der Hefe mam@&CN4, in dem sich in einer
a-Position ein Asparaginrest befindet. Wenn diesecldeinen Valinrest ausgetauscht wird
erhoht sich die thermische Stabilitat um 40°C. aliegs geht ohne die interhelikale Wasser-
stoffbriickenbindung zwischen den Asparaginrestedein hydrophoben Wechselwirkungs-

domane (Abbildung 7) die Dimerisierungsspezifittioren>

Abbildung 7: Wasserstoffbriicke (rot gepunktet) zwischen zwearagmresten innerhalb der hydrophoben
Wechselwirkungsdomane.
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Im Gegensatz zu den Positionerund d sind die Positionele und g Ublicherweise mit
geladenen oder polaren Aminosduren wie Lysin undta@iat besetzt. Zwischen den
Positionere/g’ undg/e’ (parallele Anordnung) bzve/e’ undg/g’ (antiparallele Anordnung)
konnen so intermolekulare elektrostatische Weclidalwgen auftreten. Diese Wechsel-
wirkungen sind vom pH-Wert und der Salzkonzentratier Losung abhangig. Durch
geschicktes Platzieren der geladenen Aminosauren #e relative Anordnung der Helices
zueinander bestimmt werden und auf3erdem die Biléumgsa-helikalencoiled coilHomo-
oder Heterodimers erzwungen werd&i® Die Positionerb undc sind dem Lésungsmittel
ausgesetzt und demzufolge normalerweise mit hydephAminosdureresten besetzt.
Zwischen den Positioneh/e und c/g kdonnen intramolekulare elektrostatische Wechsel-
wirkungen auftreten. Attraktive Wechselwirkungernién hier zu einer Stabilisierung der

einzelnen Helixstrange”

Position f liegt gegeniuber der hydrophoben Wechselwirkungsdeménd ist zum
Losungsmittel exponiert. Daher ist diese Positidicherweise von hydrophilen Amino-
sauren besetzt. Sie ist an keiner der drei Weclrgeimgsdomé&nen beteiligt und ein

spezifisches Mitwirken an der Stabilisierung deiled coilHelix ist bisher nicht geklart.

Aul3er den gerade beschriebenen kanonischérlikalen coiled coilssind noch einige
nicht kanonischex-helikale coiled coilStrukturen bekanntwelche nicht auf denHeptad
Wiederholungsmuster basieren. Bei diesen sind delrBervallabstdnde zwischen den
hydrophoben Aminosaureresten erweitert oder vetkiwas zu Deca- und Hendecamotiven
fuhrt. Diese nicht kanonischea-helikalen coiled coitPeptide bilden demzufolge nicht

zwangslaufig linkshandige Superhelices &t18°
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3 ESTERSUBSTITUTIONEN INO-HELIKALEN COILED COIL-PEPTIDEN

3.1 Angewandte ChemielInt. Ed. 2007,46(41), 7766-7769

Die in diesem Abschnitt vorgestellten Ergebnisseden unter den folgenden Titeln im

Original veroffentlicht:

¢ J.A. Scheike C. Baldauf, J. Spengler, F. Albericio, M.T. Pisahrro, B. Koksch,
Angewandte Chemie Int. E2DO7, 46(41) 7766-7769.
“Amide-to-ester substitution in coiled coils — Té#ect of removing hydrogen bonds on

protein structure”

¢ J.A. Scheike C. Baldauf, J. Spengler, F. Albericio, M.T. Pisahrro, B. Koksch,
Angewandte Chem007, 119(41) 7912-7916.
~Estersubstitutionen ia-helikalencoiled coilPeptiden: Effekt der Eliminierung von

Wasserstoffbriicken auf die Struktur von Proteinen*

Die Orginalveroffentlichungen sind erhaltlich unter

http://dx.doi.org/10.1002/anie.200702218
http://dx.doi.org/10.1002/ange.200702218

Die hier abgedruckte Veréffentlichung wurde mit @emigung des Verlages reproduziert
(Copyright © 2007 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA9451 Weinheim).

Erklarung:

Eigenleistungen an diesen Verdffentlichungen sikdnzeption der Versuche, Peptid-
design, Peptidsynthese, CD-spektroskopische Urtieusigen, thermodynamische Analyse,
GroRRenausschlusschromatographie, Manuskriptverigs¢mit Ausnahme der spezifischen

Abschnitte der Kooperationspartner).

Folgende Kooperationen sind an den Veroffentliclempeteiligt: Die MD-Simulationen
wurden von Dr. Carsten Baldauf (Biotechnologieagmtder TU Dresden) durchgefihrt und
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die Depsipeptide wurde von Dr. Jan Spengler (bigtitfor Research in Biomedicine,
Barcelona Science Park, University of Barcelonalisstisiert.

ZUSAMMENFASSUNG DER VEROFFENTLICHUNG :

.Estersubstitutionen in a-helikalen coiled coil-Peptiden: Effekt der Eliminierung von

Wasserstoffbriicken auf die Struktur von Proteinen*

Fur die Vorhersage von Struktur und Faltung vortdtnen ist die Klarung des Einflusses
von Wasserstoffbriicken von entscheidender Bedeu#umgd-zu-Ester-Substitutionen haben
sich hierbei als nitzliches Hilfsmittel erwiesem wlen Effekt der Wasserstoffbriicken im
Peptidrickgrat auf die Strukturbildung und Stadilitvon Peptiden und Proteinen zu
untersuchen. In dieser Studie wurde die positiom$agpige Bedeutung einzelner Wasserstoff-
brickenbindungen auf die Stabilitat vaoiled coilPeptiden mittels eines kombinierten

Ansatzes aus experimentellen Techniken und Molgki#chik-Simulationen untersucht.

~
|
o
ﬁ ~~
P A10A17A2
X
[}
I
PN

Abbildung 8: (a) Schematische Darstellung der intrahelikalen Wastséibriickeneliminierung durch die Amid-
zu-Ester-Substitution(b) Helical-Wheel-Darstellung des untersuchten coiled-parent peptide. Durch die
gezielte Substitution einzelner Aminosduren mit demrespondierendena-Hydroxysauren wurden die

Depsipeptid-Varianten L AlQa, K11k, L124, Al3a, L224 und L12A13a synthetisiert.

Hierfir wurden sechs Depsipeptidvarianten syntlegtisbei denen systematisch eine bis
zwei Amidbindungen durch Esterbindungen substitwierrden. Die Substitutionen befanden
sich sowohl in der hydrophoben Wechselwirkungsdan@ositionera und d) als auch in

den dem Ldsungsmittel exponierten Positioerf und g. Zum einen wurde somit der
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Einfluss der Solvatisierung auf die Starke derainélikalen Wasserstoffbricken untersucht.
Zum anderen wurde gleichzeitig studiert, inwiewi#bilitatsunterschiede zwischen eiher
terminalen und eineiC-terminalen Wasserstoffbriickeneliminierung in demrophoben
Wechselwirkungsdomane bestehen. Die Konformatiorveleschiedenen Depsipeptide wurde
mittels CD-Spektroskopie ermittelt und die Stabtkn wurden durch GdnHCIl-induzierte
Denaturierung bestimmt. In Ergédnzung wurden digé&stellungen mittels Molekuldynamik-

simulation untersucht.

Alle Peptid-Varianten mit nur einer Depsipeptidhind zeigten eina-helikale coiled
coil-Konformation. Die N-terminale Substitution in der hydrophoben Wechs&lmgs-
doméne hat keinerlei Einfluss auf die Stabilitat deiled coilStruktur. Dies ist darauf
zurtckzufuhren, dass die intramolekularen Wassi#osticken in einer Helix zwischen dem
Wasserstoffbriicken-Akzeptor in Position i und deraséérstoffbriicken-Donator in Position
i+4 gebildet werden. Durch die Solvatisierung agemtinalen Aminosauren ist das Helixende
allerdings flexibel und di&-terminale intramolekulare Wasserstoffbriicke wisther kaum
ausgebildet. Daher hat eine Estersubstitution mRdesition 5 der Helix keinen Einfluss auf
die coiled coilStabilitat. Es konnte des Weiteren gezeigt werdéass eine einfache
Substitution in der Mitte der hydrophoben Wechstumgsdomane die groldte Destabili-
sierung verursacht, da die eliminierte Wasserstifike sehr spezifisch ist. In dieser hydro-
phoben abgeschirmten Position ist namlich die Adsbg von alternativen Wasserstoff-
bricken zwischen Aminosdure und Loésungsmittel nigldiglich. Durch die Konkurrenz-
situation zwischen den intramolekularen Wasseistotiken der Helix und den inter-
molekularen Wasserstoffbrickenbindungen zwischeptidtéickgrat und LOsungsmittel-
molekilen ist die Destabilisierung bei einer Elilmming von Wasserstoffbricken in den
solvatisierten Positioneh, f und g der coiled coitStruktur nicht so gravierend. All diese
Ergebnisse stehen in sehr guter Ubereinstimmunglenitn silico durchgefiihrten Molekuil-

dynamik-Simulationen.

Es wurde gezeigt, dass der Einfluss von Wassepstmiken auf die Proteinfaltung in
groRem Mal3e von der jeweiligen Umgebung abhangtHifekt resultiert hauptsachlich aus
dem drastisch herabgesetzten Einfluss des Losuttgsmin den hydrophoben, abgeschirmten

Regionen der Peptide und Proteine.
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MULTIVALENTE COILED COIL-BASIERTE GLYKOPEPTIDE
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GLYKOPROTEINE

4 GLYKOPROTEINE

Glykoproteine sind sowohl in Eukaryoten als auabkBryoten allgegenwartig. Man findet
sie auf der Membran von Zellen als auch in ihreneten, sowohl im Cytoplasma als auch in
den subzellularen Organell&f. Zudem findet man Glykoproteine in extrazellul&Fdassig-
keiten wie dem Blutserum. Hier sind bis auf wendgesnahmen, wie z.B. dem Albumin, alle
Proteine glykosyliert. Der Kohlenhydratanteil ddiyk&proteine variiert stark von unter 1 %
bis Uber 99 % wie z.B. in Glykogen. Ein und dieselAminosduresequenz kann sich
allerdings in der Anzahl, der Position und der Buu der gebundenen Glykaneinheiten
unterscheiden. Diese Mikroheterogenitat kommt dadurustande, dass der Aufbau der
Oligosaccharidketten nicht wie die Proteinsynthdaech ein Templat codiert ist, sondern
durch eine Vielzahl von Enzymen und Faktoren gestewird. Es scheint so, dass unter
konstanten physiologischen Bedingungen reproduaiertieselben Glykanpopulationen
synthetisiert werden. Allerdings ist die Proteirglgylierung sehr sensibel gegeniber
Anderungen wie Zellwachstum und Zelldifferenzierungnd so sind abnormale
Glykosylierungen mit einer Reihe von Krankheitenewdem Muskelabbdft®® Gelenk-
rheumatismu&” und Kreb&® °® assoziiert. AuBerdem konnen andere posttranskdéion
Modifizierungen wie die Phosphorylierung mit derGlykosylierung in Konkurrenz treten,
da diese an denselben Aminosaureresten ankniipére (bbildung 9 af’*% So wird z.B.
die resultierende Hyperphosphorylierung des Tauelr® mit der neurodegenerativen
Alzheimer-Krankheit in Verbindung gebracft.”

Glykoproteine sind an zahlreichen biologisch wigati Prozessen wie der Zellinteraktion,
der Immunabwehf?’ der viralen Replikatidf® "® und Entziindungsprozes§én’® im
Korper beteiligt. Die Oligosaccharideinheiten ddykeproteine kbnnen direkt an Zellinter-
aktionen partizipieren, aber sie kbnnen auch iktlidéee Eigenschaften der Proteine wie deren
GroRe, Ladung, Loslichkeit, Stabilitat oder Strukbeeinflusset® ! Wie in Abbildung 9 b
am Beispiel des hyperglykosylierten HIV-1 gpl20 emkennen ist, kdnnen selbst relativ
kleine Oligosaccharideinheiten grof3e Areale detdinoberflache durch die Flexibilitat der
Aminosaureseitenkette bedecken und so das Protein Pvoteasen oder Antikorpern

abschirmerg! &2
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Abbildung 9: (a) Dynamisches Zusammenspiel der O-Glykosylierung dexdPhosphorylierung. O-GIcNAc
und O-Phosphat konkurrieren um die selli@ndungsstellen A und B eines Proteins; Abbildumdnlehnung
an Comer et af®” (b) Abbildung des extensiv glykosylierten HIV-1 gpl2@@achenproteins (rot, mit weilen
Glykanen) und des gebundenen Antibodys b12 (btamiesdes CD4-Rezeptors (gelb); L. Kong, P.D. Kwang,
Stuckey, T. Zhou / NIAID.

4.1 Glykosidische Bindungen

Im Wesentlichen kann man zwischen drei Proteinehl&mhydrat-Bindungsarten unter-

scheideri®® &l

1. Der O-glykosidischen Bindung zwischen dem endstandigack&r und der Hydroxy-
gruppe in einer Aminosaureseitenketteneist Serin und Threonin aber auch Tyrosin,

Hydroxyprolin oder Hydroxylysin.

2. Der N-glykosidischen Bindung zwischen dem Zucker und éenidgruppe des

Asparagins.

3. Der Bindung uber Ethanolaminphosphat, welchesGiterminale Aminosaure eines
Proteins mit einem Oligosaccharid des Glykosylphasipylinositol-Ankers (GPI-
Ankers) verknupft.

Des Weiteren sind noch eine Reihe weniger verliegiterotein-Kohlenhydrat-Bindungen
wie z.B. C-glykosidische Bindungét ®! Phosphordiesterbriickéi und die Schiffsche
Basen bei der Bildung vaadvanced glycation end produg¢sGEs}®” bekannt.

19



GLYKOPROTEINE

4.1.10-Glykosidische Bindung

Die O-Glykosylierung von Proteinen findet ausschliel3lighosttranslational statt.
O-Glykane besitzen daher keine einheitliche Kerkstny vielmehr sind viele verschiedene
Kernstrukturen bekannt. Im Gegensatz zu Ne@lykanen kénnen auch Einfachzucker wie
z.B. FructoseN-Acetylglucosamin (GIcNAc) oder Galacto§eglykosidisch an das Peptid-
riickgrat gekntipft seifi’

OH
OH HN

OH

Abbildung 10: (a) Strukturformel des O-GlykansaGalNAc)Ser/Thr (R=H, CkJ. (b) Strukturformel der
pentameren Kernstruktur der N-Glykane mit der Erkergssequenz Asn-Xaa-Ser/Thr (R=HsCH

4.1.2N-Glykosidische Bindung

Im Gegensatz zuD-Glykosylierung wird das Asparagin nur dann glyKesy, wenn es
Teil der Erkennungssequenz Asgz&er/Thr ist, wobei %, jede beliebige Aminoséure aul3er
Prolin sein kann. Zu Beginn der Biosynthese \iGlykoproteinen findet ein cotrans-
lationaler Transfer des Dolicholdiphosphat-geburede®ligosaccharids GiglanyGIcNACc,
zum Asparagin der naszierenden Polypeptidkette gefnlgt von einer Reihe von Saccharid-
abspaltungen. Daher besitzen d\elykosidisch verknipften Glykane dieselbe pentamer
Kernstruktur: Manl1-6(Maml-3)Marl-4GIcNAJ1-4GIcNAc (siehe Abbildung 10 b).

4.1.3Der GPI-Anker
Der Glycosylphosphatidylinositol-Anker (GPI-Ankeigt ein Glykolipid, welches post-

translational an den C-Terminus vieler eukaryogsdproteine geknipft ist. Eine Reihe von
Oberflachenproteinen werden Uber den GPI-AnkeriénLipid-Doppelmembran von Zellen
insertiert. Man kann die Struktur in drei Abschaitinterteilen: In den Ethanolaminphosphat-
Linker, die Glykan Kernstruktur und das Phosphdilipjsieche Abbildung 11). Die
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Glykankernstruktur kann durch Ethanolaminphosphatier weitere Zucker modifiziert
werden.

0 H
0—5—0/\/ NY- Phosphoethanolamine

linker

Ho 0@ 0
(o]
HO
H% i HO ®
P00 0 NH3
0.0
O TF Glycan core
o 0@
HO O OH
HO
O O
HO ol .
HQMOJF}—QG Phospholipid tail
o}
i‘zo /E/\OCmHW
(0]
Cq5Ha1 =0
CaiHss

Abbildung 11: Struktur des GPI-Ankers der Acetylcholinesterasedner Erytrozyten. Die drei Doméanen des
GPI-Ankers sind (i) der Ethanolaminphosphat-Linket), (ii) die konservierte Glykan-Kernstrukturcfavarz),
und (111) der variable Phospholipidschwanz (blaays Paulick et al®® (Copyright © 2008 American Chemical
Society).

4.2 Glykopeptidsynthese

Im Gegensatz zur Aminosauresequenz der ProteingastGlykosylierungsmuster nicht
durch ein codierendes Templat vorgegeben. Vielnhéimgt das jeweilige Glykosylierungs-
muster stark von dem jeweiligen Milieu und der Alkét zahlreicher Glykosyltransferasen
ab. Es steht aber aulRer Frage, dass man zum naoleku/erstandnis der Struktur und
Funktion von Glykoproteinen homogene Produkte hghdDie Trennung der verschiedenen
Glykoformen ist allerdings selten mdglich. Trotz #@mplexitat der Glykoproteine hat sich
die chemische Synthese und Semisynthese als wegvélilfsmittel erwiesen, um an
homogene Glykopeptide aber auch Glykoproteine zangen. Die chemische Synthese hat
gegeniber den reinen molekularbiologischen Methadelem den Vorteil, dass nach Bedarf
Marker eingefiihrt werden kdnnen. Diese ermoglictienAnwendung zahlreicher moderner
spektroskopischer Methoden, die zur Aufklarung dealtung und Funktion von
Glykoproteinen beitragen. Es gibt zahlreiche Stiatezur Synthese von Glykopeptid&h®?
Der Ubersicht halber soll hier eine Unterteilungliei Abschnitte vorgenommen werden:
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1. Glykopeptidsynthese mit Hilfe von vorhergehend betisierten Glykosyl-
Aminosaure-Bausteinen, die so genarntigding-blockStrategie.

2. Glykopeptidsynthese an der Festphase.

3. Glykopeptidsynthese in Losung.

Erst diese aufeinander aufbauenden Strategienberadurch geschickte Kombination die

Synthese von komplexen Glykopeptiden und zum B#ilst Glykoproteinen.

