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2. Ergebnisse und Diskussion

2.1. Modédllpeptide zum Studium von (3-Faltblattstrukturen

2.1.1. Design und Synthese wasserl0dlicher, B-faltblattstrukturierter Peptide

Ziel des Designs der in dieser Arbeit vorgestellen Peptidmodelle war es, einfache und gut
gynthetisierbare Sequenzen zu entwerfen, die stabile intermolekular assoziierende
[B-Faltblattstrukturen ausbilden und dennoch wasserlodich sind. Die Modéllpeptide
(Tabelle 3) bestehen aus einer zentralen, amphipathischen Valin-Threonin (VT)-Struktur-
doméne (Krause et al., 1996). Beide Aminosduren weisen entsprechend der verschiedenen
propensity scales eine hohe intrinsische Neigung auf, 3-Faltblattstrukturen zu bilden (Chou
& Fasman, 1974 und 1978; Minor & Kim, 1994a und 1994b; Smith et al., 1994). Die
wiederholende Anordnung im hydrophob-hydrophilen Muster enspricht der Periodizitdt von
amphipathischen (-Stréangen (Xiong et al., 1995), wodurch die Ausbildung stabiler
B-Faltblattstrukturen erreicht wird. Um den Einflu? der Sequenzlange auf die Struktur-
stabiliserung und das Assoziationsverhalten untersuchen zu konnen, wurde die zentrale
Doméne in ihrer Lange von drei bis zu acht VT-Paaren (6-16 Aminosduren) variiert. Die
nachfolgende Bezeichnung der einzelnen Peptide mit VT3 bis VT8 bezieht sich auf die
Anzahl an VT-Paaren. Die Wasserlddlichkeit der Peptide wird von zwei, die VT-Struktur-
doméne einrahmenden, Oktapeptidsequenzen, die jedoch selbst nicht an der Strukturierung
betelligt seien sollen, vermittelt. Dabei wurden Lysin und Asparaginsiure aufgrund ihres
hydrophilen Charakters (Fauchere et al., 1988; Johnsson et al., 1989), sowie Prolin und
Glycin wegen ihrer strukturbrechenden Eigenschaften ausgewahlt (Chou & Fasman, 1974;
O'Nell & DeGrado, 1990; Merutka et al., 1990; Chakrabartty et al., 1994).

Die Peptide wurden mittels automatischer Festphasensynthese nach Merrifield (1963) und
Fmoc-Strategie (9-Fuorenylmethoxycarbonyl) (Chang & Meienhofer, 1978) auf der
Grundlage von Standardprotokollen synthetisiert. Hierbel wird das Peptid an einem
polymeren Trager sequentiell vom C- zum N-Terminus aufgebaut. Zundchst wird die
C-terminale Aminosaure mit ihrer Carboxygruppe Uber eine Ankergruppierung mit dem
polymeren Trager verbunden. Die in der Sequenz folgende, N-terminal Fmoc-geschiitzte
Aminosaure wird am Carboxyterminus Uber Kupplungsreagentien (wie z.B. HBTU, N-[(1H-
benzotriazol- 1-yl) (dimethylamino)methylen] -N-methylmethaminium hexafluorophosphat N-
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Tabelle 3. Synthetische (VT),-Peptide

Aminosauren in der

(VT)q-Peptide Sequenz B-Faltblattstruktur-
Domane
VT3 n=3 DPKGPKGVTVIVT.......... CKGEDPKPD- NH, 6
VT4 n=4 DPKGDPKGVTVIVTVT........ CKGDPKPD- NH, 8
VT5 n=5 DPKGDPKGVTVIVTVTVT...... CKGDPKPD- NH, 10
VT6 n=6 DPKGDPKGVTVTVTVTVTVT. . .. GKGOPKPD- NH, 12
VT7 n=7 DPKGDPKGVTVTVTVTVTVTVT. . GKGOPKPD- NH, 14
VT8 n=8 DPKCDPKGVTVTVTVTVTVTVTVTGKGPKPD- NH, 16

oxid) aktiviert und dann an das freie Aminoende der Peptidkette gekuppelt. Um den Anteil an
Fehlsequenzen in der VT-Doméne zu verringern, wurde im Doppelkupplungsmodus
gearbeitet. Nach der Abspaltung des Peptides vom Harz, bel der gleichzeitig die Seiten-
kettenschutzgruppen mit entfernt werden, erfolgt die chromatographische Aufreinigung des
Rohpeptides an einer reversed-phase (RP, Umkehrphase) Chromatographiesaule Uber
Gradiententrennung. Als  Standardsystem wird dabei  Acetonitril (ACN)/Wasser-
0,1% Trifluoressigsdure (TFA) verwendet. Schwierigkeiten bereitete die Aufreinigung der
langerkettigen Peptide VT7 und VT8, da es aufgrund des ausgeprégten Assoziations-
verhaltens dieser Peptide in Gegenwart der hydrophoben Grenzflache der RP-Séaule zu einer
extremen Peakverbreiterung kam. Die chromatographische Reinigung wurde deshalb unter
erhdhter Temperatur bei 85°C und anschlief3ender Kontrolle der Fraktionen Uber MALDI-
MS (Matrix-unterstiitzte Laserdesorption-lonisation Massenspektrometrie) durchgefihrt.