4.2.1Die building-block-Strategie

Bei der building-blockStrategie werden zunéchst einzelne Glykosyl-Aminos-Bau-
steine synthetisiert, die anschlieBend in der Fesgnpeptidsynthese eingesetzt werden
kénnen (siehe Abbildung 12). B&l-Glykosiden wird meist ein Glykosylamin eingesetzt,
welches mit der geschiitzten Asparaginsaure umges@.®® Sie sind aber auch durch
andere Strategien wie z.B. der stereoselektiN«Blykosylierung mittels Staudinger Ligation
aus Glykosyl-Aziden zuganglidh! O-Glykoside erhalt man durch die Umsetzung von
Glykosyl-Halogeniden mit den in der Seitenkette esupltzten Aminosauren Serin und
Threonin. Diea-Selektivitat kann tiber eine 2-Azido-Gruppe am Z&rdjesteuert werderr,
[B-Selektivitat erhalt man hingegen durch den Nadogpeneffekt von Glykosyl-Donoren
wie Acetat- bzw. AcetatamidoguppBf. Komplexere Glykoside kénnen aber auch mittels
orthogonaler Schutzgruppenstrategien aufgebautemeiddem schrittweise weitere Glykane

an einen Glykosyl-Aminosaure-Akzeptor gekntipft vesrd

Fmoc:
Fmoc—CHO OO @ S —

Abbildung 12: Schematische Darstellung der building-block-Stregegin Glykosyl-Aminosaure-Baustein wird

mittels Festphasenpeptidsynthese in die Peptidi@tigebaut. Dem Glykan kénnen anschlieBend weitere

Saccharideinheiten hinzugefiigt werden.
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4.2.2Glykopeptidsynthese an der Festphase

Die automatisierte Festphasenpeptidsynthese istvdithode der Wahl um Peptide zu
synthetisiere?’ ! Durch den Einsatz von Glykosyl-Aminosaure-Baugriassen sich
Glykopeptide analog zur konventionellen Peptidsgaéh darstellen. Aufgrund der Saure-
labilitat vieler Zucker hat sich hier die milde FeaBchutzgruppenstrategie bewahrt. Meist
kann das Standard-Syntheseprotokoll verwendet wergled nur am Ende nach der
simultanen Abspaltung der Aminosaure-Seitenkettantggruppen und des Tragerharzes ein
zusatzlicher Schritt zur Abspaltung der Zuckerseputppen hinzugefiigt werden. Die
Hydroxygruppen des Zuckers werden fur die Peptitt®se Ublicherweise als Acetat oder
Benzylether geschiitzt, kénnen aber teilweise aucfgeschiitzt bleibef®® Die
O-Acetylierung hat zudem den Vorteil, dass diese @iglykosidische Bindung gegentiber
elektrophilen Angriffen schitzt. Die Festphasenpksynthese kommt natirlich auch bei der
Synthese von Peptidfragmenten fur die Peptid-Ligafsiehe Abschnitt 4.2.3) zum Einsatz.

4.2.3Glykopeptidsynthese in Losung

Die so genanntdlock-Strategie erlaubt es bei der Synthese MoGlykopeptiden das
vollstandige Oligosaccharid in Losung direkt an d@eitenkette der Asparaginsaure zu
kuppeln (siehe Abbildung 13 a). Die Seitenkettekfiom der Asparaginséaure wird fur die
Kupplung des Glykosylamins typischer Weise mit HBTHOBt / DIEA / DMSO oder
HATU / DIEA / DMSO aktiviert!® 192 Bej derO-Glykosylierung wird diebuilding-block-
Strategie meist vorgezogen, da dockStrategie schlechtea/p-Selektivitaten und

Ausbeuten liefert.

a.
HO\(O NH, H\to

0000AsN00 0000 AN OO

0000AN 00 > 0000 ANO0O
Abbildung 13: Schematische Darstellung der block-Stratdg)eund der trans-Glykosylierungs-Strategis.
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Im Anschluss an die Synthese des Glykosyl-Aminas&8austeins und der Festphasen-
peptidsynthese ist es mittels enzymatischer Syathmgglich komplexe Kohlenhydrat-
strukturen einzufiihrell® In Analogie zum biosynthetischen Weg kénr@lykosidisch
verknupfte Kohlenhydratstrukturen schrittweise detr Hilfe von Glykosyltransferasen und
Zuckernukleotiden aufgebaut werd&¥:*°”! Es ist aber auch die komplett enzymatische
Glykopeptidsynthese méglich, bei der vom unglykiEstén Peptid ausgegangen W]
Des Weiteren kann die Glykosidase in der trans-@ykerungs-Strategie dazu eingesetzt
werden, um zwei Asparaginsaure gebundene GIcNAteRegeinander zu verknipfen. So
kénnen in einem Schritt komplexe Glykane mittelseeiGlykosyl-Asparaginsaure als Donor
in ein Glykopeptid eingefiihrt werden (sieche AbbiiguL3 b) %%

o
[Fragment 2 | HQ&
R o
N /'ﬁ‘/ S—>N -Acyl Shift
 Fragment 1§ s

Fragment 2

Abbildung 14: Native chemische Ligation: chemeoselektive Ligatimm zwei ungeschitzten Peptidfragmenten.

Der erste Schritt ist reversibel, wohin gegen déklaophile intramolekulare Angriff irreversibel.ist

Bei langeren Glykopeptiden bietet sich die Pemation an, da bei langen Sequenzen die
Anteile an abgebrochenen Peptidsequenzen und Epiatangen dramatisch zunimmt und
die Ausbeute und Reinheit des Produktes in Folgsatestark abnimnf % **3/Enzyme
kénnen nicht nur zum Aufbau des Kohlenhydratbaugesutzt werden, sondern auch die
Ligation von Glykopeptidfragmenten katalysieren. r D€orteil hierbei ist, dass die
enzymatische Ligation stereospezifisch verlauft wuhe Glykopeptidfragmente zudem
ungeschuitzt eingesetzt werden kdnnen, was fur guiibe Loslichkeit wahrend der Ligation
sorgt!!? 11418lEine andere Moglichkeit, die ungeschitzten Glyktigéragmente chemeo-
selektiv zu verkniipfen, ist die native chemischeation!*'” '8 Hierbei reagiert ein
C-terminaler Thioester des einen Fragments mit démerminalen Cystein des zweiten
Peptidfragments (siehe Abbildung 14). Die Fortdthrin der Forschung der letzten Jahre

erlauben heute auch die Cystein-freie native chamisLigation und erweitern so die
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Anwendbarkeit dieser chemeoselektiven Ligationstgchauf viele biologisch relevante
Sequenzef’®*?! Besonders hervorzuheben ist hierbei die so geeasugar-assisted
ligation (SAL), welche den Zugang zu Cystein freien und B-O-glykosylierten undN-

glykosylierten Peptiden ermoglichit> 2"

Durch die expressed protein ligatiofEPL)**! einem semisynthetischen Ansatz aus
Expression rekombinanter Proteinfragmente und diefsnder Ligation mit einem
Glykopeptid, ist selbst der Zugang zu Glykoprotaimedglich (siehe Abbildung 15y°*34
Nicht unerwahnt bleiben soll hier die theoretisabghthe Zugénglichkeit von Glykopeptiden
durch die Erweiterung des Genetischen Codes mitielsin vivo Suppressor RNA
Technology™**** auch wenn die bisherigen Experimente nicht remistiti werden

r][135, 136]
“\H/H o
Ow -)k /‘
HS

konnten"
SPPS

U N—S-Acy! Shift

s r'“

Abspaltung
R-SH
HaN [ B ]
SR
\/HS
Nat/ve chemische Ligation

rekombinates Protein :

Peptid sem|synthet|sches Protein

Abbildung 15: Prinzip der expressed protein ligation (EPL). [BHEL ist eine semisynthetische Methode bei der
ein rekombinantes Protein (A) mit einem chemisctihgstisierten Peptid ligiert wird. Das Proteinrdials
Inteinfusionsprotein exprimiert. Das Intein kannt mahlreichen Thiolen abgespalten werden, sodass dea
korrespondierenden Thioester erhalt. Das Peptidinagt (B) kann an der Festphase mit Hilfe einesggeden

Linkers (X) synthetisiert werden.
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5 MULTIVALENZ

5.1 Multivalente Protein-Kohlenhydrat Wechselwirkungen

Schwache multivalente Protein-Kohlenhydrat Wechsklwmgen sind an einer Vielzahl
biologischer Prozesse beteiligt. So wird unter asmleauch die Wirtserkennung einer Reihe
von Bakterien, Viren und Parasiten am Anfang désklionszyklus, Uber Zucker vermittelt.
Eine umfassende Ubersicht mit Beispielen ist imi®ewon Whitesidegt al. zu finden**”!
Die Bindungsstellen der Rezeptorproteine sind meghr flach und grél3tenteils dem
Losungsmittel exponiel*® 3% Daher werden monovalente Liganden meist relatielektiv
und mit geringer Affinitat gebunden. Die Natur Schedieses Spezifitats- und Affinitats-
problem der individuellen Ligand-Rezeptor Bindungirach kooperative multivalente
Wechselwirkungen einer Vielzahl von rdumlich passeneinander angeordneten Ligand-
Rezeptor-Paaren zu umgeh¥f Bei der Entwicklung neuer Therapeutika ist es daiedr
schwierig, kleine selektive Inhibitormolektle zunden, die die Protein-Kohlenhydrat-
Wechselwirkungen unterbinden. Daher richtet sick Aagenmerk der Wissenschaft immer
mehr auf multivalente Gerlste auf der Strukturbagie Dendrimeren, Nanopartikeln,
Polymeren oder Peptid- und Acrylamidriickgratstruda**Y) Nach einem kurzen Einblick in
die Thermodynamik multivalenter Prozesse wird inlgEoden der Schwerpunkt auf die

Beschreibung von Peptidriickgrat-basierten Gerisststren gelegt.

5.2 Thermodynamik multivalenter Wechselwirkungen

Fur ein erfolgreiches Design von neuen multivalentéganden ist es wichtig, einige
thermodynamische Aspekte zu beriicksichtigen. Ingémmden werden zwei Aspekte — der
Abstand zwischen den Liganden und die Flexibiliteéé Spacers — diskutiert, um dann auf die
allgemeine thermodynamische Beschreibung von naldnten Wechselwirkungen zu

kommen.

Multivalente Wechselwirkungen sind komplexe mit@ider verwobene Prozesse. So kann
eine enthalpische Bindungsschwéachung auftretennweie in Abbildung 16 a gezeigt,
Rezeptormolekil und Liganden geometrisch nicht lidesammenpassen. Vor allem bei
starren Geriststrukturen mit zu geringen Abstanaerschen den Liganden kommt es
aufgrund der energetisch unguinstigeren gespanntarfonationen zu einer Bindungs-

26



MULTIVALENZ

schwachung. Der Einfluss der Flexibilitatt des Spmcevird allerdings kontrovers
diskutiert!**?! Auf der einen Seite wird argumentiert, dass siahflexibler Spacer besser an
den Rezeptor anpassen kann und so kleine Abweielmungischen Liganden- und Rezeptor-
bindungsabstanden ohne den Aufwand einer allzu m@mannungsenergie ausgeglichen
werden konnen. Andererseits konnen zu flexible &paowvischen den Liganden aus
entropischer Sicht hinderlich sein, da eine hohaf&wnationsentropie fur die Bindung an
den Rezeptor aufgewendet werden muss. Hat der Spack der Bindung mit dem ersten
Rezeptor allerdings diesen negativen entropischatrag erbracht, kann der zweite Ligand
ohne translationale oder rotationale entropischisvAndungen binden, da er sich schon so in
der Nahe des Rezeptors befindet.

0) 2 12— =2 4—
[ = -

SR
|:§+<_ Lg j' [2]2 . _@ :] ::|
<+ <

o iy & R
S < = g}

48» \B\[g;/

Abbildung 16: (a) Schema zur Bindungsenthalpie: Die Bindungsenthapgbivalenten Liganden ist dem der

monovalenten Liganden gleich, wenn der starre Spgerau den Rezeptorabstand Uberbriickt. Ist dec&pa
allerdings zu kurz oder zu lang, kommt es aufgruled aufzuwendenden Spannungsenergie zu einer
enthalpischen Bindungsschwachuiflg) Schema zur Bindungsentropi@) Bezugssystem bestehend aus zwei
Liganden und zwei Rezeptoren; (ii) maximale enscipe Verstarkung durch einen starren bivalentenc8pa
der die Liganden im idealen Rezeptorabstand présentiii) mit einem flexiblen bivalenten Spacst Weg A

entropisch verstarkt und Weg B entropisch geschtvadibildung in Anlehnung an Mammen et'&l’.

Die Freie Energie der BindurG (i) eines multivalenten Molekiils miit Liganden als
Funktion der Anzahl von Ligandeandie an einen multivalenten Rezeptor bindeni{d),
lasst sich durch folgende Gleichung beschreltféh:

AGON (|) =iAH 0af'finity - iTASOaﬁinity + (| _1)TASOtrans+rot
+ (i =D AH %inker = (i =)TAS cont + (i ~1)AG coop — RTIN(Q, / Q,)
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Dabei sindAHoaﬁimty undAé’aﬁmity die monovalente Enthalpie bzw. Entropie der Birgdun
Die Summe dieser beiden ersten Terrhm-lﬁafﬁmty+iTA§ammty) wuirde die Freie Bindungs-
energie liefern, falls die Ligand-Rezeptor Wechselwirkungen unabhéngig vareer
stattfinden wirden. Der dritte Term bertcksichtigt translationale und rotationale Entropie,
basierend auf der Annahme, dass diese fur mondealgrd multivalente Wechselwirkungen
ahnlich sindAHospacergibt die Enthalpieanderung an, die aus Wechselnigkn des Spacers
mit dem Rezeptor resultiert. AuRerdem wird der M&rlder KonformationsentropisS’cons
des Spacers nach der Bindung mit den Rezeptoraicksechtigt. Zuletzt wird noch die
KooperativitéltAGOCoop des Prozesses beriicksichtigt und ein statistiseaktor eingefihrt,
wobei Q; die Degeneration eines Komplexes beschreibt, é@iid.iganden an den Rezeptor

gebunden sind.

5.3 Multivalente Peptidriickgrat basierte Geriststruktur en

a) ungeordnet helikal C) zyklisch

SO |

Abbildung 17: Schema der diversen multivalenten GeruststruktyariJngeordnete Geruststrukturen: kleines
trivalentes Geriisf-DD mit Glykosylliganden (oben); lineare Peptidkethit Seitenkettenverknipften Liganden
(unten). (b) Helikale Geruststrukturenia-Helix mit Glykosylliganden (oben); trivalente Gaden basierte
Geruststruktur mit drei scFv Liganden (unteft). Zyklische Geriststrukturen: Radiale Anordnung ldganden

(oben); axiale Anordnung von Liganden wie ZiBraltblattern (unten).

Im Folgenden wird ein systematischer Uberblick udlier verschiedenen Peptid-basierten
multivalenten Ruckgratstrukturen anhand einigelgaugihlter Beispiele prasentiert. Ziel ist

es dabei nicht, eine allumfassende Auflistung abesher synthetisierten multivalenten
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Geruste zu liefern, sondern viel mehr die geonwtas Moglichkeiten und Unterschiede

herauszuarbeiten.

5.3.1Ungeordnete Geruststrukturen

Unter den Begriff multivalente ungeordnete Peptidibrte Geruststrukturen fallen eine
Reihe von sehr unterschiedlichen Verbindungen.b®&ehen im Extremfall aus nur einer
Aminosaure oder auch aus mehreren hundert Aminesaund sind bivalent oder kdnnen

mehrere hundert Liganden tragen.

Als kleinste multivalente Geriststruktur kann mamzelne Aminosauren verwenden. So
kénnen z.B. zwei Liganden Uber die beiden Carbaxygen der Asparaginsaure kovalent
miteinander verknipfen werden. Lee und Mitarbeigtwickelten basierend auf-L-
GlutamylL-Glutaminsaure EE) bzw. B-L-Aspartyli-Asparaginsaure p(DD) trivalente
Inhibitoren fiir den Asiaglycoproteinrezeptor (AS®&PH* 23 Hierbei wurden die GalNAc-
Liganden Uber hydrophobe Aminohexyllinker an deei dZarboxygruppen der Glutamin-
bzw. Asparaginsaure eingefihrt (siehe Abbildungal@ben). Ende der Achtzigerjahre
entwickelten Tamet al. basierend auf der Verzweigung von Lysinreste stagete MAPs
(multiple-antigen peptigd'*® 4! Diesem Konzept folgend wurden seitdem eine Reie v
multivalenten Peptid- und Glykopeptid-Dendrimergmtietisiert und untersucht®>% |m
Folgenden wird nicht weiter auf diese Peptid-basreDendrimere eingegangen, sondern der
Fokus auf die Beschreibung linearer multivalentptilriickgratstrukturen gelegt.

Multivalente homopolymere lineare Peptidketten smdhrer Anwendung viel verbreiteter
als die eben beschriebenen kleinen Geriste. Hieveedlen mehrere Liganden Uber die
funktionellen Aminoséureseitenketten statistisciteré in die Peptidkette eingeflihrt. Am
gebrauchlichsten ist hierbei die PahGlutaminsaure (PGA), Uber deren Carboxyseitenkette
die Liganden Uber den chemischen Weg oder Ubememié enzymatischen Techniken
kombinierten Ansatz eingefuhrt werden kdnnen. Dudah Ladnge der linearen polymeren
Grundgeruststruktur konnen auch weite Rezeptorafistéberbriickt werden. Zudem erlaubt
die flexible Struktur eine relativ spannungsfreigetaktion der Liganden mit den Rezeptoren.
Weitere Vorteile dieses Gerlistes sind die niedfiggizitat und Immunogenitat sowie die
Bioabbaubarkeit und gute Wasserloslichkeit (10%)wder PGA. So haben sich z.B. hoch-
polymere Lysogangliosid/Poly-glutaminsaure-Konjugate (PGA Polymerisierungsdsd;
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Lysogangliosid GM Gehalt 0,72 mol%) als pikomolare Inhibitoren deasméren
Hamagglutinin des Influemza-Virus erwies&tl! Eine weitere Studie hat gezeigt, dass die
Inhibierung von Influenza-Viren durch PGA gebundeBalyloligosaccharid-Liganden
(Polymerisierungsgrad 95-475) zum einen vom Molaigdwicht der Poly-glutaminsaure,
aber auch vom Sialinsaure Gehalt abh&ngtkiick und Mitarbeiter haben an PGA-basierten
Cholera-Toxin-Inhibitoren jedoch auch zeigen kénraass sich eine zu hohe Dichte fas
Galactosamin-Liganden negativ auf die Inhibierungvarken kan'>® Die Ursache liegt
vermutlich in sterisch erschwerten Ligand-Rezeptaehselwirkungen, wenn mehr
Liganden prasentiert werden als es die Rezepténatbsterfordern (35 A im Beispiel der
Cholera-Toxin B-Untereinheit). Die Einfihrung von Aminohexyllinkerzwischen dem
PGA-RUckgrat und defi-p-Galactosamin-Liganden hat hingegen auch hier epusitiven
Einfluss auf die Inhibierung, da diese hydrophohérker zu einer verbesserten Zugang-
lichkeit der terminalen Glykoside in die Rezeptachingstaschen beitragen. In weiteren
Studien wurde gezeigt, dass PGA-basierte Glykogepselektiv an zahlreiche pflanzliche
Lektine binded****%® Das Glykosylierte PGA-Riickgrat eignet sich daHsrModellsystem
fur Glycane vom Mucin-Typ. Zudem konnte hier auelzgjgt werden, dass die Glykopeptide
spezifisch mit dem jeweilig korrespondierenden irekbteragieren, und zwar unabhangig
davon, um wie viele Zuckerreste das Glykan im Magyl zum nattrlichen Glykoprotein

gekurzt wurdé!®®

Anstelle von homopolymeren Peptidketten kénnen abech Aminoséduren mit
unreaktiven Seitengruppen wie z.B. Glycin oder AKaals so genannte Abstandshalter
zwischen den funktionalisierten Aminosauren dierfeui. diese Weise kann zum einen der
Abstand zwischen den Liganden kontrolliert werdaber auch die Sekundarstruktur des
Peptids beeinflusst werden. Ein solches Systendldeer hervorragend dazu geeignet, den
Einfluss von Ligandenabstanden auf die Ligand-Rezéyechselwirkungen zu untersuchen.
Unverzagtt al. synthetisierten z.B. eine Reihe von bivalenten 8ipeptiden als Inhibitoren
fir das Influenza-Viru&>” Dabei wurden die mit der Aminosaure Asparagin mépiten
Sialyl-N-acetyllactosamin-Liganden durch flexible Glycinetee Abstandshalter unter-

schiedlicher Kettenlange miteinander verbunden.

Ein weiterer strategischer Ansatz nutzt repetifReptidsequenzen, um die Liganden in

gleichmaRigen Abstanden auf dem linearen Peptidratkzu prasentieren. Uber geeignete
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Seitenkettenfunktionen der Aminosaduren ist es aebkel Art und Weise moglich, die
Liganden in definierten Abstanden in das Petidrikginzufihren. Davist al. zeigte, dass
sich repetitive Sequenzen des TYd§ @AGKGS, KX GTGA und &KX AGTGSA dazu eignen,
alle 4, 6 bzw. 8 Aminoséauren verschiedenste Ligar({@eptid, Peptoid-Peptid-Hybrid, PEG-
Polymer, organisches Fluorophor) tiber Lysinseitérkeeinzubauelt®® Auf analoge Weise
wurden Gadolinium(lll)-Chelatoren Uber deAminogruppe der Lysinreste in ein 264
Aminosauren langes Protein mit der repetitiven 8aqu(GKAGTGSA), eingebaut'®
Dieses multivalente Kontrastmittel fur die Kerngpsonanztomographie hat gegentber dem
monovalenten System verbesserte Eigenschafteniatet binem zudem die Moglichkeit, es
Uber die freien Lysinreste mit Hydrogelen querzoeézen. Kiick und Mitarbeiter nutzten
neben ihren PGA-basierten Cholera-Toxin-Inhibitoranch Glycin- und Alanin-reiche
repetitive PeptidsequenzEf” Die Glykosylliganden wurden hier gezielt in untigdlichen
Abstanden lber die Carboxygruppen von Glutamatresitegefihrt. Sie konnten zeigen, dass
die Ligandenabstande des effektivsten Inhibitors aein Rezeptorabstanden des Cholera-

Toxins von 35 A ibereinstimmen.

5.3.2Helikale Geriststrukturen

In Analogie zu den oben beschriebenen Strategiemeéd® neben den ungeordneten auch
helikale multivalente Peptidriickgratstrukturen alfgut werden, indem die Polypeptidketten
diesmal Gberwiegend aus Aminosauren wie Alanin &telin aufgebaut werden, welche eine
starke Neigung zuo-Helix- bzw. Poly-Prolin-Helix-Bildung haben. Im Ygeich zu den
ungeordneten Strukturen sind die helikalen Strgktuwesentlich steifer. Das hat zur Folge,
dass die Ligandenabstande entlang der Helixachsaugen die Rezeptorabstande angepasst
werden mussen. Gleichzeitig wird aber durch dadeigeptidriickgrat auch ein all zu grof3er

Entropieverlust bei der Ligand-Rezeptor-Bindungimiert.

Neben den Glycin-reichen ungeordneten bivalentgstidn testeten Unverzagt al. auch
bivalente Prolin-reiche Influenza-InhiobitorBn” Diese zeigten in Abh&ngigkeit von der
Lange der Prolinkette zwischen den Liganden tegdeadine verbesserte aber zum Teil auch
eine schlechtere Inhibierung im Vergleich zum malenten System. Die in diesem Fall
unginstige Platzierung der Liganden entlang defestd’rolinhelix verhindert offenbar die
gleichzeitige Bindung beider Liganden und resultsy in einer schlechteren Inhibierung.
Kiick und Mitarbeiter nutzten nicht die Prolinheligondern eine Alanin-reiche Sequenz als
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a-helikale Geruststruktur fiir Cholera-Toxin-Inhibiém*®* In diese wurden die mit einem
Aminohexyllinkern verknipften Glykosylliganden inpezifischen Abstanden Uber die
Glutamatseitenketten des Peptidriickgrats eingefiiet Versuche zeigten, dass es zu einer
deutlich verbesserten Inhibierung kommt, wenn dgabhden- und Rezeptorenabstande lUber-
einstimmen. Im Vergleich zum analogen ungeordnetenultivalenten Inhibitor
Cap-35-RC-8°Y zeigte dein-helikale Inhibitor Cap 35-H-6 noch einmal eine dem Faktor
zwei verbesserte Inhibierung (162-fach Cap 35-R@G4#)-fach Cap 35-H-6 im Vergleich
zum monovalenten Liganden), was vermutlich auf dgaringeren Verlust der

Konformationsentropie zuriickzufuhren ist.

Eine andere Strategie bedient sich der selbstassaaien Collagen-Tripelhelix-Struktur, um
terminal gebundene Liganden in raumlicher Nahe narger zu prasentieren. Bei den so
genannterTrimerbody&°% 1 bzw. Collabody§®* wurden scFv-Antikorper tber terminale
Linker in eine Collagen-Tripelhelix eingefuhrt (s& Abbildung 17 b unten). Cuesta al.
nutzten eine mit drei scFv-Antikorpern funktionaise Untereinheit vom Collagen XVII
NC1 zum Tumor-Targeting®? Die L36 scFv-Antikdrper wurden hierbliterminal tiber 21
Aminosauren lange flexible Linker mit der Collagefripelhelix verknlpft. Diese
Trimerbodys zeigten mindestens eine 100-fach hdhere Affinitdt Vergleich zu dem
korrespondierenden monovalenten Antikorper. Sienkem zudem zeigen, dass es madglich
ist, bifunktionelle Trimerbodyszu generieren (anti-Laminkanti-NIP). Fanet al. nutzten
kein natirliches Collagenfragment, sondern exprimre ein kurzes Collagen-ahnliches
Peptid mit der repetitiven Sequenz (Gly-Pro-Ryddie Prolinreste wurden grof3tenteils
hydroxyliert). Die scFv-Antikdrper wurden entwedait demN- oder mit demC-Terminus
des Collagen-ahnlichen Peptids verknupft. Diesges@mnnterCollabodyszeigten eine ~20 —
1000-fach hohere Bindungsstarke im Vergleich zumn dgivalenten bzw. monovalenten

System.

5.3.3Zyklische Geruststrukturen

Zyklische Peptidrickgratstrukturen eigenen siclvéveagend, um eine begrenzte Anzahl
von Liganden zu prasentieren. Hierbei muss mandgétmzlich zwei Arten von zyklischen
Systemen unterscheiden: Zum einen jene, welche Ldjanden radial zur Ringebene
prasentieren und zum anderen jene, bei denen danden axial angeordnet sind. Zyklische

Geruststrukturen bieten den Vorteil, dass sowohlAdizahl aber auch die Abstande zwischen
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den Liganden kontrollierbar sind. Des Weiteren dists Gerist rigide genug, um die
Orientierung der Liganden vorzugeben, aber es asindch mdglich, Gber flexible Linker

grof3e Molektle wie Proteine einzufuhren.

Abbildung 18: Schematische Darstellungen der multivalenten mfidis PeptidGeriststrukturerfa) Selbst
assoziierende zyklische Peptide mit jeweils einemial orientierten Liganden (gelb); intermolekulare
Wasserstoffbriicken (rot gestrichel(p) multivalentes RAFT-basiertes Cyclopeptid mit zwaisehiedenen
Ligandentypen (gelb und rot). X sind die Aminosaseitenkettenreste bzw. die funktionellen Analdiggazur

Einflhrung der Liganden z.B. Uber eine Oxim-Ligatialer eine Click-Reaktion notwendig sind.

Ghadiri und Mitarbeiter entwickelten Anfang der Meigerjahre selbst assoziierende
zyklische Peptide, welche aus einer geradzahligezall alternierend angeordneterundL-
Aminosauren bestehéli®>*%"! Bei diesen starren Ringstrukturen sind alle Amiggeen des
Peptidrickgrats senkrecht zur Ringebene orientgrtlass sich die zyklischen Peptide in
einer antiparallelenp-Falltblattstruktur aufeinander stapeln und durcatteimolekulare
Wasserstoffbriicken stabilisiert werden. Auf dieseis# bilden sich tubuléare Strukturen von
mehren hundert Nanometern Lange aus. Die Seitemkeder Aminosaurereste liegen
zwangslaufig radial auf3erhalb der Ringebenen. Drykéischen Peptide kdnnen in dualer
Weise als multivalentes Geruststruktur dienen: Zemen konnen mehrere Liganden
innerhalb eines Rings Uber die Seitenkettenfunktioder Aminoséaure eingefihrt werden.
Und zum anderen erhélt man selbst bei der Einfigwam nur einem einzelnen Liganden pro
Peptid durch die Selbstassoziation der Ringe eiftivalentes System (siehe Abbildung

18 a). Die Einfihrung von glykosylierten Aminosauiist tber Standardmethoden mdéglich.
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Eine aktuelle Studie zeigte, dass die spezifischgkdSylierung von membranaktiven
selbstassoziierenden zyklischemL-a-Peptiden die Toxizitat gegeniber Saugetierzellen
deutlich minimieren kann, wobei gleichzeitig dietibakteriellen Eigenschaften gegentber

multiresistenten grampositiven Bakterien erhaltieiben!*®!

Bei den zyklischen Peptiden mit axial angeordndieganden befinden sich diese in
raumlicher N&he zueinander und treten daher letdteginander in Wechselwirkung. Diese
raumliche Né&he ist fur einige Anwendungen aber lbams erwinscht und umfasst im
Wesentlichen drei Gebiete: (1) Entwicklung neuemumologisch aktiver Substanzen mit
Aviditat durch die multivalente Anordnung von schmtikorpern; (2) Templat-induzierte
Faltung von Peptiden als Modell fir Proteinstrugtyrund (3) Generierung von Modell-
peptidstrukturen zu Untersuchung der oligomerensghenstufen wahrend der Amyloid-

Aggregation.

Mutter und Mitarbeiter fihrten den Begriff der Tdatpassoziierten synthetischen
Proteine (TASP) ein und stellten mit ihrem Konzapth peptidische Ringstrukturen vor, an
welche durch geschickt gewéhlte Schutzgruppensismteunterschiedliche Liganden in
axialer Orientierung zur Ringebene eingefihrt werdesnner!®® Diese zyklischen
Decapeptid- Geruste, die so genannten RAF&gigselectively addressable functionalized
templat@, haben zwei funktionell voneinander unabhangigenBnen, um insgesamt bis zu
sechs Liganden gleichzeitig einfiihren zu kénneehgsiAbbildung 18 b}’% Auf einer Seite
der Ringebene kénnen vier Liganden und auf der rend&eite zwei weitere Liganden
prasentiert werden. Die Liganden werden typischismsvaiber Lysin- oder Cysteinreste
eingefuhrt. Das System eignet sich daher hervondigem vier Liganden in der so genannten
Clusterdomane in raumlicher ndhe zueinander zuepté@sen und Uber die zwei weiteren
Ligandenstellen Marker oder aber auch Therapeutikabinden. Die RAFTs haben ihre
primare Anwendung in der induzierten Faltung vomt&nstrukturmotiven wie z.Ba-
helikale Bindét’**" Die definierte Templatstruktur wurde in jingsisit aber auch als
Modell fiir Protofibrillen bei der Amyloid-Aggregatn genutzt'” Natiirlich kann man auch
hier von multivalenten Wechselwirkungen sprechendge Aminoséureseitenketten in einer
kooperativen Weise miteinander agieren. Es gibtr adnech einige Beispiele, die die
klassischen multivalenten Ligand-Rezeptor-Wechs&lwgen adressieren. Renau@etal

nutzten das RAFT, um vier Monosaccharide in raumeliocNédhe zueinander zu prasentieren.
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Auf diese Weise konnte die Bindungsaffinitat zu Camavalin A, einem tetramerem-
Mannose-spezifischen pflanzlichen Lektin, um daga@be im Vergleich zum monovalenten
Liganden verstarkt werdét® In einer weiteren Studie inkorporierten sie dieriomaktive
Pentapeptidsequenz LELTE zusammen mit dem KohleahyHpitop aGalNAc in ein
RAFT-basiertes Cyclopeptif.”! Die multivalenten Substanzen erwiesen sich alshhoc
effektive Aktivatoren fir naturliche Killerzellenohne die dblichen unerwinschten
Begleiterscheinungen wie z.B. induzierte Apoptose zeigen. Dabei waren die dualen
Peptid/Kohlenhydrat-RAFTs im Vergleich zu den unkglgylierten RAFTs wesentlich
effektiver, was fur eine Kommunikation zwischen deerschiedenen Rezeptorfamilien
spricht. In einem anderen Beispiel wurden vier Ggeptide alsi,ps-Integrin-Liganden uber
Oxim-Ligation in die Clusterdomane eines RAFT-besie Peptidriickgrats eingefiitire!
Die beiden anderen Substitutionspositionen aufasheleren Seite der RAFT-Ebene wurden

fur die Einfuhrung von Biotin oder Fluoreszenzmankgenutzt.

Chopraet al. entwickelten kurzlich zwei neue zyklische Peptakgratstrukturen, um
Liganden in einer axialen Anordnung zu prasenti€féhin ihrem ersten System wechseln
sich B-Aminosauren irb- und L- Konfiguration in der Peptidsequenz ab (cyciojpXaad-
fXaa)-]). Durch die zusatzlichen Methyleneinheiten leAminosduren sind die Peptid-
seitenketten, und somit die Anknupfungspunkte férldganden, axial orientiert. Das zweite
zyklische System besteht hingegen aus alternierendaind L-a-Aminosduren, zwischen
welchen sich im Gegensatz zu Ghadiris Ringstrukturesatzlich achirale Glycinreste
befinden (cyclo[-6-Xaa-Gly+1-Xaa-Gly)-]). Durch die Glycinreste werden die Seitenketten
axial orientiert und die Ringstruktur wird aufl3erddlexibler. Diese zyklischen Peptid-
rickgratstrukturen eignen sich sowohl zur Prasimtaton Proteinen, wie am Beispiel von
Trypsin und NeutrAvidin gezeigt wurde, sowie alarif@at, um oligomere Zwischenstufen

bei der Fibrillenbildung von amyloidogenen Peptidersimulieren.
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5.3.4Vor- und Nachteile Peptid-basierter Geruststrukturen

Nach diesem Einblick in die verschiedenen Peptidyiat-basierten Geruststrukturen kann

man deren Vorteile wie folgt zusammenfassen:

¢ Die synthetischen Werkzeuge sind mit der chemisdresiphasenpeptidsynthese
und der orthogonalen Schutzgruppenstrategie etab{Btl3ere Peptidriickgrat-
strukturen sind durch Ligation, Polymerisierung rodieer auch durch Expression
zuganglich. Die Seitenkettenfunktionalitdten deridmsauren ermdglichen einem

die einfache Einfiihrung von unterschiedlichsterabden.

¢ Durch die gezielte Einfuhrung von Liganden erhalanmein monodisperses
System. Der Abstand der einzelnen Liganden zuegrardénn bei einigen

Templaten wie dem-Helix oder Cyclopeptiden kontrolliert werden.

¢ Die Peptid-basierten Geruste sind von der Natupt#eta und daher biokompatibel.
Das heildt, sie haben eine niedrige Toxizitat unanimogenitat und sind gut

wasserloslich sowie bioabbaubar.

Dennoch gibt es einige Nachteile gegenuber nictiiriiehen Geruststrukturen:
¢ Peptide sind dem natirlichen Abbau durch Protealydéerworfen.

¢ Die Synthese langer spezifischer Peptidsequenzeneilsveise schwierig und

zudem relativ kostspielig.

¢ Um groRere Rezeptorabstande zu Uberbricken, bemitig ein langes Peptid-
rickgrat. Dies ist meist flexibel und somit istsebiwer, den Abstand zwischen den

einzelnen Liganden zu kontrollieren bzw. den Verlar Konformationsentropie

bei der Rezeptorbindung zu minimieren.

¢ Die Seitenketten der Aminosauren bieten zusatzliinektionalitaten an, die mit
den Rezeptormolekulen in Wechselwirkung treten konrSo ist eine Differen-
zierung zwischen den energetischen Beitragen déivadenten Rezeptor-Ligand-
Wechselwirkungen und weiteren unspezifischen Weéald@ingen mit den

Peptidseitenketten schwierig.
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6 GLYKOSYLIERTE COILED COIL-PEPTIDE ALS MULTIVALENTE

GERUSTSTRUKTUREN

6.1 Konzept

Mit der Nutzung desi-helikalencoiled coitMotivs als multivalente Geruststruktur sollen
einige Nachteile herkdmmlicher Peptid-basiertert&ye Uberwunden werden. Zum einen
konnen Liganden, welche Uber die Seitenkettenfonkiitdt der Aminosauren eingefihrt
werden, aufgrund der sich wiederholenden Prim&siruin einem definierten Abstand
zueinander prasentiert werden. Des Weiteren isarrek dasscoiled coitPeptide durch
Uberlappen der Helixenden lange Fasern bilden ki Hierdurch sollte es méglich sein,
auch weite Rezeptorabstande zu Uberbricken, ohse di@ komplexe Synthese langer
Peptidsequenzen erforderlich wird. Die Abstandeldganden kénnen durch die Anzahl der
Kohlenhydratreste und die Position innerhalb degtatds variiert werden. Durch die
Einfihrung von geladenen Aminosauren in die Peptjdenz kann dasoiled coilSystems
gegeniber verschieden Stimuli wie z.B. dem pH-Weder der lonenkonzentration
sensibilisiert werden. Auf diese Weise kdnnte egliob sein das System in die Lage zu
versetzen erst am Einsatzort seine aktive Konfaomanzunehmen. Zudem ist bekannt, dass
die Glykosylierung von Peptiden zu proteasestalilerivaten fiihrt’® 8 8|n Abbildung
19 wird das beschriebene Konzept skizziert.

t
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Abbildung 19: Das ungefaltete coiled coil-Peptid nimmt durch eeipH-Wert-Anderung seine native
Konformation ein. Durch das Heptad-Wiederholungderusverden die Glykosylliganden in definierten

Abstanden an der coiled coil-Faser exponiert umt dRezeptorwechselwirkung kann stattfinden.
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6.2 Glykopeptidsynthese

6.2.1Synthese des Glykosyl-Aminosaure-Bausteines (GaleSs

In der vorliegenden Arbeit wurden die Glykopeptidach derbuilding-blockStrategie
synthetisiert. Hierfiir wurde zuerst der Glykosyl-lwséure-Baustein (Gal-)Ser synthetisiert
und dieser anschlieend mittels konventioneller ¢&-@chutzgruppenstrategie durch Fest-
phasenpeptidsynthese in diverse Peptide eingebalte( Abbildung 20). Die Synthese des
Bausteines (Gal-)Ser ging von der Pentaacetat-gedeh Galactose aus und folgte einer
Synthesevorschrift von Kihlberet al.*®*? Das genaue Syntheseprotokoll ist den folgenden

Veroffentlichungen zu entnehm&f* 184

6.2.2Festphasenpeptidsynthese der Glykopeptide

Die Glykopeptidsynthesen erfolgten automatisiert Hilfe eines Peptidsyntheseroboters
und den Kupplungsreagenzien TBTU /HOBt/ DIEA. e Acetat-Schutzgruppen des
Zuckers allerdings sind, wurde die Kupplung desk@s$yl-Aminosaure-Bausteins manuell
mit Hilfe von DIC / HOAt ohne DIEA durchzufihrt. Baausfihrliche Syntheseprotokoll ist
den Verdffentlichungen zu entnehmi&fi: 184 Abbildung 20 zeigt eine schematische Darstel-

lung der Glykopeptidsyntheseroute.
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2. 20% Piperidin / DMF

3. Fmoc-AS / TBTU / HOBt / DIEA
SPPS
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Abbildung 20: Schematische Darstellung der GlykopeptidsynthettelmiFestphasenpeptidsynthese (SPPS).