2.1.2. Konformation

2.1.2.1. Circulardichroismus- und Fourier Transformierte I nfrarot-Spektroskopie

Circulardichroismus (CD)- und Fourier Transformierte Infrarot (FTIR)-Spektroskopie
werden Ublicherweise fur die Sekundarstrukturanalyse von Peptiden und Proteinen
eingesetzt.

CD wird bel der Wechselwirkung von polarisiertem Licht mit optisch aktiven Substanzen
beobachtet. Er beschreibt die unterschiedliche Absorption von links und rechts circular
polarisiertem Licht. Die resultierende elliptische Polarisation des Lichtes, die Elliptizitét (©),
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ist das Mal3 der Absorptionsdifferenz. Bei Peptiden und Proteinen wird der CD durch
asymmetrische Elemente im Bereich des Peptidrickgrates und von aromatischen
Aminosauren hervorgerufen. Die Peptidbindung stellt zusammen mit dem benachbarten C,-
Atom einen optisch aktiven Chromophor dar. Das Zusammenwirken aler Peptid-
chromophore, das entscheidend von der Konformation des Peptidriickgrates bestimmt wird,
fuhrt letztendlich zu einem spezifischen, von der Sekundarstruktur der Peptide/Proteine
abhangigen Verlauf des CD-Spektrums (Abb. 7). Die Elliptizitét wird hierbel und auch
nachfolgend im Text als molarer Wert pro Aminosaurerest angegeben.

Die fur die jeweilige Sekundarstruktur typischen CD-Spektren sind durch folgende Merkmale
charakterisiert:

00 BFaltblattstrukturen: Minimum bei 2155 nm, Maximum bei 195-200 nm;

O a-Helices. Doppelminimum bei 208-210 nm und 222 nm, Maximum bei 191-193 nm;

[0 ungeordnete Srukturen: Minimum bei 195 nm, schwaches Maximum um 220 nm.
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Abb. 7. CD-Spektren von Poly-L-lysin unter Bedingungen, be denen die
Polypeptidkette unterschiedliche Konformationen einnimmt (entnommen aus
Holzhauer, S. 115, 1996).
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Fur die Bestimmung der Sekundérstruktur von Peptiden und Proteinen mittels FTIR-
Soekiroskopie werden hauptsichlich die infrarotaktiven Schwingungen der Peptidbindung im
Bereich der Amid-I- und Amid-11-Bande (1700-1500 cmi') genutzt (Abb. 8). Die Amid-I-
Bande resultiert aus der Streckschwingung der C=0O-Gruppe. Diese ist schwach gekoppelt
mit einer in der Bindungsebene erfolgenden N-H-Beugeschwingung und ener C-N-
Streckschwingung. Die Amid-I11-Bande rihrt von der N-H-Beugeschwingung und C-N-
Streckschwingung her. Die Frequenz der Amid-1- und Amid-11-Bande variiert mit der Art der
Wasserstoffbriickenbindungen, an denen die C=0O- und N-H-Gruppen beteiligt sind. Sie
konnen daher zur Identifikation der Sekundarstruktur herangezogen werden. Die
Sekundérstrukturelemente im Amid-I1-Bereich sind durch folgende Bandenpositionen (in
D,0) charakterisiert:

0 B-Faltblattstrukturen: 1620-1635 cmi* und 1690 cm*

0 a-Helices: 1648-1657 cm™

0 ungeordnete Strukturen: um 1644 cm™
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Abb. 8. Gemittdte FTIR-Spektren von Moddlpeptiden fur [-Faltblattstrukturen (---),

O-Helices (seseee ) und ungeordnete Strukturen (—) (enthommen aus Holzhauer,
S. 145, 1996)
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2.1.2.2. EinfluR der Lange der VT-Domane

Uber CD-Untersuchungen in walriger Losung wurde die unterschiedliche Fahigkeit der

(VT)n-Peptide zur Aushildung intermolekularer -Faltblattstrukturen nachgewiesen. Kurze