38



BioorRG. MED. CHEM. 201Q 18(11) 3703-3706

6.3 Bioorg. Med. Chem. 2010,18(11), 3703-3706

Die in diesem Abschnitt vorgestellten Ergebnisseden unter dem folgenden Titel im
Original veroffentlicht:

¢ J.A. Falenski U.I.M. Gerling, B. Koksch,
Bioorg. Med. Chen01Q 18(11) 3703-3706.

"Multiple glycosylation of de novo designedhelical coiled coil peptides”

Die Orginalveroffentlichung ist erhaltlich unter:

http://dx.doi.org/10.1016/j.bmc.2010.03.061

Die hier abgedruckte Vero6ffentlichung wurde mit @emigung des Verlages reproduziert
(Copyright © 2010, Elsevier).

Erklarung:

Eigenleistungen an diesen Veroffentlichungen sikdnzeption der Versuche, Peptid-
design, Synthese und Charakterisierung des Glykdsyhosaure-Bausteins, Peptidsynthese,
Glykopeptidsynthese, ESI-MS, CD-spektroskopischetetsnichungen, Manuskriptverfas-

sung.

Folgende Kooperationen sind an den Veroffentliclumdpeteiligt: Ulla I. M. Gerling
(Institut fir Chemie und Biochemie, Freie UnivdisitBerlin) hat die analytische
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ZUSAMMENFASSUNG DER VEROFFENTLICHUNG :
"Multiple Glykosylierungen von de novo entworfenena-helikalen coiled coil-Peptiden”

Die Untersuchung von vielfach glykosylierten Pegtidst von grol3er Bedeutung, da die
meisten Protein-Kohlenhydrat-Wechselwirkungen -shtiel3lich der Wirtserkennung vieler
Bakterien und Viren — von multivalenter Natur sibdese Studie adressiert den Einfluss von
multiplen O-Glykosylierungen auf die Konformation und Stalilit der a-helikalen
coiled coitStruktur, um weitere Erkenntnisse Uber den konmgiexMechanismus der
Proteinfaltung zu gewinnen. Damit sollte evaluieverden, ob sich dagoiled coil
Strukturmotiv als multivalente Geruststruktur flie dPrasentation von Glykosylliganden

eignet.

OH

HO.

Abbildung 21: Schematische Darstellung des hyperglykosyliectiled coil-Peptids.

Hierfir wurden sieben Glykopetide synthetisiert,welche systematisch ein bis sechs
B-D-Galactosereste Uber die dem Losungsmittel expemelSerinseitenketten in den
Positionerb, c undf eines 26 Aminosauren langeailed coilPeptids eingefuhrt wurden. Die
Konformation aller Peptide wurde mittels CD-Spegkapie untersucht und deren
Stabilitaten Uber die temperaturinduzierte Denaturig bestimmt. Des Weiteren wurde der
Oligomerisierungsgrad des unglykosylierten BasiSgepB und des hyperglykosylierten
Peptids B-3/10/13/14/17/24 mittels der analytiscbéirazentrifugation bestimmit.

Die CD-Spektren zeigten, dass alle untersuchterkdplgptide in einex-helikale coiled
coil-Struktur falten. Sowohl das unglykosylierte Basi#d als auch das mit sechs
B-Galactoseresten modifizierte Glykopeptid liegenr @gmalytischen Ultrazentrifugation

zufolge als Dimer vor. Die temperaturinduzierten nBrierungskurven zeigen eine
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sukzessive aber unerwartet geringe Destabilisiemimgunehmender Glykosylierung. Selbst
das Peptid B-3/10/13/14/17/24, welches poiled coilDimer zwdlf Zuckerreste tragt, hat
einen Schmelzpunk von tber 70°C.

1,04 1,0
A B A

094 ——B-17 0,9

084 B-10/13/14 Los
—— B-10/13/14/17

B-3/10/13/14/17/24 o7

0,6

0,74
0,64

[+

B
el
o
g 0,54 +0,5
$24 817 $10 A =
f S 04 Loa4
3
® 0,34 0,3
Ks [y
b E, 0,2 o2
S13 ’ 0,1 0,1
Ko 5 N N
E. (X - 0,0
Bz 20 4 60 80 100
T/°C

Abbildung 22: (a) Helical-Wheel-Darstellung des Basis Peptids B ded O-glykosylierten Aminosaure Serin
mit den gekennzeichneten GlykosylierungspositioBerd0, 13, 14, 17 und 24b) Temperaturinduzierte
Denaturierungskurven, die durch die Observation @BsSignals bei 222 nm aufgenommen wurden.

Die Studie zeigt, dass die multipl®©-Glykosylierung mit dem Monosaccharid
B-D-Galactose in den dem Lésungsmittel exponiertentiBoen descoiled coitPeptids sehr

gut toleriert wird und dieses Faltungsmotiv daheaf3gs Potential als multivalente Gerust-
struktur hat.
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6.4 Design eines faserbildenden multivalentencoiled coil-
Peptids

Nachdem die Toleranz deoiled coilStruktur gegentber extensiver Glykosylierung in
den dem Losungsmittel exponierten Positionen bewi@gerden konnte, bestand der n&chste
Schritt darin, die Valenz des Systems zu erhOheth die Abstédnde der Kohlenhydrat-
Liganden zueinander zu vergroRern. Dies sollte dden Einsatz von faserbildendeoiled
coil-Peptiden erreicht werden. Durch die Uberlappenderdmung voncoiled coilHelices
kbnnen aus synthetisch leicht zuganglichen kurzepti®sequenzen makromolekulare
Strukturen erzeugt werd&f® 8 Um eine moglichst groRe Variabilitit an Liganden-
abstanden ohne hohen Syntheseaufwand abzudeckeite ein heteromeres Designkonzept
erarbeitet, welches in Abbildung 23 skizziert Bas multivalente System besteht aus zwei
Peptiden. Dabei ist das eine Peptid unglykosyljatibildung 23 orange) und das andere
Peptid tragt ein oder mehref@glykosidisch gebundene Glykosylliganden (Abbildu2g
blau). Durch das Mischen dieser beiden Peptide merachiedlichen Verhaltnissen
zueinander erhélt man eine Bibliothek von multinéd® Peptidnanofasern, in denen sich die
Glykosylliganden durch die statistische Verteilunginterschiedlichen Abstanden zueinander
befinden.

- Peptidkette & =
-o Kohlenhydrat 'y

Abbildung 23: Heteromeres System faserbildender coiled coil-BleptDurch unterschiedliche Mischungs-

verhaltnisse von Peptid (orange) und Glykopeptlduperhalt man variable Ligandenabstande.
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6.4.1Peptid J10

Das frihe Designkonzept der faserbildendeited coilPeptide geht auf das Peptid J10
zuriick!*®! Dieses Peptid besitzt in den Positioreennd g eine homogene elektrostatische
Doméne aus Lysinresten (siehe Abbildung 24 a). Biksibt eine unspezifische interhelikale
Assoziation dercoiled coilHelices— das bedeutet eine parallele oder antiparallelerOri
tierung, aber auch ein Uberlappen der Helixendess BD-Spektrum in Abbildung 24 b
zeigt, dass das Peptid bei pH 4, trotz der zu d¢etar interhelikal elektrostatischen
AbstoRungen, grol3tenteils noch helikal gefaltet$stwohl bei pH 10 als auch pH 7,4 zeigt
das Peptid bei 208 nm und 222 nm zwei sehr staiSignale. Das etwas tiefer liegende
Minimum bei 222 nm ist ein charakteristisches Megkifiir die Bildung von héheren Oligo-
meren'*®" 188 Das Peptid ist bei pH 10 am stabilsten, da hierimtierhelikale elektrostatische

AbstoRung durch Deprotonierung der Lysinreste mahwwird.

a b.
30 J10 ¢ =100 uM
——pH=4,0
20 4 ——pH=74
pH=10,0

[©] (10*deg-cm’dmol " residue™)

T T T T
190 200 210 220 230 240
A (nm)

c d.
-5 60
pH=10,0
~ / J10 5oum
AT ~ ]
3 g ——20°C
8 / 2 50°C
= 15 [} o
5 pH=10,0 2 60 °C
g 910 —s0um 5 201 65°C
S 0 £ —70°C
13 e 20°C e 90°C
2 50°C S ol
B s / e 60°C 2
3 65°C 5
= e 70°C =
o -804 90°C = 207
20 40 60 80 100 190 200 210 220 230 240
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Abbildung 24: (a) Helical-Wheel Darstellung des Peptids J10. CD-$eekvon Peptid J10(b) pH-Wert-
abhangige CD-Spektreric) Denaturierungskurve bei pH 10,(q) temperaturabhéangige CD-Spektren bei pH
10,089
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Die Denaturierungskuve bei pH 10 zeigt, dass digalfung tber einen ungewoéhnlichen
Dreistufenmechanismus erfolgt (sieche Abbildung R4'&" Betrachtet man die zugehorigen
CD-Spektren (siehe Abbildung 24 d), erkennt margsdam Sattelpunkt bei ca. 65°C die
beiden Minima bei 208 nm und 222 nm auf einer Hd@ned. Im ersten Schritt der
Denaturierung dissoziieren demzufolge hohere hleliRdigomere und im zweiten Schritt erst
die coiled coilStruktur in ungefaltete Monomere.

Um die Grof3e und die oligomere Struktur von J1®estimmen, wurde dieses Peptid im
Rahmen dieser Doktorarbeit mittels der GréRenalissethromatographie und der Trans-
missionselektronenmikroskopie bei pH 10 weitergeheharakterisiert. Das Grof3enaus-
schlusschromatogramm in Abbildung 25a zeigt deutlidass Peptid J10 mit dem
Ausschlussvolumen eluiert wird und demzufolge hagbregiert ist. Zum Vergleich sind die
Chromatogramme von Blue Dextran (MW: 2.000.000) isodem dimerencoiled coil
Peptid B (MWsimer: 6213,48; mittels analytischer Ultrazentrifugatimmarakterisieft®)
eingefugt. Um weitere Informationen tber die Morplgee der polymeren Struktur von J10
zu erhalten, wurden Cryo-TEM Bilder aufgenommenredei zeigen, dass Peptid J10 bei pH
10 sehr lange, steife, diinne und unverzweigte Neseoh ausbildet (siehe Abbildung 25 b).

—J10 3
—Blue Dextran 153
(=2
o

— Peptid B
1200 1200

1400 1400

60,68

1000 1000
2 800 800
600 600
400 400

200 200

0
0 10 20 30 40 50 60 70 80 9 100 110 120
Minuten

Abbildung 25: (a) GréRenausschusschromatogramm von J10 (rot; Supésd®C3.2/30; 0,025 ml/min; in
Carbonatpuffer 10 mM und 150 mM NacCl bei pH 10)feRenzchromatogramme von Blue Dextran (blau, MW
~2.000.000 g/mol) und dem dimeren coiled coil ReBti(griin, MW;nme~=6213,48 g/mol).(b) Cryo-TEM Bild
von J10 (350 uM, pH 10,1).

6.4.2Bedeutung der Aminosaureseitenkettenlange in den Bilionene und g

Aufgrund der Uberraschend hohen Stabilitdt desideptlO und der Eigenschaft, Nano-

fasern zu bilden, wurde der Einfluss der Aminosseitenkettenlange in den Positioreeand
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g weitergehend untersucht. Hierflir wurden zwei weiteeptide mit den nichtproteinogenen
Aminosauren Ornithin (Orn) und Diaminobuttersaubalf) in den Positionea (5, 12, 19)
und g (7, 14, 21) synthetisiert und somit die Aminosasmtenkettenlange um eine bzw.

zwei CH-Einheiten verkirzt. Die Ergebnisse sind in Tabgllrisammengefasst.

Tabelle 1: Strukturformeln von Diaminobuttersédure, Ornithindubysin und die pH-Wert- und konzentrations-

abhangigen CD-Spektren des Peptids J10 sowie deithdr und Diaminobuttersaure-Analoga.
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Die CD-Spektren zeigen, dass die Seitenkettenl&eye interhelikal elektrostatischen
Wechselwirkungsdoméane einen entscheidenden Einfu$sdie Stabilitat dercoiled coil-
Struktur hat. Das Lysin-Peptid J10 liegt bei alleriersuchten pH-Werten in einer helikalen
Struktur vor. Durch das ausgepragte Minimum bei @2R2ist zu erkennen, dass bei héherer
Peptidkonzentration helikale Oligomere gebildetdegr. Das Ornithin-Peptid faltet hingegen
erst bei pH 7,4 und ab einer Peptidkonzentratiom 100 uM und das Diaminobutterséure-
Peptid sogar erst bei pH 10 und ab einer Peptidkanation von 300 uM in eine Uber-
wiegend helikale Struktur. Die langen hydrophobentefle der Seitenketten in den
Positionene und g konnen offenbar die interhelikale hydrophobe Wethskungsdomane
abschirmen bzw. sind in dessen Erweiterung einlezo8elbst bei abstol3ender Ladung der
Lysinreste wird eine stabileoiled coilHelix gebildet. Die hier prasentierten Ergebnissel
unabhangig und zeitgleich durch Kenreral. bestatigt wordeH>

6.4.3 Peptid GKS

Aufbauend auf dencoiled coilDesign des faserbildenden Peptids J10 wurde epad?
basierte Geruststruktur fur die Prasentation vofk@ylliganden entwickelt.

Abbildung 26: (a) Helical-Wheel Darstellung des Glyko-BasispeptidéS3b) TEM-Bild von 100 uM GKS bei
pH 10 (Negativfarbung mit 1®hosphorwolframsauye

Um die faserbildenden Eigenschaften zu erhalterdemuim Glyko-Basispeptid GKS die
Leucinreste in den Positionem und d und die Lysinreste in den Positionenund g

beibehalten. Die dem Lésungsmittel exponiertentio&n wurden hingegen modifiziert, um
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eineO-Glykosilierung zu erméglichen. In Positibrundc befinden sich zum einen Glutamat-
reste, um die Nettoladung des Peptids auszugleiahdnAlaninreste, um die Neigung zur
Helixbildung zu erh6hen. In Positighwurden aber neben zwei Glutamatresten zusatzlich

zwei Serinreste fur den spéteren Einbau fxanGalactose eingefuhrt (siehe Abbildung 26 a).

Schon beim Loésen neigt Peptid GKS offensichtlich Zggregation. Im pH-Bereich von
6-8 ist die Peptidlésung trib. Erst nach dem teatpenduzierten Denaturieren und dem
anschlieBenden Abkthlen ist sie klar aber hochogisiufgrund dieser Aggregation war es
schwierig, TEM Bilder im physiologischen pH-Bereizt erhalten. Abbildung 26 b zeigt ein
TEM Bild bei pH 10. Hier ist zu sehen, dass dastiBgpKS unter diesen Bedingungen lange
dinne Fasern ausbildet, die sich zu Bundeln zusahagern. Im CD-Spektrum ist die
helikale coiled coitKonformation des Peptids eindeutig an den beidemriv von 208 nm

und 222 nm zu erkennen (siehe Abbildung 27 a).
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Abbildung 27: (a) CD-Spektren von Peptid GKS bei 10 °C und nach Beieaung A (c=100 uM, 100 mM
Phosphatpuffer pH 7,0, 150 mM NaQB) Aufeinander folgende Temperatur induzierte Denatungskurven
von Peptid GKS (c=100 uM, 100 mM Phosphatpuffef7gl] 150 mM NacCl).

Interessanterweise ist die Intensitat des CD-Sggmahachst relativ gering. Diese erreicht
aber nach der ersten temperaturinduzierten Deeating und der anschlieBenden Rena-
turierung eine charakteristische Signalstarke. \Wfieodltes Denaturieren und Renaturieren
fuhrt zu keiner weiteren relevanten Erh6hung desSughals. Eine Erklarung fir dieses
Verhalten ist, dass sich beim Losen des Peptidsttetbar eine Vielzahl an Peptidnanofasern
ausbildet, die durch das rasche Wachstum abeivrelageordnet sind. Nach der temperatur-

induzierten Denaturierung werden hingegen in eiréiKeimbildungsschritt wenige Dimere
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gebildet, an welche sich beim langsamen AbkihlenLésung monomere Peptideinheiten
anlagern, sodass geordnete langkettige Nanofaststeleen.

6.4.4Peptid GKS-3/17

In Peptid GKS-3/17 wurdg-D-GalactoseO-glycosidisch Uber zwei Serinreste in die
Losungsmittel exponierten Positionen 3 und 17 diitge (siehe Abbildung 28).

Abbildung 28: Helical-Wheel-Darstellung des Glykopeptids GKS-3Ih7grin ist der O-glykosylierte Serinrest
dargestellt.

Das CD-Spektrum in Abbildung 29 a zeigt, dass aliekes Peptid eine-helikalecoiled
coil-Konformation annimmt. Der Effekt der CD-Signalenidg nach der Temperatur-
induzierten Denaturierung und der anschlielendenat®egerung ist hier ebenfalls zu
beobachten, aber er ist bei weitem nicht so auagepbie hier prasentierten Ergebnisse
zeigen, dass multivalenteoiled coitPeptide vielversprechende Geriststrukturen fir die
Untersuchung multivalenter Wechselwirkungen simdweiterfihrenden Experimenten muss
jetzt unter anderem die Proteasestabilitdt diesemniske und vor allem die Bindung an
naturliche Glykorezeptoren getestet werden. Furvdischiedenen biologischen Assays wie
der Durchflusszytometrie und der konfokalen Flupeez-Spektroskopie wurden sowohl das
Basispeptid GKS als auch das Gykopeptid GKS-Miférminal mit dem Fluoreszenzlabel
5(6)-Carboyxfluorescein synthetisiert.
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Abbildung 29: (a) CD-Spektren von Peptid GKS-3/17 bei 10 °C vor mach der Denaturierung (c=100 pM,
100 mM Phosphatpuffer pH 7,0, 150 mM Na@i). Temperaturinduzierte Denaturierungs- und Renaturigs-
kurve von Peptid GKS-3/17 (c=100 pM, 100 mM Phogpiféer pH 7,0, 150 mM NacCl).

In zuklnftigen Studien soll die Bindung dée novoentwickelten multivalenten Glyko-
peptids GKS-3/17 an verschiedenste Lektine wie zl@&n Asialoglykoprotein-Rezeptor,
welcher von der hepatozellularen Krebszelllinie B8pexprimiert wird, untersucht werden.
Hierbei soll das Glykopeptid mit dem unglykosylert Peptid GKS in unterschiedlichen
Verhaltnissen gemischt werden, sodass man eineedgBaldidbreite an Ligandenabstanden
erhalt, um das System auf diese Weise fir die Adweg an verschiedene Rezeptoren

anzupassen.
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DIE BEDEUTUNG VONO-GLYKOSYLIERUNGEN FUR DIE

AMYLOID -AGGREGATION
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7 AMYLOIDE

Demenzerkrankungen wie Alzheimer stellen im Zusanimaag mit der gravierend
zunehmenden Uberalterung der Bevolkerung in denustniglandern ein immer
bedeutenderes soziales aber auch oOkonomischeseRrofilr unsere Gesellschaft dar.
Schatzungen gehen davon aus, dass die weltweitstetdir Demenzerkrankungen schon
heute 422 Milliarden US$ betragéi! Kennzeichen der Alzheimer-Krankheit aber auch
anderer Krankheiten wie Diabetes Typ 2, der Padkrsrankheit und der Huntigton-
Krankheit ist das Auftreten von unldslichen Prosdilagerungen, so genannten Amyloiden.
Die Ablagerungen findet man abhangig von der Kraitkim Gehirn, im Skelettgewebe oder
in anderen Organen. Die Aufklarung der Mechanismieser Proteinfehlfaltungen, die der
Bildung von Amyloiden zugrunde liegen, ist von fangentaler Bedeutung, um neue

Therapieansatze fur diese Krankheiten zu entwickeln

Tabelle 2: Eine Auswahl von Krankheiten bei denen Amyloidaiaggen entstehen sowie das jeweilige mit der

Amyloidbildung assoziierte Protein.

Krankheit Amyloid bildendes Protein
Alzheimer Amyloid B (AB)

Amyotrophe Lateralsklerose SOD-1

Atherosklerose Apolipoprotein Al

Chorea Huntington Huntingtin

Creutzfeld-Jakob Prionen Protein (PP)

Diabetes Mellitus Typ 2 Insel-Amyloid-Polypeptid (IAPP)
Parkinson a-Synuclein

Rheumatoide Arthritis Serum Amyloid A

7.1 Alzheimer / Amyloid p

Ein Hauptkennzeichen der Alzheimer-Krankheit sir@ektrazellularen Ablagerungen des
Amyloid B-Peptids im Gehirn der Patienten. Das transmembioeduferprotein APP
(amyloid precursor proteinwird von zwei Enzymen, dgi-Sekretase und derSekretase,
sequenziell gespaltet und dag-Reptid wird in verschieden langen Isoformen freedet.
Von diesen Isoformen bildet dasp@-42), welches am starksten zur Aggregation neigt,
neurotoxische Oligomere und schlieRlich fibrilldblagerungen (siehe Abbildung 30). Der
Verdacht, dass das unlosliche3(A-42) Peptid fur die Amyloidbildung und die damit
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verbundene Alzheimer-Krankheit verantwortlich istird dadurch erhartet, dass bei der
familiar bedingten Alzheimer-Krankheit die Prodwktides 4(1-42) gegeniiber den anderen

Isoformen drastisch erhoht ist.
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Abbildung 30: (a) Aminosauresequenz desp(A-42) Peptids. Unterstrichen ist die hydrophobe
Schliisselsequenz, welche die Assoziation pgl&alttblatter in Amyloide beglnstigt(b) Schematische
Darstellung der Aggregation desMonomers Uber verschiedene metastabile oligomerischenstufen und
Protofilbrillen bis hin zur Crosg Struktur der amyloidogenen Fibrillen; aus Takahiasthal. ™ (Copyright ©
2008 American Chemical Society).

Basierend auf diesen Erkenntnissen setzen diepatiachen Strategien zur Bek&dmpfung
der Alzheimer-Krankheit an den unterschiedlichead®mn der &-Aggregation aft*¥! Zum
einen werden Sekretase-Inhibitoren entwickelt, diee Produktion des Peptids stoppen.
Zum anderen wird an dem beschleunigten Abbau deyldidiAblagerung gearbeitet. Hier
hat vor allem die Immuntherapie groRe Aufmerksaméeegt. Es sind schon mehr als zehn
immuntherapeutische Wirkstoffe in klinischen Studier Phase 1Il getestet wordé: 1%
Es werden aber auch Wirkstoffe gesucht, die gedielBildung der toxischen Oligomere und
deren weitere Aggregation inhibieren. Fur die Eokling dieser Wirkstoffe ist ein
detailliertes Wissen uber die Struktur der toxischeligomere und der amyloidogenen
Ablagerungen notwendig. Genauso wichtig hierflresst Einblicke in die Prozesse der Um-
faltung, der Assoziation und schlie3lich der Polyisaion des nicht toxischen Monomers zu

gewinnen.
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7.2 Struktur der Amyloide

Kennzeichnend fir amyloidogene Ablagerungen singl ldingen und unverzweigten
Fibrillen, welche aus Protofilamenten aufgebautdsi@emeinsam ist ihnen diérossg-
Struktur, in welcher dig-Faltblatter senkrecht zur Ladngsachse der Fibaolientiert sind
(siehe Abbildung 30 BY’? Diverse Strukturmodelle sind fiir amyloidogene Hiém
vorgeschlagen worddh® °%! Abbildung 31 zeigt die Einteilung in drei Modelldésen und
veranschaulicht dabei, dass sowohl aus nativ gééaltals auch ungefalteten Proteinen oder
Proteinabschnitten Fibrillen gebildet werden konneie die charakteristisch€rosss
Struktur besitzen. Hierbei kdnnen gleichzeitig ausinzelne Proteinabschnitte in ihrer

ursprunglichen Konformation erhalten bleiben (si@bbildung 31 -gain of interaction.

2’::::' rr;lr?)ttgi?] Intermediate  Fibril

_ —
(i) Refolding ' — E\% — %
[

—

(ii)) Natively —
disordered ? Lo
—

(i) Gain-of- o 9.
interaction O

Abbildung 31: Schematische Darstellung der drei Modelle fur dimwhandlung der Proteine aus ihrer nativen
in die amyloidogene Struktur; aus Nelson et al.g@@wht © 2006 Elsevielf*® (i) Umfaltung — das Protein
entfaltet sich und bildet bei der Riickfaltung di@bferen amyloidogenen Fibrillen. (ii) Nativ unskturiert —
die Fibrillen bilden sich aus einem zuvor ungef@iteProtein (iii) Interaktionsgewinn — Segmente Besteins
gehen neue intermolekulare Wechselwirkungen eirheivgleichzeitig ein Teil der nativen Konformation

beibehalten wird.

All diese Modelle gehen davon aus, dass das Pretinder Fibrillenbildung in einer
zumindest partiell ungefalteten Struktur vorlieDies befiirwortet die Hypothese, dass alle
Proteine die generische Mdoglichkeit haben, Fibmillu bilden, wenn sie z.B. durch eine
Veranderung im Umgebungsmilieu ihre native funktienKonformation verliere® Die

Hypothese stlitzt sich auf die Beobachtung, dasstsavatirliche Proteinsequenzen als auch
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artifizielle Sequenzen amyloidogene Fibrillen algdm, welche in ihrer Struktur nicht
unterscheidbar sind. Es liegt daher nahe, dassSthaktur in amyloidogenen Fibrillen
hauptsachlich durch die Triebkraft von Wasserstattkenbindungen des Proteinriickgrats
und nicht durch die Wechselwirkungen einzelner Ass#ureseitenketten gesteuert wird.
Dennoch scheinen aber einige SchlisselsequenzerArdigoidbildung zu unterstitzen,
indem sich die Seitenketten zwischen z\Bedtaltblattern komplementar wie in einer Art
Reisverschluss steric zippe) ineinander fiigeH°Y Der sequenzabhingige Interaktions-
gewinn dieser hydrophoben Wechselwirkungen liefeimen zusatzlichen Beitrag zur
Stabilisierung deCrossg-Struktur. Die Schllisselsequenzabschnitte lassénnsit Hilfe von
Mutationen in der Peptidsequenz ermitteln, da dasden Kanten wesentlich besser toleriert

werden als an den Flachen der sich assoziierepwfattblatter?% 20!

Die meisten Untersuchungen zeigen, dass die BildongFibrillen nach dem Lésen eines
amyloidogenen Proteins erst mit Zeitverzogerundritiusiehe Abbildung 30 B> Daraus
lasst sich schlie3en, dass sich erst eine Art Paigationskeim bilden muss, der dann im
folgenden Wachstumsprozess der Fibrille wie eine Fltungstemplat fur die Assoziation
weiterer Molekule wirkt. Die zeitliche Verzogerukgnn tbersprungen werden, indem man
die Proteinldsung mit fertig ausgebildeten Aggregaties gleichen oder eines sequenz-
ahnlichen Proteins animpft®’

Eine Erklarung wieso Demenz erst im hohen Altetrdatyfmag daher sein, dass hier die
Wahrscheinlichkeit fur Milieuschwankungen im KorpegroRer ist. Hierdurch kdnnen
Proteine ihre funktionelle Konformation verlierenduin die toxische amyloidogene Form
ruckfalten. Sind erst einmal die ersten Proteirtdgiefaltet wirken diese als Keim fur den
Agregationsprozess und die hieraus folgende Dermsemzitet sehr schnell fdff”!

7.3 Modellpeptide zur Untersuchung der Amyloid-Aggregaton

Die Untersuchung der molekularen Mechanismen deylgiatbildung gestaltet sich oft als
komplex. Zum einen sind natirliche amyloidogene tétne synthetisch meist schwer
zuganglich, werden aber fur die Studien in reined wnaggregierter Form bendétigt.
AulRerdem erlaubt erst die synthetische EinfuhrusrgMarkern die Anwendung eines breiten
biophysikalischen Methodenspektrums. Zudem kdnrnierBeitrage einzelner Aminosauren

erst durch die Einfuhrung gezielter Substitutionéhlanin- oder Prolin-Scan) oder
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Modifizierungen identifiziert werden. Um diese Kolayitat zu umgehen, bedient man sich
oft nur eines Fragments des relevanten ProteinsE@tschlisselung der Grundprinzipien der
Amyloidbildung hat sich aber vor allem die Verwendwereinfachter Peptid-Modellsysteme
bewahrt. Diese sind leicht zugéanglich und vor alldein genug, um eine detaillierte Analyse

des Aggregations-Prozesses zu ermogli¢tién.

Modellsysteme, welche den Prozess der Umfaltung remih der Amyloidbildung
simulieren, missen eine so genannte strukturellaifau besitzen. Das Peptid muss daher
intrinsisch sowohl die Merkmale z.B. derhelikalen Ausgangskonformation als auch der
B-Faltblattstruktur besitzen. Eine Destabilisieruhgy Ausgangskonformation allein genigt
meist nicht, sondern es mussen zusatzlich gezimindsauren mit der Neigung zf+Falt-
blattbildung eingefiihrt werdéff”?** Dabei hat sich gezeigt, dags/erzweigte hydrophobe
Aminosauren eine der Hauptantriebskrafte fur aieufi Konversion sind. Es ist aber zu
bertcksichtigen, dass eine ungiinstige Paarung y@i#ophoben Seitenketten ifitFaltblatt
den Prozess der Selbstassoziation deutlich vedamgs kanf?*? Viele Modellsysteme
bendtigen auRerdem zusatzliche externe Stimuli Wigze?®” 22 oder pH-Wert

Anderunger?®® 2*3lum den Umfaltungsprozess in Gang zu setzen.

7.3.1Dasa-helikale coiled coil als Amyloid-Modellsystem

a. b.

Abbildung 32: (a) Helical-Wheel-Darstellung des Amyloid-ModellpeptidW18.(b) TEM-Bild von 100 uM
VW18 in Tris/HCI-Puffer (20 mM, pH 7,4, 0,025% NaMach zweiwochiger Inkubatidii?!
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Coiled coilPeptide eignen sich aufgrund ihres amphiphilenr&itars hervorragend als
Modellsystem fiir die Amyloid-Aggregation. In derb&itsgruppe von Fr. Prof. Koksch sind
mehrere Peptidsequenzen entworfen worden, die imaAdigkeit von der Zeit, der
Peptidkonzentratiof®® dem pH-Wert?® der Metallionenkonzentrati&n® oder der
Anwesenheit von Nanopartikéll! oder kiinstlichen Membran@h! Amyloide bilden. Ein
Vorteil dieser Peptide ist, dass sie in einem (dyesbaren Zeitraum von wenigen Stunden
bis zwei Wochen von der |6slicherrhelikalencoiled coitKonformation in eine unlgsliche
amyloidogene Konformation umfalten. Des Weiteremdssie mit einer durchschnittlichen
Lange von 26 Aminosauren synthetisch relativ eimfagttels der Festphasenpeptidsynthese
zuganglich. Die Festphasenpeptidsynthese hat aeifdedén Vorteil, dass nicht nur Marker
eingefuhrt werden kénnen sondern auch Aminosduséituionen und Seitenketten- oder

Ruckgratmodifikationen relativ einfach durchgefilearden konnen.

Die in dieser Arbeit untersuchten Amyloid-bildendeaptide besitzen zusatzlich zu den
hydrophoben Leucinresten in den Positiomennd d der hydrophoben Wechselwirkungs-
doméne drei hydrophobe Valinreste in den solvateiePositionerb, ¢ und f. Allein diese
drei zusatzlichen hydrophoben Aminoséuren genigenzeitabhangig eine Umfaltung der
coiled coiltStruktur in die B-faltblattreiche amyloidogene Struktur zu induzrerdieses
coiled coitbasierte Peptid eignet sich daher als Modell, um Amyloidentstehung zu
untersuchen. Abbildung 32 zeigt exemplarisch letical-WheelParstellung des Amyloid-
bildenden Peptids VW18 und dessen amyloidogeneg&blangen nach einer Inkubation von

zwei Wochen bei pH 7,4.

7.3.2Amyloid-basierte Biomaterialien

Amyloid-basierte Modell-Peptide sind nicht nur emitzliches Instrument um den
Mechanismus der Amyloidbildung zu erforschen unden&herapiestrategien zu erarbeiten,
sondern sie geraten in jungster Zeit auch verstémktden Fokus der Biomaterial-
wissenschaften und der Nanotechnolddfe. Hier macht man sich die kontrollierte
Polymerisierung durch biologisch relevante Stimule pH-Wert!?*” lonenstarké*® und
Temperatuf*® zu Nutze. Die Peptide zeigen vielversprechenderEichaften z.B. als Matrix
fur den Transport von therapeutischen Wirkstoffeleroals dreidimensionales kinstliches
Knorpelgeweb&?” Sie kénnen aber auch indirekt als Templat, z.B. Konstruktion von

metallischen Nanodrahten, genutzt weréh.

56



CHEM. EUR. J.201Q 16, 7881-7888

8 DIE BEDEUTUNG VON O-GLYKOSYLIERUNGEN IN DERAMYLOID -
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Original veroffentlicht:
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Chem. Eur. J201Q 16, 7881-7888.
"How post-translational modifications influence doig formation: A systematic study of

phosphorylation and glycosylation in model peptides
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Die hier abgedruckte Veroffentlichung wurde mit @emigung des Verlages reproduziert
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Erklarung:

Eigenleistungen an diesen Verdéffentlichungen sikidnzeption der Versuche, Peptid-
design, Synthese und Charakterisierung des Glyktsyhosaure-Bausteins, Peptidsynthese,
Glykopeptidsynthese, ESI-MS, CD-spektroskopischaetsnchungen des Peptids und der
Glykopeptide, ThT-Experimente des Peptids und dgkdpeptide, Berechnung der Molekul-
volumina, Manuskriptverfassung (gleichberechtigtBrstautorenschaft mit Malgorzata

Broncel).

Folgende Kooperationen sind an den Veroffentlicemdeteiligt: Malgorzata Broncel
(Institut fur Chemie und Biochemie, Freie UniveisitBerlin) hat die Synthese, CD-
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fuhrt. Sara C. Wagner (Institut fur Chemie und Biemie, Freie Universitat Berlin) hat die

TEM-Bilder aufgenommen und ausgewertet.
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ZUSAMMENFASSUNG DER VEROFFENTLICHUNG :

,Der Einfluss von posttranslationalen Modifikationen auf die Bildung von Amyloiden:
Eine systematische Studie der Phosphorylierung undGlykosylierung an Modell-

peptiden”

Die posttranslational®-Glykosylierung und Phosphorylierung sind omniprdseProtein-
modifikationen, welche an denselben Aminoséuresiegtiten (Ser / Thr) stattfinden. Es gibt
Anhaltspunkte, dass bei Amyloid-assoziierten Kragitdn wie z.B. der Alzheimer-Krankheit

eine reziproke Beziehung zwischen diesen beidenifiationen besteht.

A
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Abbildung 33: Graphische Ubersicht {iber die Studie.

In der vorliegenden Studie wurde der Einfluss derGlykosylierung und der
Phosphorylierung auf die Amyloidbildung anhand sioeiled coitbasierten Modellpeptids
untersucht. Hierfir wurden mit Hilfe der Festphgmptidsynthese und déwuilding-block
Strategie Uber die Serinreste ein bis @r@-Galactosereste bzw. Phosphatreste in die dem
Losungsmittel exponierte Positigrdescoiled coitMotivs eingefuhrt. Die Konformation der
Peptide wurde zeitabhangig mit Hilfe der CD-Spe#tapie untersucht und die Kinetik der
Amyloidbildung wurde mit einem ThT-Fluoreszenz-Agseerfolgt. Nach zweiwdchiger
Inkubation wurde die Morphologie der Aggregate atsit Transmissionselektronenmikro-

skopie untersucht.

Die Studie zeigte, dass schon eine einzelne Phodmrang eines 26 Aminosauren
langen Peptids die Faltung in eiweiled coilStruktur verhindert. Alle phosphorylierten
Peptide lagen zeitunabhangig ungefaltet vor undvasen keinerlei Anzeichen fur eine
Amyloidbildung zu detektieren. Im Gegensatz hiereigten die verschieden Glykopeptide

deutliche Unterschiede in ihrem Faltungsverhaltere Einflhrung eines einzelnefp-
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Galactoserests hatte einen geringen Einfluss aufadfanglichecoiled-coitKonformation.