Peptide mit sechs und acht Aminosduren in der zentraden Doméne (VT3 und VT4) snd
unstrukturiert (Abb. 9 A, Spektren a und b). lhre Spektren zeigen den fir ungeordnete

Strukturen typischen Verlauf, mit einem Minimum der molaren Elliptizitét bei 198 nm. Durch

Hinzufiigen von zwei weiteren Aminosauren (VT5) wird der Ubergang in die B-Faltblatt-

struktur ausgeldst, was anhand der Rotverschiebung der Bande deutlich wird (Abb. 9 A,

Spektrum c). Mit Verlangerung der VT-Doméne auf 12-16 Aminosduren (VT6-VTS8) ist
dieser Ubergang abgeschlossen (Abb. 9 A, Spektren d-f). Die CD-Spektren dieser Peptide
sind typisch fur (B-Faltblattstrukturen mit einer negativen Bande bei 214 nm und einer

[©]* 10 [degecm?/dmol]

Abb. 9.

—-1689 )—1690 )—1690
-1621
m —_

1623 —

—1688

1645-) 1644

i

Q

I I I
1700 1650 1600

Wellenzahl [cm-1]

Untersuchung der konformationellen Eigenschaften von (VT),-Peptiden, n=3-8 [(a) VT3,
(b) VT4, (c) VTS5, (d) VT6, (e) VT7, (f) VTS8] in Abhangigkeit von der Lénge der VT-
Doméne. (A) CD-Spektren in Wasser bel einer Peptidkonzentration von 5x 10° M;
(B) FTIR-Spektren in der Amid-1-Region nach Fourier-Dekonvolution in D,O-Puffer
(30 mM Natriumphosphat, pH 2.2) bei einer Peptidkonzentration von 5 x 10 M.
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positiven Bande bei 192 nm. Die steigenden Intensitéten der molaren Elliptizitdt in den CD-
Spektren vom VT6 zu den Peptiden VT7 und VT8 verdeutlichen, dai3 die Stahilitéat der
(-Faltblattstruktur durch die Verlangerung der VT-Region weiter erhoht werden kann.
Durchschnittliche Werte der molaren Elliptizitét von (-10 + 2) x 10° deg cm?/dmol bei
215+5nm sind typisch fur monomere oder niedermolekulare [B-Faltblattstrukturen.
Dementsprechend liefern die hohen Werte der molaren Elliptizitdt von -16 x 10° und
-18 x 10° deg cm?/dmol fiir die Peptide VT6 und VT7/VT8 bei 214 nm einen Hinweis auf
hochassoziierte [3-Faltblattstrukturen.

Untersuchungen zum Einflu® des pH-Wertes (2,4, 4,4 und 7,4) auf die Konformation der
(VT)n-Peptide zeigten keine Veranderungen im Verlauf der CD-Spektren.

Dal3 der Ubergang von einem unstrukturierten (VT5) in einen geordneten, B-faltblatt-
strukturierten Zustand (VT6) durch den Einbau von nur einem VT-Paar ausgelost wird,
konnte Uber FTIR-spektroskopische Untersuchungen bestétigt werden (Abb. 9 B). Die
gefundene kritische Kettenldnge von 12 Aminosduren zur Ausbildung stabiler [3-Faltblatt-
strukturen ist damit deutlich hoher as die in friheren Studien an Valin-Threonin-Peptiden
bestimmte Lange von sechs Aminosauren (entsprechend 3 VT-Paare) (Altmann et al., 1986).
Dieser Anstieg kann durch eine verbesserte Lodlichkeit der Peptide aufgrund der terminalen
Oktapeptidsequenzen erklart werden. Die FTIR-Spektren der Peptide VT3 und VT4
(Abb. 9 B, Spektren a und b) sind durch eine breite, strukturlose Amid-1-Bande bei 1644-
1645 cm’™, die typisch fiir ungeordnete Strukturen ist, charakterisiert. Das Spektrum des
Peptides VT5 (Abb. 9 B, Spektrum c) enthdt zwel weitere Banden, eine intensive bel
1623 cm™ und eine dazu vergleichsweise schwache bei 1688 cm™. Die Aufspaltung der
Amid-1-Absorption in eine nieder- und hochfrequente Bande ist typisch fir antiparallele
B-Fatblattstrukturen (Krimm & Bandekar, 1986). Sie resultiert aus der Kopplung der
Ubergangsdipole. Die fur B-Faltblattstrukturen charakteristische Amid-1-Absorption
dominiert das Erscheinungsbild der Spektren der Peptide VT6, VT7 und VT8 (Abb. 9 B,
Spektren d-f). Der wachsende Abstand zwischen den beiden B-Banden (65 cm™ VT5 -
69 cm™: VT8) verdeutlicht einen Gewinn an Strukurstabilitét. Er resultiert aus der Starkung
der Wasserstoffbriickenbindung zwischen den (-Stréangen aufgrund der Verlangerung der

VT-Region.
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2.1.2.3. Stabilitat der gebildeten S-Faltblattstrukturen

Um die Stabilitdéé der gebildeten [-Fatblattstrukturen zu untersuchen, wurden
Guanidinhydrochlorid- und Temperatur-Denaturierungsexperimente mit den Peptiden VT6,
VT7 und VT8 durchgefiihrt. Zur Detektion konformationeller Verdnderungen wurden CD-
Spektren aufgenommen.