Allerdings wurde die Fibrillenbildung bei Peptid @ldeutlich verlangsamt, wobei die
Morphologie der gebildeten Fibrillen der des unnfiadirten Basis-Peptids dhnelte. Peptid
gl7, welches sich von g10 allein in der Position @&slykosylierung unterscheidet, zeigte
hingegen keine zeitliche Verzégerung bei der Andidddung. Die Einfihrung von weiteren
B-D-Galactoseresten (Peptid g10/17 und g10/17/24)trexde allerdings auch hier in einer
ungeordneten Peptidkonformation. Diese mehrfackagiylierten Peptide bildeten wie die
phosphorylierten  Peptide keine Amyloide und bliebeaber den gesamten

Beobachtungszeitraum ungefaltet.
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Abbildung 34: CD-Spektren von 100 pM Peptidldsungen des BasieepP und der phosphorylierten (p10,
pl10/17) und glykosylierten (910, g10/17) Peptideniftelbar nach dem Ldsen der Pepti@@ und nach zwei
Wochen Inkubatiofb) in Tris/HCI-Puffer (20 mM, pH 7,4, 0,025% NgN

Die Ergebnisse zeigen, dass die Amyloidbildung kdugte einzelne Phosphorylierung
bzw. multiple O-Glykosylierung von Serinresten inhibiert werdennka Zudem ist der
Einfluss derO-Glykosylierung von der Position im Peptidrickgedthangig. Interessanter-
weise werden nur Amyloide gebildet, wenn das Peqiicbr in dercoiled coitKonformation
vorliegt. Dies lasst vermuten, dass es bedingthddie Oligomerisierung der Helices zu einer
erleichterten Amyloidkeimbildung komrff® 2 Denn durch die Oligomerisierung der
Helices wird die lokale Peptidkonzentration erhohtl gleichzeitig werden die Peptidstrange
vororientiert, sodass die Energiebarriere fir daitialen Schritt der Amyloidbildung
minimiert ist. Zudem ist die Bildung von Amyloidetus einer anfanglich rigiden gefalteten

Struktur mit einem geringeren Verlust der Konforimasentropie verbunden.
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9 ZUSAMMENFASSUNG UNDAUSBLICK

Im Rahmen dieser Arbeit wurden drei verschiedersgéstellungen bearbeitet, die sich
mit der Faltung vona-helikalen coiled coitPeptiden beschéftigen, beziehungsweise das

coiled coitMotiv als Modellsystem fir die Proteinfaltung nemtz

In Teil 1 dieser Arbeit wurde die Bedeutung der Wassergiiatkenbindungen im Peptid-
rickgrat auf die Strukturbildung und Stabilitat V@roteinen systematisch untersucht. Hierbei
diente dasi-helikale coiled coitMotiv als Modellsystem, da es sowohl eine hydrdghals
auch eine hydrophile Erkennungsdomanen besitzt. dAmiEster-Substitutionen ermdg-
lichten es, gezielt einzelne Wasserstoffbriickenimigegn des Peptidrickgrats zu eliminieren.
Mit Hilfe der CD-Spektroskopie wurden die Faltunghdu die Stabilitat von sechs
Depsipeptidvarianten bestimmt und mit der des pati?eptids verglichen. Parallel hierzu
wurden Molekuldynamik-Simulationen durchgefuhrt. eDiAmid-zu-Ester-Substitutionen
wurden sowohl terminal als auch mittig der Peptigemz in den hydrophoben und
hydrophilen Positionen descoiled coitMotivs eingefiihrt. Die thermodynamische
Auswertung zeige, dass der Einfluss der Wassebstmfken auf die Proteinfaltung in grof3em
Mafl3e von der jeweiligen Umgebung abhangt. Sindatieder Wasserstoffbriickenbindung
beteiligten Funktionen bzw. deren Bindungspartrean d.osungsmittel exponiert, besteht wie
im ungefalteten Protein die Mdglichkeit zu Wass#fbtiickenbindungen mit den Losungs-
mittelmolekilen. Aufgrund dieser Konkurrenzsituatisind die solvatisierten Wasserstoff-
briicken des Peptidrickgrats fir die Strukturstsibilung nicht so essentiell wie die Wasser-
stoffbriickenbindungen in der hydrophoben Kernstryktienn der energetische Beitrag der
Wasserstoffbricken an der Proteinfaltung wird nidatch die Anzahl der Wasserstoff-
briicken bestimmt. Schlief3lich sind alle Wasserbtéttkendonatoren und -akzeptoren des
Proteinriickgrats vor der Faltung schon in Wass#stacken mit den Wassermolktlen
involviert. Daher ist allein die Differenz der Stérzwischen Protein-Wasser- bzw. Protein-
Protein-Wasserstoffbricken fur die Proteinfaltungschlaggebend. Die Experimente zeigen,
dass die Eliminierung einer einzelnen Wasserstidpélke in hydrophober Umgebung zu einer
gravierenden Destabilisierung dewiled coilStruktur fuhrt. Demzufolge lasst sich schluss-
folgern, dass Wasserstoffbriicken in einem hydrophdWilieu wesentlich starker sind und
damit von gro3erer Bedeutung sind. Alle experiméartieErgebnisse stehen in sehr guter
Ubereinstimmung mit deim silico durchgefuihrten Molekildynamik-Simulationen.
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Karzlich wurde von Gacet al. eine Studie vorgestellt, die zu dem gleichen Sshlu
kommt™” Sie filhrten thermodynamische Analysen mit eineth®eon Doppelmutanten
durch, bei denen Sie zum einen ebenfalls Amid-ze+ESubstitutionen zur Eliminierung von
Wasserstoffbriicken nutzten. Zum anderen flhrten isieNachbarposition zu diesen
Substitutionen jeweils eine hydrophobe Aminosauie, eum eine weniger polare
Mikroumgebung zu schaffen. Als Testsystem nutziensewohl die helixreiche B-Doméane
des Proteins A vorStaphylococcus aureuss auch digg-faltblattreiche WW-Domane des
menschlichen PIN1 Proteins. Sie zeigten, dass gimeahme der Polaritat der Mikro-
umgebung sowohl im helix- als au@hfaltblattreichen Testsystem die Starke der Wasser-
stoffbriickenbindung um bis zu 1,2 kcal Methdhen kann.

Das Verstandnis dieser kontextabhangigen StarkeWdasserstoffbricken ist flr eine
Reihe von Problemen wie der Vorhersage der Prdtakisr sowie dem ProteiBngineering

und dem Protein Design von grol3er Bedeutung.

Teil 2 dieser Arbeit adressierte den Einfluss von mudhgD-Glykosylierungen auf die
Konformation und Stabilitat dex-helikalencoiled coitStruktur. Hierfir wurden in eine 26
Aminosauren lange Peptidsequenz systematisch sirsdihs-D-Galactosereste tber die
Serinseitenketten in den Positionenc und f eingefuhrt. Die Konformation aller Glyko-
peptide wurde mittels CD-Spektroskopie untersucid deren StabilitAiten wurden Uber die
temperaturinduzierte Denaturierung bestimmt. Eqk@gezeigt werden, dass in d#novo
entwickeltencoiled coilPeptiden selbst die multiple Glykosylierung delvensexponierten
Doméne keinen Einfluss auf die Faltung hat. Die ddenerungsexperimente offenbarten
lediglich eine geringe sukzessive Destabilisierungg zunehmender Glykosylierung der

coiled coilStruktur.

Die Studie zeigte, dass di®-Glykosylierung mit B-D-Galactose ohne gravierende
Stabilitatsverluste toleriert wird und desiled coilFaltungsmotiv daher grof3es Potential als
multivalente Geriststruktur hat. Aufgrund der getsisehen Vorgabe deleptadWieder-
holungsmusters kdnnen die Liganden in einem defeneAbstand zueinander prasentiert
werden. Um weite Rezeptorabstande zu UberbrickerdignValenz desoiled coitbasierten
Gerustes zu erhéhen, wurde ein fasernbildend#ed coilSystem entwickelt. Dieses besitzt
eine einheitliche, aus Lysinresten bestehende rekhtische Wechselwirkungsdoméne

(Positionene und g), die ein Uberlappen der Helices ermdglicht. Zuvarrde in einer
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systematischen Untersuchung der Seitenkettenldagjedner Aminoséuren in den Positionen
e und g gezeigt, dassoiled coilPeptide trotz dieser einheitlich geladenen Domémeh
lange aliphatische Seitenkettenanteile, wie z.B. (@iH)4,-Einheit beim Lysin, eine stabile

Struktur ausbilden kénnen.

Die hier vorgestellten Ergebnisse beschreiben yieematische Entwicklung einer multi-
valentencoiled coitbasierten Geruststruktur. In weiterfiuhrenden Expenten muss jetzt
unter anderem die Proteasestabilitat dieser Getiigtevor allem die Bindung an natirliche
Glykorezeptoren getestet werden. Hierflr bieterh sior allem Rezeptoren an, welche
spezifisch an terminalg-Galactosereste binden. So kdnnten InteraktiongrLektinen (wie
z.B. dem Peanut Agglutinin oder dem Erythrina @gsili Lektin) mit Hilfe von SPR-
Experimenten untersucht werden. Ein anderer irdardsr Rezeptor ist der
Asialoglykoprotein-Rezeptor. Dieser wird von Hep@&&ien, einer hepatozellularen Krebs-
zelllinie, hoch exprimiert. Mit der Hilfe der Durfthisszytometrie kann die Aufnahme in die
HepG2-Zellen analysiert werden. Nach den primareologischen Tests sollte eine
anwendungsspezifische Optimierung der multivaler@@niststruktur erfolgen. Diese kann
aus einer Variation der Ligandenabstande oder dafulitung von flexiblen Linkern
bestehen. Die Variation in den Ligandenabstdndenn kaum einen Uber die direkte
synthetische Einfihrung der Liganden in untersdiuben Positionen desoiled coitMotivs
erfolgen. Eine andere Mdoglichkeit ertffnet das iesdr Arbeit vorgestellte heteromere
System, welches aus einem glykosylierten und eineghykosylierten fasernbildendeoiled
coil-Peptid besteht. Durch das Mischen dieser beid@tideeerhalt man je nach gewéhltem
Mischungsverhéltnis eine unterschiedliche statbBsVerteilung der Liganden entlang der
coiled coitNanofaser. Des Weiteren wére es interessant,igiraiig dercoiled coitbasierten

Geruststruktur fur den Einsatz anderer Ligandetegten.

In Teil 3 dieser Arbeit wurde der Einfluss derGlykosylierung und der Phosphorylierung
auf die Amyloidaggregation systematisch anhandsetoded coitbasierten Modellsystems
untersucht. Dieses Thema ist von grol3em Interedsegdas vermehrte Auftreten neuro-
degenerativer Krankheiten, wie z.B. der Alzheimeakheit, mit der erhdhten Lebens-
erwartung der Bevolkerung in den Industrielandemzeinehmendes Problem darstellt. Die
posttranslationaleO-Glykosylierung und Phosphorylierung sind omnipréee Protein-

modifikationen, welche an denselben Aminosauresiegtiten (Ser / Thr) stattfinden. Es gibt

62



ZUSAMMENFASSUNG UNDAUSBLICK

vermehrte Anhaltspunkte, dass bei Amyloid-assdeirer Krankheiten eine reziproke
Beziehung zwischen diesen beiden Modifikationertdi#s In der hier vorgestellten Studie
wurden mit Hilfe der Festphasenpeptidsynthese werduilding-blockStrategie ein bis drei
B-D-Galactosereste bzw. Phosphatreste Uber die SetenrePositiorf descoiled coilMotivs
eingefuhrt. Die Konformation der Peptide wurde aeltingig mit Hilfe der CD-Spektro-
skopie untersucht und die Kinetik der Amyloidbildumit einem ThT-Fluoreszenz-Assay
verfolgt. Die Untersuchung der Morphologie der Aggate erfolgte mittels TEM.

Die Ergebnisse zeigen Ubereinstimmend, dass altspbtorylierten Peptide zeitunab-
hangig ungefaltet vorlagen und keinerlei Anzeichianeine Amyloidbildung zu detektieren
waren. Im Gegensatz hierzu zeigten die verschied@igkopeptide deutliche Unterschiede
in ihrem Faltungsverhalten. Die Einfuhrung eineszeinenp-p-Galactoserests hatte keinen
Einfluss auf die anfanglicheoiled-coitKonformation. Allerdings wurde die Fibrillenbildgn
bei Peptid g10 deutlich verlangsamt, wobei die Mofpgie der gebildeten Fibrillen der des
unmodifizierten Basis-Peptids ahnelte. Peptid gidaiches sich von g10 allein in der Position
der O-Glykosylierung unterscheidet, zeigte hingegen &ereitliche Verzégerung bei der
Amyloidbildung. Der Einfluss der Glykosylierung adfe Amyloidbildung ist demzufolge
positionsabhangig. Die Einfihrung von weitergin-Galactoseresten (Peptid g10/17 und
g10/17/24) resultierte allerdings auch hier in einegeordneten Peptidkonformation. Diese
mehrfach glykosylierten Peptide bildeten wie diegthorylierten Peptide keine Amyloide
und blieben 0Uber den gesamten Beobachtungszeitrangefaltet. Die gewonnenen
Ergebnisse zeigen, dass die Amyloidbildung durate e2inzelne Phosphorylierung bzw.
multiple O-Glykosylierung der Serinreste inhibiert werden fkamteressanterweise wurden
nur Amyloide detektiert, wenn das Peptid zuvor @r defaltetercoiled coitKonformation
vorlag. Dies lasst vermuten, dass es, bedingt ddieelligomerisierung der Helices, zu einer
lokalen Konzentrationserhohung kommt, welche dieylidaggregation auslést. Zudem ist
die Bildung von Amyloiden aus einer anfanglich dgn gefalteten Struktur mit einem

geringeren Verlust der Konformationsentropie vedam

In weiterfUhrenden Experimenten ware es intersgantuntersuchen, ob die Natur des
Zuckers einen Einfluss auf die Amyloidbildung Hatder hier prasentierten Studie diente das
Monosacchari@-D-Gal, welches als terminaler Zuckerrest in Glykaneit verbreitet ist, als

einfaches Modell fiO-glykosidisch gebundene Zucker. Es liegt daher nahaloge Studien
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mit z.B. GIcNAc oder komplexeren Glykanen zu ungdrmen. Des Weiteren bietet es sich
an, Fragmente biologisch relevanter Amyloid-bildeméroteine, wie z.B. daspAPeptid,

gezielt zu glykosylieren und die Auswirkungen aigf Aggregation und Toxizitét zu testen.
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10 METHODEN ZURSTRUKTURBESTIMMUNG VON PROTEINEN

Die Entschlisselung der Priméarstruktur eines Pmststellt mit den heute zur Verfiigung
stehenden Sequenzierungstechniken keine grol3e s$fi@mderung mehr dar. Im Gegensatz
hierzu gestaltet sich die Ermittlung der genauegidimensionalen Struktur von Proteinen
oftmals als sehr komplex. Die Methode der Wahldist Proteinkristallographie, welche die
atomare Struktur liefert. Allerdings ist die Kritsation meist mit einem sehr hohen Zeit-
und Materialaufwand verbunden und oftmals gelingg dristallisation der Proteine
Uberhaupt nicht. Es gibt aber eine Vielzahl vontaren etablierten Methoden, alle mit ihren
Vor- und Nachteilen, die in Kombination ein sehtahiches Hilfsmittel zur Aufklarung von
Proteinstrukturen sein kdnnen. Die verschiedenethddien beleuchten diverse Aspekte der
Gesamtstruktur der Proteine, wie z.B. die GroRee @ekundarstruktur und die
Oligomerisierung. Tabelle 3 gibt einen Uberblicketilwie gebrauchlichsten Methoden zur
Proteinstrukturcharakterisierung. Die Methoden,ididieser Arbeit zur Anwendung kamen,

werden im Anschlul? ausfihrlich besprochen.

Tabelle 3: Methoden zur Proteinstrukturcharakterisierung.

Methode Beschreibung und Anwendung

AFM Rasterkraftmikroskopie (Atomic Force Microscppy AFM liefert,
abhangig von der Funktionalisierung der Nadel, imi@tionen Uber die
Oberflachenbeschaffenheit aber auch Uber elektreste und
hydrophobe Wechselwirkungen sowie Bindungskrafte isauen
Molekdlen.

CD Circulardichroismus-Spektroskopie Diese spektroskopische Methode
liefert charakteristische Signale fur Sekundardtmetemente wie z.B.
o-Helices oderB-Faltblatter, da links bzw. rechts zirkular polaites
Licht von chiralen Molekilen und Strukturen untésisdlich stark
absorbiert wird. Siehe Abschnitt 10.1.

DLS Dynamische Lichtstreuung (Dynamic Light Scattgr — Ein
monochromatischer Laserstrahl wird durch eine Lgsgeschickt. Die
Brown’sche Bewegung der darin gelosten Partikelianetrt aufgrund des
Dopplereffekts eine Anderung in der Wellenlange. sAuwlieser
Verschiebung lasst sich der Diffusionskoeffizienhdu der damit
verbundene hydrodynamische Radius der Molekulerbestn.
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Methode

Beschreibung und Anwendung

EPR

Fluoreszenz-
Spektroskopie

Massen
Spektrometrie

NMR

SEC

TEM

AUZ

Elektronenspinresonanz (Electron ParamagnetesoRance)— Die
Anwendung der EPR-Spektroskopie ist auf paramaggiedi Proben
limitiert. Sie wird daher in biologisch relevantéviolekiilen haupt-
sachlich zur Bestimmung der Koordinationssphéare Wetallionen
herangezogen.

Die Fluoreszenzspektroskopie ist eine sehr sendiletihode, die selbst
Anderungen der lokalen Umgebung des Fluorophoristresgt. Durch
die Inkorporation von geeigneten Fluoreszenzmakarrdie Protein-
sequenz lassen sich u.a. Informationen Uber diedimmg oder Struktur
von Proteinen sowie deren Interaktion gewinnen.

Infrarot-Spektroskopie- Hier werden Anderungen in der Schwingungs-
frequenz genutzt, um Informationen Uber die Sektstdiktur zu
erhalten.

Die sanften lonisierungsmethoden MALDI und ESI éoken die prazise
Massenbestimmung von Makromolekilen, ohne dass edies
fragmentieren. Hiermit lassen sich selbst nicht dtent gebundene
Komplexe identifizieren.

Kernspinresonanzspektroskopie  (Nuclear = MagnetiResonance
Spectroscopy) Neben der Rontgenkristallographie ist die Keimsp
resonanzspektroskopie die einzige Methode, um &iretk auf atomarer
Ebene aufzuklaren. Darlber hinaus erlaubt sie, distne Prozesse wie
die Proteinfaltung oder Reaktionskinetiken zu vigea.

GroRRenausschlusschromatographie (Size ExclUSihwomatography)-
Hier werden die Moleklle mittels eines pordsen Mgais anhand ihrer
Masse und Form getrennt. Siehe Abschnitt 10.3.

Die Transmissionselektronenmikroskogse ein bildgebendes Verfahren,
bei dem in Analogie zur Lichtmikroskopie die Welhatur der
Elektronen genutzt wird. Es sind Vergro3erungerseen 100-fach und
800 000-fach einstellbar. Siehe 10.5.

Analytische Ultrazentrifugation- Hier wird die Sedimentation von
Makromolekilen in einem Zentrifugalfeld beobachteieraus lassen
sich Informationen Uber die Molekularmasse diesetelile, aber auch
die Selbst- oder Heteroassoziation oder Gleichdesierteilungen
ermitteln. Siehe Abschnitt 10.4.

66



METHODEN ZURSTRUKTURBESTIMMUNG VON PROTEINEN

Methode Beschreibung und Anwendung

XAS Rontgenabsorptionsspektroskod¢Ray Absorption Spectroscopy)
Bei der Absorption von Rontgenstrahlung werden ttelen aus den
inneren Orbitalen (1s, 2s, 2p) angeregt. Die Feikiir kann
Informationen Uber die Umgebung von biologisch vatéen Schwer-
atomen in Proteinen liefern.

Rontgenstruktur- Die Rontgenstrukturanalyse ist die Methode der Wahi die atomare
analyse Struktur von Proteinen aufzuklaren. Im Kristall evidie Rontgen-
strahlung an den Elektronen der Atome gebeugt undarad des
Beugungsmusters kann die dreidimensionale Striddtechnet werden.

10.1 Circulardichroismus-Spektroskopie

Ein Molekul, das nicht mit seinem Spiegelbild zuckeng gebracht werden kann, ist
chiral (griechcheir ,Hand"). Solche Molekile sind optisch aktiv, da die Polarisationseben
von linear polarisiertem Licht drehen. Bei den naaikolekularen Proteinen wird die optische
Aktivitat aber nicht maf3geblich durch die Chirdlider einzelnen Aminosauren, sondern
durch deren Sekundarstruktur bestimmt. Denn auchuktsrelemente wie z.B. die
rechtsgangigen-Helix sind chiral. Diese Tatsache kann man siclh Bestimmung der

Sekundarstuktur von Peptiden und Proteinen zunmatzehen.

10.1.1Physikalischer Hintergrund

In der Circulardichroismus-Spektroskopie (CD) widie Differenz der Absorbtions-
koeffizienten fur links und rechts zirkular polagides Licht § bzw. eg) gemessen. Die
Differenz kommt dadurch zustande, dass in opti&tiven Substanzen die Lichtgeschwindig-
keit fur links und rechts zirkular polarisierte &ttung unterschiedlich grof3 ist. Daher haben
optisch aktive Substanzen verschiedene Brechungsmilir die unterschiedlich polarisierten
Lichtwellen. Dieser Effekt wird als optische Rotetsdispersion bezeichnet. Mit der
Differenz der beiden Brechungsindizes geht eindei@hz der Absorptionsintensitateén

undA, far rechts bzw. links zirkular polarisiertes Ligihher. Nach dem Lambert-Beer'schen

Gesetz folgt:
DM=A -A, =g -, =Aclec G-3
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Aus historischen Grinden wird aber anstelle derofftisonsdifferenz auch heute noch die
Elliptizitat 8 in degreeangegeben. Die optisch aktive Probe wandelt néndas rechts und
links zirkular polarisierte Licht durch die untensedliche Amplitudenabnahme der beiden
Lichtwellen in elliptisch polarisiertes Licht unf.ist hierbei der Winkel zwischen der Haupt-

und Nebenachsen der Ellipse.

Abbildung 35: a) Die unterschiedlich starke Absorption von links umathts zirkular polarisiertem Licht
resultiert aus der Addition der beiden elektrisctaidvektore in elliptisch polarisiertem LicH) Definition der
Elliptizitat durch den Winkef und der optischen Aktivitat durch den Winkel

6(deg)= |n10msoaﬁﬁ - 30080A G4
7T

Die molare Elliptizitat | mit der Einheit10® deg cm dmol® residué' beriicksichtigt die
molare Konzentration der Probeift mol I'), die Schichtdicke der Kivetté i cm) und die
Anzahl der Aminosaureresta)( Diese Normierung ermdglicht einen einfachen Mo

verschiedener Spektren.

[9] = L G-5
1000(Ce [ [h

Der Unterschied in den Absorptionskoeffizienten dei CD-Spektroskopie ist sehr klein. Er

liegt oft bei weniger als einem tausendstel desoffiitonskoeffizienten. Daher gestaltet sich
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die Messtechnik fur die CD-Spektroskopie etwas anfwger: Durch einen Monochromator
wird Licht einer Wellenlangé. erzeugt und anschlielRend linear polarisiert. Urdem
Einfluss eines hochfrequenten elektrischen Weablsiel§ erzeugt ein Modulator eine links-
und eine rechtszirkular polarisierte Lichtwelle.nEsynchron dazu geschalteter Detektor
registriert alternativ die Absorptionsintensitat&n oder Az. Daraus kann die Elliptizita#

berechnet und bei Variation der Wellenlange ein §igktrum aufgenommen werden (siehe
Abbildung 36).

— a-Helix

B-Falttblatt
604 —— ungeordnete Struktur
404

Differenz in der
Absorption

[©]/10° deg cm’ dmol” res”

Licht Quelle

<
L
=
L
L
L
L

- CD-Spektrum
a

optisch aktive
Probe

Abbildung 36: Schematischer Aufbau eines CD Experiments.

10.1.2Proteinstrukturanalyse

Die Untersuchungen von Proteinstrukturen mit hofibaenden Methoden wie der
Rontgenstrukturanalyse oder NMR-Spektroskopie smd einem hohen préaparativen
Aufwand verbunden. Die Ro&ntgenstrukturanalyse seliet Kristallisierbarkeit der zu
untersuchenden Proteine voraus, was sich oft &lwiedg und zeitaufwandig herausstellt.
Fur die NMR-Spektroskopie werden meist sehr holob@&rkonzentrationen bendtigt. Dies ist
ein Problem, da die Verfugbarkeit sehr eingeschréstkund viele Proteine aul3erdem bei
hohen Konzentrationen zur Aggregation neigen. Zudé€mnen nur Proteine mit einem
Molekulargewicht von weniger als 50.000 Da untensugerden. Beide Methoden ermég-
lichen die Aufklarung der dreidimensionalen Strukiton Proteinen, wobei die NMR-
Spektroskopie zusatzliche Informationen zur DynamikBereich von Millisekunden liefern
kann. Die CD-Spektroskopie ist besonders fir dietetduchung von Konformations-

anderungen von Proteinen und Peptiden geeignetlieddlessungen sehr schnell durch-
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fuhrbar und die experimentellen Bedingungen wie Z&mtration oder Temperatur vergleichs-

weise wenig limitiert sind.

Meist wird der Spektralbereich von 160 bis 250 nmtetsucht. Hier liegen die + n*-
und die n — n*-Ubergange der Peptidbindung. Aufgrund der Chisalider Sekundar-
strukturen erhalt man charakteristische CD-Speldienn Abbildung 36 zu sehen sind. Eine
rechtshandige-Helix eines Peptids zeigt im CD-Spektrum ein ckeastisches Maximum
bei 190 nm % — n*-Ubergang) und zwei Minima bei 206 nm { n*-Ubergang) und
222 nm (n— n*-Ubergang). Das Verhaltnis der Elliptizitaten deiden Minima @,,,/0,.5)

liefert wichtige Informationen tber den Oligomeeisingsgrad des-Helices. Werte um 1,0
zeigen das Vorliegen voa-helikalen coiled coilDimer an, wohingegen Werte um 0,8 auf
isoliertea-Helices hindeuteK® 2> Wenn das zweite Minimum bei 222 nm absinkt, watiren
das bei 208 nm konstant bleibt, ist dies ein Hiswaif die Bildung voru-helikalencoiled
coil-Oligomeren?®” Eine p-Faltblattstruktur ist an einem Maximum bei 195 rfm-n*-
Ubergang) und einem Minimum bei 215 nm bis 220 mas*-Ubergang) zu erkennen.
Selbst eine ungeordnete Peptidstruktur hat ein aghenistisches Spektrum mit einem
Minimum bei 198 nm. Anhand der CD-Spektroskopie rigm allerdings nur gemittelte
Angaben zur Struktur getroffen und bestimmten Regmoim Protein keine strukturellen
Motive zugeordnet werden. Um die SekundarstrukinesPeptids zu analysieren, passt man
dem CD-Spektrum mathematisch eine Linearkombinatmm Beitrdgen des CD-Spektrums

einer reinena-Helix (H), eines reinerg-Faltblatts p) und einer reinen Knaulstruktur (R)
an[225]

l6]=f,6+f,0+f8 G-6

In der vorliegenden Arbeit wurde zur Berechnung loglikalen Strukturanteile der Peptide
eine vereinfachte N&herung nach Cletral. verwendet, welche das charakteristische CD-
Signal bei 222 nm nut#®® Diese beriicksichtigt die Abhéngigkeit des CD-Signen der

Lange der Helix wie folgt:

ox]= e ]a-] o

n
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wobei [Ax” der Referenzwert fir eine Helix unendlicher Lange,die Anzahl an
Aminosaureresten urkleine wellenlangenabhéngige Konstante ist. DurchElasetzen der
Konstanten fir 222 nm ergibt sich folgender AusHruder den molaren Elliptizitatwert fur

eine 100 %@-helikal gefaltete Struktur angibt.

CAE —395003@1—%} G-8

10.2ThT-Fluoreszenz

Die CD-Spektroskopie ist zwar eine gute Methode, Kiamformationsdnderungen von
ungeordneten oder-helikalen Strukturen hin z@-Faltblattstrukturen zu verfolgen, aber sie

liefert keine Informationen Uber den Grad der Aggiteon diesep-Faltblatter.

Es ist bekannt, dass einige ebene aromatische MeleWwie z.B. Kongorot und
Thioflavin T (ThT) spezifisch an amyloidogerfieFaltblattstrukturen binden. Die Féarbung
bzw. Fluoreszenz solcher Molekile kann zum einenldentifizierung der amyloidogenen
Aggregate, aber auch zu deren Quantifizierung génuterden. Die Farbstoffe und
Fluorophore werden zum Anfarben von histologiscRepben?2® 22”1 zumin vivo Amyloid-

Imaging!®®® und als Leitstrukturzur Entwicklung neuer Therajieugenutzf?*

N
S

Thioflavin T
.i NH, l l HoN .i
NaO;S SO3Na
Kongorot

Abbildung 37: Lewis-Strukturformeln von Thioflavin T und Kongorot

Das Fluorophor Thioflavin T kann dazu genutzt werdéie Amyloid-Aggregation zeit-
abhangig zu verfolgen. Das ungebundene ThT-Molké&tibei einer Wellenlange von 350 nm
sein Anregungsmaximum und bei 450 nm sein Emisgiagsnum. Bindet das Molekdl
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allerdings an amyloidogene Aggregate, verschiebdmAnregungsmaximum und Emissions-
maximum aufAex = 450 nm und\em, = 485 nm und die Fluoreszenzintensitat steigttihes
an. Durch Messung dieser Fluoreszenz ist es datgliah, innerhalb einer Versuchsreihe die
relative Menge an amyloidogenen Aggregaten anhamdirdensitat zu quantifizieren. Die
zeitabhangige Messung erlaubt zudem die VerfolglergAggregationskinetik in Losung.

I C
’ NS VR e
6.1:0.1 A y N ; S
CH3 CI 3-"". g
15.20.1 A R o e

Abbildung 38: a) Strukturformel und Abmessungen des Thioflavin Tekd.b) Modell der ThT-Bindung an
ein f-Faltblatt mit Rickgratatomen (N, C,Cund Seitenketten (R). Der Doppelpfeil deutet Risition des
Thioflavin T Molekils in den parallel zur Fibrillachse liegenden Hohlrdaumen dgg-altblattes an.c)
Schematische Darstellung eines Protofilaments nebugdenen ThT-Molekulen. Die dem Ldsungsmittel
zuganglichen Seitenketten sind als schwarze Kutgrigestellt. Die als Doppelpfeil dargestellten Thiblekile
liegen in den Kanalen dieser Protofilamente. Aushi¢ret al. (Copyright © Elsevieff”!

Der Mechanismus der ThT-Bindung und der Fluoreszenszhiebung ist noch nicht
vollkommen aufgeklart. Die Priméarstruktur der Pno¢e und Peptide ist nicht
ausschlaggebend, da die charakteristische Fluareskei unterschiedlichsten Sequenzen
autritt und zudem keine Fluoreszenzverschiebung dei Inkubation mit Monomeren
beobachtet wird. Gemeinsam st allen amyloidogenStrukturen allerdings die
charakteristischeCrossg-Struktur, bei der die-Faltblatter senkrecht zur Fibrillenachse
angeordnet sind. Einige Studien geben Hinweiseufladass sich die ThT-Moleklle in den
parallel zur Fibrillenachse befindlichen langlichdohlraumen der Fibrillen einlagern (siehe
Abbildung 38). Fur die charakteristische Fluoregzescheint hierbei nicht die

Proteinumgebung des Hohlraums, sondern dessen GCedfseheidend zu sein. Nach
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Groenninget al. miissen diese Hohlrdume einen Durchmesser von sterde8-9 A und eine
Lange von 15,2 A besitzen, damit darin mindestemsi ThT-Molekiile Platz findeK*Y! Sie
konnten zeigen, dasB-Faltblatt-arme Strukturen (wie z.By-Cyclodextin und Acetyl-
cholinesterase) Hohlraume ahnlicher Abmessung weae jin der Cross#-Struktur
besitzer?**? Sie sind ebenfalls in der Lage, die charaktedktis ThT-Fluoreszenz zu
induzieren. Im Gegensatz hierzu konnte bei dp+faltblattreichen Transthyretin kein
charakteristisches Fluoreszensignal beobachtetengmia der Durchmesser des Hohlraums
zu klein ist, um zwei ThT-Molekile aufzunehmen. $@ieBeobachtungen lassen schluss-
folgern, dass die Dimerisierung von ThT-MolekulenAroteinhohlrAumen geeigneter Grol3e
ausschlaggebend fur die charakteristische ThT-Ekrmanz ist. Diese Ergebnisse unterstitzen
die Hypothese der Excimer-Bildung von ThTyiCyclodextif®®*® und in der DNA?*¥ Die
Erweiterung des konjugierten Systems bei der ExeiBidung ist Ublicherweise mit einer
Rotverschiebung im Fluoreszenzsignal verbundenchweebuch bei der charakteristischen
ThT-Fluoreszenz beobachtet wird. Neueste Studierberha gezeigt, dass durch
Polyethylenglycol verbundene ThT-Dimere eine gegstee Affinitat gegenuber o
Fibrillen haber?® Dennoch ist der Mechanismus der Diffusion von Talekiilen in die

Hohlraume der Fibrille noch unklar.
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10.3GrofRenausschlusschromatographie

Das Prinzip der GréRenausschlusschromatographiahtbeauf der unterschiedlichen
Permeation der Molekile in ein poréses Tragernsdtenit definierter Porengrol3e. Kleine
Molekile bewegen sich weitgehend ungehindert zweisather Matrix der stationaren Phase
und dringen weit in die Porenkanale ein. Dadurdaheen sie eine starke Verzégerung bei
der Elution. Ab einer bestimmten Molekilgro3e kdmrdiese nicht mehr in die Poren
eindringen und eluieren zusammen mit der Losungsiingnt im AusschussvolumengVDie
kleinsten Molekile haben somit die langste Aufelttldauer auf der S&ule und werden
zuletzt eluiert (siehe Abbildung 39). Die GroRersmidusschromatographie wird fir
praparative Zwecke wie zum Aufreinigen von Proteined deren Entsaltzung genutzt. Sie
wird aber auch in der Analytik zur Bestimmung desl&kulargewichts und des Oligo-

merisierungsgrades oder fur Bindungsstudien genutzt

23,
[
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lcv N|
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Abbildung 39: Prinzip der GroRenausschlusschromatographie.

10.3.1Bestimmung von Molekulargewichten

Zur Bestimmung des Molekulargewichtes muss die ilBalionssaule zuvor mit
geeigneten Substanzen geeicht werden. Da die Tmgnrder Molekile nach dem
hydrodynamischen Volumen, erfolgt ist, es wichtdgss als Eichsubstanzen Molekile

ahnlicher Masse und Form gewahlt werden. AuRerdeissrdas Ausschlussvolumeg (das
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aulRere Losungsmittelvolumen) der Saule ermittelidere Hierfur wird UGblicherweise Blue

Dextran genommen, da dieses Polymer mit seinemRdtaegewicht von ~2000 kDa nicht in

die Poren der stationaren Phase diffundieren kdbas Stoffgemisch wird auf die

Gelfiltrationssaule aufgetragen und die Elutionswaha Ve (bzw. Retentionszeiten oder
Saulenvolumina cV) werden bei konstanter Flussode Eluenten mit einem geeigneten
Detektionsverfahren (Extinktion, Fluoreszenz, Breulsindex) aufgenommen (siehe
Abbildung 40a). Tragt man nun die Molare Masse d@dchsubstanzen gegen das
Elutionsvolumen bzw. die Retentionszeit auf, erkeman eine nicht lineare Abhangigkeit
(siehe Abbildung 40Db).

a) b)

16007 — w 1600

80,827

14001 Retention Time 1400 70000

Saule: Superdex 75 PC 3.2/30
12001 Flow: 0,025 ml/min
Puffer:  Phosphat 50 mM

NaCl 150 mM

pH7.4

1200 60000

50000

1000 1000

40000

800 800

mAU
mAU

= 30000 -
600 600
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400 400

6,467
50,093
68,000

o~
3 & 10000
200 e 200
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01 0 T T T T T T T T ]
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Minutes Retentiontime

Abbildung 40: a) Beispiel eines Elutionsprofils eines Stoffgemische&raphische Darstellung der Ergebnisse

aus dem in (a) gezeigten Elutionsprofilolekulare Masse aufgetragen gegen die Retentignsze

Meist wird anstelle des Elutionsvolumens der VéartejskoeffizientKy zur Bestimmung
der Molekularmasse genutzt. Dieser gibt die Vartajlder Stoffe zwischen der mobilen und

der stationaren Phase nach Einstellung des Diffiggieichgewichtes an.

V, -

<

Ky =

<
<

Dabei istV; das Gesamtvolumen der Saug,ist das Volumen der Gelmatrix ung das

innere Volumen.

Vi =V, +V +Y, G- 10
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Der Kq-Wert gibt den Anteil des inneren VolumeXisan, der fir das jeweilige Molekdil
zuganglich ist. Zwischen dem Verteilungskoeffizeanund der Molaren Masse besteht eine
lineare Abhangigkeit (siehe Abbildung 41; G- 11).

K, =-kdogM +c G- 11

Dabei sindk undc Konstanten, die von dem jeweiligen Trenngel ablgiamd.

Ausschlussgrenze

< > L M
Fraktionierungsbereich 9

Abbildung 41: Lineare Beziehung zwischeny Kind M. Der VerteilungskoeffizientyKwird gegen den
Logarithmus der Molekularen Masse M aufgetragen,aine Eichgerade zur Molekularmassenbestimmung zu

erhalten.

10.3.2Versuchsparameter

Die GroRenausschlusschromatographie wird in ihrenieffizienz wenig von den einstell-
baren Parametern beeinflusst, sondern ist haupigdiclom Einsatzbereich des Trenngels
abhangig. Die Selektivitat wird bestimmt durch:

Porengrél3e des Trenngels
Probenvolumen / Saulendimension
lonenkonzentration

pH-Wert

* & & o

Die mobile Phase dient nur als Losungsmittel undkienen unmittelbaren Einfluss auf
die Trennleistung. Als wassrige Losungsmittel komrRaiffer mit mittlerer lonenstérke (50
bis 150 mM) zum Einsatz. Ublicherweise wird demf@uhierfiir NaCl zugesetzt. Hierdurch

werden ionische Wechselwirkungen zwischen dem Analyd der stationaren Phase
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verhindert. Allgemein verbessern ein kleines Proebkmen und eine niedrige Flussrate die
Auflésung.

10.3.3Trenngele

Das Gel besteht aus einer heterogenen Phase, widblcherweise Wasser als flissige
sowie eine Matrix mit definierter Porengrof3e alstéePhase enthalt. Die Matrix muss aus-
reichende chemische und physikalische Stabilit&itien. Sie besteht aus quervernetzten
Polymeren, die ein dreidimensionales Netzwerk awdha Manche Polymere — wie z.B.
Agarose — bilden unter geeigneten Bedingungen apostilche Netzwerke aus. Komponen-
tengele werden hergestellt, indem auf eine bestEh&volymermatrix ein zweites Polymer
aufgebracht wird. Ein Beispiel hierflr ist das Sules™ Gel. Hier sind Dextranketten
kovalent an eine stark quervernetzte Agarose-Mag®bunden. Diese sorgt fir eine
ausreichend chemische und physikalische Stabiltahingegen die Dextranketten fur die

Trennungseigenschaften des Gels verantwortlich sind

10.4 Analytische Ultrazentrifugation

Bei der analytischen Ultrazentrifugation (AUZ) wirdie Sedimentation von Makro-
molekilen durch die Erzeugung eines Zentrifuga#feldeschleunigt und die Konzentrations-
verteilung von Makromolekiilen bzw. Makromolekiil-Kplaxen in Losung untersucht®
237 Das Haupteinsatzgebiet ist daher nicht die Bestingnvon Molekulargewichten
monomerer Molekule- hierfur gibt es einfachere Methoden wie z.B. di@SSGelelektro-
phorese- sondern die Analyse kurzlebiger Komplexe. Damitdwselbst die Untersuchung

von Assoziationsgleichgewichten maglich.

10.4.1Physikalischer Hintergrund

Die gelosten Makromolekile werden bei der Ultradfrgation anhand ihrer Sedimen-
tationsgeschwindigkeit getrennt, welche vom Grantesfeld und der Masse sowie der Form

der Makromolekuile abhangt.

Auf ein gelostes Teilchen mit der effektiven Massg, das sich mit konstanter Winkel-
geschwindigkeitcw auf einer Kreisbahn im Abstandum eine Drehachse bewegt, wirkt die

ZentrifugalkraftFz:
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F, =m,aw’r G- 12
m, =bm=(1-p,v,)m G-13

Die effektive Masseme berlcksichtigt den Auftriell, den das Teilchen mit seinem
spezifischen Volumen; im Losungsmittel mit der Dichtgy, erfahrt. Die Beschleunigung
des Teilchens nach aul3en ist sowohl von der Wiekelyvindigkeit als auch vom

Drehachsenabstand abhéngig:
B =w’r G- 14

Die Beschleunigung wird tiblicherweise auf die Estirdeunigungy (981 cm &) bezogen
und als relative ZentrifugalbeschleuniguRgBangegeben:
RzB= " G-15
981
Bei der Sedimentation der Teilchen in einer viskoB&issigkeit wirken ihr die Diffusion
(Brown’sche Bewegung) und die Reibung entgegemsodich rasch ein Gleichgewicht mit
konstanter Sedimentationsgeschwindigkeit einsteltlches durch die Svedberg-Gleichung

beschrieben wird:

2 —
y= 9o -pn)g o 16
187
Dabei istv die Sedimentationsgeschwindigkeit,der Durchmesser des Molekits,die
relative Zentrifugalbeschleunigungy und g, die Dichte des Teilchens bzw. des Mediums
und 77 die Viskositat des Mediums. Der Sedimentationskoieffit s ist die Sedimentations-

geschwindigkeit unter geometrisch vorgegebenenrigeniigen des Zentrifugalfeldes. Seine

Dimension ist die Zeit und seine MaReinheit istdberg (1 S = 16°s).
sS=—— G- 17

Die Sedimentationsgeschwindigkeit steigt mit zunehder Zentrifugalbeschleunigung

und sinkt bei zunehmender Viskositat des Losungstsit Fir ein ideales spharisches
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Teilchen ist die Sedimentationsgeschwindigkeit propnal zu dessen Grof3e bzw.
Molekulargewicht. Fur das Molekulargewiditgilt (N: Loschmidt’sche Zahl):

M = Np, énf G- 18

Da die meisten Makromolekiile und Molekilkomplexeraim der Realitat keine Kugel-
gestalt besitzen, weicht ihr Verhalten mehr odeniger vom Ideal ab. Spharische Molekiile
sedimentieren schneller als z.B. stabférmige HslicBie gemessene Sedimentations-
geschwindigkeit ist daher auch eine charakteriséigérof3e fur die Gestalt bzw. den Grad der

Denaturierung eines Molekiils.

10.4.2Instrumenteller Aufbau

Moderne Ultrazentrifugen erlauben Drehzahlen vonO®@8 U/min, was dem einer
300.000-fachen Erdbeschleunigung entspricht. Aufdrdieser hohen Drehzahl wird der
Rotor der Ultrazentrifugen unter Vakuum betriebem Reibung mit Luftmolekilen zu

vermeiden, die zum Aufheizen der Zentrifuge fuhrémde.

~

\ Beugungsgitter

Q Detektor fir Referenzstrahl

Rotor
Doppelsektorzelle
abbildendes System zur
radialen Bildabtastung
o E\;/ls
~ :
@ Detektor
Xenon-Blitzlampe

Abbildung 42: Schematischer Aufbau einer analytischen Ultraz&rgd; Abbildung nach Lottspeiéi®
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Man verwendet sogenannte Doppelsektormesszelledeben eine Referenzelle mit dem
reinen Losungsmittel und die Probenzelle mit desbBnlosung befillt wird. Durch einen
Spalt werden die Messzellen streifenweise abgetastedie Intensitéat des durch Proben- und
Referenzsektor gelangten Lichts einzeln gemessehe(sAbbildung 42). Aus den Mess-
werten wird die radiale Absoptionsverteilung delbgeen Makromolektile berechnet, aus der
man nach dem Lambert-Beer'schen Gesetz die Koratemtsverteilung erhalt:

A =-lgHD - ¢ e G- 19
lo(r)

Dabei istA(r) die Absorbanz (Extinktion) gemessen im Abstand und Iy sind die

Intensitat des transmittierten bzw. einfallendeahlts, &, ist der Extinktionskoeffizient¢ die

Konzentration der absorbierenden Substanzduxid Schichtdicke der Messzelle.

Die Temperatur muss wahrend des Experiments scliem aaufgrund der hohen
Temperaturabhangigkeit der Viskositat bekannt uadbilssein. Um die Trennwirkung der
Ultrazentrifugation zu erh6hen, kann man einenestigirmigen Dichtegradienten im Medium

aufbauen. Hierdurch werden die Unterschiede imdfdkt - o) besser ausgenutzt.

10.4.3Sedimentationsgeschwindigkeits-Experiment

In diesem Experiment wird die Sedimentationsgesetigkeit der Molekile unter dem
Einfluss der Zentrifugalkraft bestimmt. Hierbei didie Winkelgeschwindigkeit des Rotors
so grold gewahlt, dass die Makromolekile am EndeMisung am Boden der Messzelle
sind. Zeitabhangig wird die radiale Absorptionsgiuing gemessen, die hach dem Lambert-

Beer'schen Gesetz proportional zur Konzentratién is

10.4.4Sedimentationsgleichgewichts-Experimente

Bei diesem Versuch wird die Winkelgeschwindigkeot Idein gewahlt, dass sich Sedi-
mentation und Diffusion die Waage halten. Hier gallgin das effektive Molekulargewicht
als Strukturparameter in das Konzentrationsprdfil. ®as Sedimentationsgleichgewichts-
Experiment ist daher hervorragend dazu geeignet Matekulargewicht von selbst-
assoziierenden Molekilkomplexen zu bestimmen. Ssstl&ich ein Einblick Uber die
Verteilung der verschiedenen Oligomere im Gleichghtvgewinnen. Fir ideale Lésungen

einheitlicher Makromolekule erhalt man eine Boltzmd/erteilung.
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10.5 Transmissionselektronenmikroskopie

Der franzésische Wissenschaftler Louis-Victor dedse entdeckte die Wellennatur von
Elektronen und wurde hierfir 1929 mit dem Nobelpféir Physik geehrt. Die Auflésungs-
grenze der konventionellen Lichtmikroskopie, dieathudie Wellenlange des Lichts bestimmt
wird, kann durch die Nutzung von Elektronen als Mfeimit Wellenlangen weit unter einem
Nanometer Uberwunden werden. Anfang der dreiRigkreJdes letzten Jahrhunderts bauten
Max Knoll und Ernst Ruska das erste Transmissie@ks@inenmikroskop (TEM) und 1939

brachte Siemens das erste kommerzielle Instrumgémtesn Markt.

10.5.1Instrumentelle Grundlagen

Anstelle von Glaslinsen werden bei der Transmisstaktronenmikroskopie die
Elektronen durch magnetische Sammellinsen fokussfds Elektronenquelle dient eine
Kathode, die durch Aufheizen Elektronen emitti@trch das anlegen einer Spannung an
eine Anode werden die Elektronen im Vakuum beschéguund durchstrahlen die Probe.
Hierbei werden einige Elektronen an den gebunddfiektronen der Atome gestreut und
wieder andere durchtreten die Probe ohne Ablenkdagsie auf die Liicke zwischen den
Atomen treffen. Fur eine gute Auflésung sollte Bi@be mdglichst dinn prapariert werden,
sodass keine Absorption und keine Vielfachstreudl®sy Elektronen auftritt. Es sind
Vergrolierungen zwischen 100-fach und 800.000-fanktedlbar, wobei bei biologischen
Proben wegen ihrer geringen Elektronendichte mmaisteine Auflésung von ein bis zwei
Nanometer erreicht wird (ca. 300.000-fache Vergnifig). Die Abbildung der Probe kann
wahrend der Messung direkt auf einem Fluoreszemmscbhetrachtet werden und zur
Archivierung auf Negativfilm oder mittels einer efimgllichen Digitalkamera aufgenommen
werden. Durch die Serienbildaufnahmen unter veestdnien Projektionswinkeln ist sogar

eine dreidimensionale Rekonstruktion von Objekté&glch.

10.5.2Probenpréaparation

Damit die Probe im Hochvakuum des Elektronenmikopsknicht durch Trocknungs-
artefakte zerstort wird, kann diese durch unteestifdhste préaparative Mal3hahmen wie z.B.
der Einbettung in eine polymere Matrix, der Cryai€iung oder der Kontrastierung
geschitzt werden. Bei der Untersuchung von Prateinaben sich die letzten beiden

Methoden bewéhrt. Zuvor wird die Probel6sung anfreit Kohle bedampftes und ionisiertes
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Objekttragernetzchen aus Metall gegeben und dassdligssige Losungsmittel wird mit
einem Filterpapier abgesaugt.

m ﬁ Qhjektirager-

. . netzchen
in Eis eingebettet negativ kontrastiert

a1l

Dichteverteilung im elektronenmikroskopischen Bild

Abbildung 43: Cryo-Fixierung (links) und negative staining (reehtAbbildung nach Lottspeidfi®

Bei der Cryo-Fixierung wird anschliel3end die noebhchte Probe in flissigem Ethan bei
-135°C schockgefroren, sodass die Bildung von E&Mten verhindert wird (siehe
Abbildung 43 links). Diese Methode minimiert dietéfiaktbildung, und ermdglicht durch
ihre hohe Auflosung teilweise sogar eine atomar&oRstruktion. Allerdings bleibt der
Kontrast aufgrund der geringen Elektronendichtddgischer Proben sehr gering. Um den
schwachen Kontrast zu erhdéhen, kann man altermatihh Schwermetallsalze zur Farbung
einsetzenr{egative staining Das Kontrastmittel lagert sich an die Proteingkéle an und
fullt Hohlrdume aus. Nach Lufttrocknung wird so dieeidimensionale Struktur durch die
Schwermetallhtille Gber einen Zeitraum von mehr&kachen bis Monaten konserviert. Die
Probe ist zudem strahlungsresistenter und durclindi€éontrastmittel enthaltenen schweren
Atome wie Blei oder Uran werden die Elektronen lgérgestreut. Man erhélt ein kontrast-
reiches negatives Abbild der Probe (siehe Abbildd®gechts).
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11 METHODEN ZURUNTERSUCHUNG DERPROTEINSTABILITAT

Die Funktion eines Proteins oder eines Proteinkergd ist an eine definierte dreidimen-

sionale aktive Struktur gekoppelt. Eine gewissebitat dieser Proteinstruktur ist daher

Grundvoraussetzung fir die Funktion eines Protelfss.ist daher von groRem Interesse,

Informationen Uber die Stabilitdt der aktiven Kamf@ation oder eines Protein-Liganden

Komplexes zu gewinnen. Die folgende Tabelle zeige &uswahl von Methoden, mit denen

es teilweise moglich ist, detaillierte thermodynschie Informationen zu erhalten. Einige

Methoden erlauben zwar nicht die Generierung venntlodynamischen Daten, sind aber ein

ndtzliches Hilfsmittel, um innerhalb einer Serienv@roteinmutanten relative Stabilitdten

miteinander zu vergleichen.

Tabelle 4: Uberblick Uiber verbreitete Methoden zur BestimmdegStabilitat von Proteinen.

Methode

Beschreibung und Anwendung

Denaturierungs
Experimente

ITC

Molekuldynamik-

Die native Struktur wird Schrittweise durch die Zbg von
denaturierenden Reagenzien (GdnHCI, Harnstoff) d@enperatur-
erhohung destabilisiert. Der Ubergang zur ungegaiteStruktur
kann mit Hilfe von zahlreichen spektroskopischen tidden
aufgezeichnet werden, indem die strukturell relémanSignale
beobachtet werden (siehe auch Proteolyse).

isotherme Titrationskalorimetri@lsothermal Titration Calorimetry)

— Ein Bindungspartner wird in der Probezelle voegelund der
Interaktionspartner wird schrittweise hinzugegel#&. Bildung des
Komplexes resultiert in einer zusatzlichen Wéarmeabie oder
Warmeabgabe der Prab&us der Temperaturanderung lassen sich
die BildungskonstanteK des Komplexes, die stochiometrische
Zusammensetzung, die Bildungsenthalpid, die Anderung der
EntropieASund die Anderung der Warmekapazitéd, berechnen.

In der Molekuldynamik (MD) werden die Bewegungem Agome in

Computersimulationeneinem Molekul unter Einbeziehung der hier wirkendé@iéfte mit

Proteolyse

dem Computer simuliert und so die Stabilitdten @nukturen
abgeschatzt. Siehe Abschnitt 11.2.

Die unterschiedliche proteolytische Zuganglichkeih ungefalteten
und gefalteten Protein erlaubt eine Quantifizieruwhgy Protein-
stabilitdt. Das Protein wird in Abh&ngigkeit vonrdéonzentration
eines denaturierenden Agens der Proteolyse untEswdDie darauf
folgende Elektrophorese ermoglicht die Bestimmurgs dhoch
gefalteten Proteinanteils.
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Methode

Beschreibung und Anwendung

SPR

Surface Plasmon Resonarc8PR ist eine labelfreie Methode, die
eine Echtzeitanalyse der Assoziation und Dissamativon
Molekilen ermdglicht. Die Methode detektiert den dgken-
unterschied bei der Interaktion eines immobiligeriMolektls mit
dem mobilen Liganden. SPR liefert sowohl Informadio Uber die
Bindungsstarke als auch die Kinetik der Komplexiild.
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11.1 Thermodynamische Analyse der Proteinfaltung mitted der
CD-Spektroskopie

Eine Standardmethode, um die konformationelle $t&bion Proteinen zu bestimmen
und diese in einer Reihe von mutierten Proteinenvergleichen, ist die schrittweise
thermisch oder chemisch induzierte Denaturierurgy. d&r chemischen Denaturierung sind
Guanidinhydrochlorid (GdnHCI) oder Harnstoff die bg&uchlichsten Agenzien (siehe
Abbildung 44).

+

NH; 0
)\ o
HoN NH, H,N NH,
Guanidinhydrochlorid Harnstoff

Abbildung 44: Strukturformeln der denaturierenden Agenzien Guahigbrochlorid und Harnstoff.

Diese Agenzien kdnnen das Gleichgewicht zwischen dativen gefalteterN\) und dem
denaturierten ungefaltetetJ) Protein beeinflusséf® Im einfachsten Fall gilt das Zwei-

zustandsmodell:
N <« U G- 20

Die native Konformation eines Proteins entsprichindZustand mit der kleinsten Freien

EnthalpieAG (Gibbs Energie). Fur die Freie Entfaltungsenediig gilt daher:
AG, =-RTOn(K,) G-21

Dabei istR die allgemeine Gaskonstaniedie Temperatur in Kelvin uniy die Gleich-
gewichtskonstante der Entfaltung. Die Gleichgevakbhstante der Entfaltung ist gegeben
durch die Konzentrationsanteile des Proteins imd#iven {y) oder ungefalteterf) Konfor-

mation:
K, = T G- 22
fy 1-f,
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AG, =-RT D]n(l_f“fU j G-23
Die durch denaturierende Agenzien induzierte Vaedning des Gleichgewichtes vom
nativ gefalteten Protein zum ungefalteten Proteinkann mit Hilfe von zahlreichen spektro-
skopischen Methoden verfolgt werden. Bei der CDk8pekopie wird das CD-Signal
(Elliptizitat [4) in Abh&angigkeit von der Konzentration der demizitenden Agenzien aufge-
zeichnet. Diese Methode ist besonders didhelixreiche Proteine geeignet, da hier das
sekundarspezifische Signal bei einer Wellenlange 222 nm beobachtet werden kann. Aus
dem CD-Signal erhéalt man mit folgender Gleichungh deweiligen Anteil des nativen

Proteins bei gegebener Konzentration des denatunden Agens:

[6]-18l,

"6l -lel, o=
f, =1-f G- 25

Dabei ist [ die gemessene molare Elliptizitat ur@y und [4y sind die molaren Ellipti-
tizaten des Proteins in der nativen bzw. ungefaitédonformation AGy ist linear von der
Konzentration des denaturierenden Agens abhafi§ig*!! Daher ist es mittels einer linearen
Extrapolation auch méglich, die Proteinstabilit@tAbwesenheit des denaturierenden Agents
zu bestimmen. Die Abhangigkeit der Freien Energi@ der Konzentration des denatur-

ierenden Agens wird durch den Koeffizienten m (@ieg der Gerade) ausgedruickt:

AG, =AG!* -m(jD] G- 26

AG!?° = -RT Eﬂn(l

_fo j +mD] G- 27

u

Dabei ist AG,"*° die Freie Entfaltungsenergie in Abwesenheit von atienerenden
Agenzien,m der Koeffizient undD] die Konzentration des denaturierenden Agens. Wenn

50 % des Proteins entfaltet sind, §ilt=fy und die Gleichung G-27 vereinfacht sich zu:

AGUHZO =m [ﬂDSO’/o] G- 28
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Um die Freie Energie in einer Serie von verschiederoteinen oder Peptiden miteinander

zu vergleichen, berechnet man AisG "?°-Werte!?*?!
+m
AAGUH = mmT [ﬁ[Dsc%] _[Ds(%,wt]) G- 29
Dabei istAAG,™° die Differenz in der Freien Energim,: der lineare Koeffizient des

Bezugsproteinswt; wild typg und [Dseew] die Konzentration des denaturierenden Agens an

dem das Bezugsprotein zu 50 % denaturiert ist.
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11.2 Molekuldynamik Computersimulationen

Molekildynamik-Simulation (MD) ist eine Technik d€omputer-gestitzen Chemie und
erlaubt die Beschreibung der Bewegung eines Mase¥iil Die Newton’schen Gesetze zur
Bewegung makroskopischer Korper werden hierfir dief durch Kraftfeldberechnungen
erhaltene potentielle Energie eines Teilchensystamgewendet. Ein Kraftfeld ist eine
klassisch-mechanische Beschreibung von bindendandiBgslangen, Bindungswinkel,
Torsionswinkel) und nicht-bindenden Wechselwirkum@ean-der Waals und elektrostatische

Wechselwirkungen) eines molekularen Systems.

Zu Beginn einer Molekuldynamikberechnung wird eStartstruktur bendtigt. Die hierfur
bendtigten geometrischen Informationen werden maiss Kristallstrukturdaten eines
strukturverwandten Molekils bezogen. In kurzenséititten berechnet man alle Krafte, die
auf die Atome in ihrer individuellen Molekulumgelgunvirken und erhalt aus der daraus
resultierenden Bewegung der Atome fir diese neusk@urdinaten. Eine Sequenz von
Momentaufnahmen dieser strukturellen Veranderurwged als Trajektorie bezeichnet. Als
Zeitschritte werden typischerweise zwei Femtosekandgewdahlt, da dies der
Schwingungsperiode einer typischen kovalenten Bigduentspricht. Die einzelnen
Momentaufnahmen koénnen spéter in einer Animatiosamumengefligt werden. Bei der
Simulation von biologisch-relevanten Molekiillen wden hier vorgestelltertoiled coit
Systemen ist der Einfluss des polaren Losungsmitiéhsser von zentraler Bedeutung. Aus
diesem Grund werden Losungsmittelmodelle verwendé, explizite Wassermolekile

simulieren.

Bei der MD-Berechnung ist nicht nur das Molekulséeh, sondern auch das Losungsmittel
zu bertcksichtigen. Das Simulationssystem mussassigrt werden, da im Vakuum eine

Verzerrung der Krafte stattfinden wirde.
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