Durch den Zusatz von Guanidinhydrochlorid bis zu einer Konzentration von 7,2 M bei einer
Peptidkonzentration von 5x 10° M konnten keine Verdnderungen in den CD-Spektren
festgestellt werden, d.h. die Stabilitdt der gebildeten B-Faltblattstrukturen konnte nicht
beeintrachtigt werden.

Eine Temperaturerhohung von 25°C auf 85°C hatte keinen signifikanten Einflul? auf die CD-
Spektren der Peptide (5x 10° M in Wasser), was ebenfdls fiir eine hohe Stabilitét der
gebildeten B-Faltblattstruktur spricht.

2.1.2.4. Einflu3 strukturinduzierender L ésungsmittel

Wie im Kapitel 1.2.1. erlautert, ist die Konformation von Peptiden sehr stark von den
Umgebungsbedingungen abhangig. Es wurde daher der Einfluld strukturinduzierender
Losungsmittel auf die Konformation der (VT),-Peptide untersucht.

TFE fordert die Ausbildung a-helikaler Strukturen (Nelson & Kallenbach, 1986, 1989;
Merutka & Stellwagen, 1989). Dabei fungiert es bevorzugt as ein Helixstabilisator, der in
Sequenzen mit hoher a-helikaler Neigung die Ausbildung von a-Helices unterstiitzt, anstatt
sie sequenzunabhangig in allen Peptiden/Proteinen zu induzieren (Lehrman et al., 1990;
Segawa et al., 1991; Sonnichsen et al., 1992). Im Vergleich zu Wasser ist TFE ein besserer
Protonenakzeptor, aber schlechterer Donator. Wasser Ubt beide Funktionen gleichermalien
gut aus und stért daher die Aushildung intramolekularer Wasserstoffbriicken zwischen C=0O-
und N-H-Gruppen, die zur Helixstabiliserung erforderlich sind. Dagegen bindet TFE
bevorzugt an die C=0O-Gruppe, ohne dessen intramolekulare Wasserstoffbriicke zur N-H-
Gruppe zu brechen (Rajan & Balaram, 1996). Die im Vergleich zum Wasser hydrophobere
Losungsmittelumgebung begiinstigt die Ausbildung intramolekularer Wasserstoffbriicken-

bindungen.
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Um den Effekt von TFE auf Peptide mit einer hohen Neigung zur B-Faltblattstruktur-Bildung
zu untersuchen, wurden CD-Spektren der (VT),-Peptide in 50% TFE/50%H,0 (v/v)
aufgenommen (Abb. 10 A, B). Bei den in Wasser unstrukturierten Peptiden mit drei bis funf

VT-Paaren gelingt es mit wachsender Kettenlange, den Ubergang in eine a-helikale Konfor-

(VT)n-Peptide

A B

[©]*10° [deg c/dmol]

[©]*10° [deg cmZ/dmol]
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Abb. 10. Einfluf? strukturinduzierender L&sungsmittel auf die Konformation von (VT),-
Peptiden. CD-Spektren von in Wasser konformationel flexiblen Peptiden,
n=3-5[(a) VT3, (b) VT4, (c) VT5] und Peptiden in stabilen 3-Faltblattstruk-
turen, n=6-8 [(d) VT6, (e) VT7, (f) VT8] be einer Peptidkonzentration von
5x 10°M in (A, B) 50 % TFE und (C, D) 15 mM SDS.
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mation zu induzieren, was durch die Herausbildung des Doppelminimums bel 208 und
222 nm angezeigt wird (Abb. 10 A). Dieses Ergebnis bestétigt andere Studien, wonach es
moglich ist, auch in potentiell 3-Faltblattstruktur-bildenden Peptiden a-Helices zu induzieren
(Sonnichen et al., 1992; Fabian et al., 1993a; Liu et al., 1994). Der sequentielle Ubergang
von funf zu sechs VT-Paaren (10 - 12 Aminosduren) ist, wie auch schon im wal3rigen Milieu
beobachtet, durch einen Qualitétssprung in den konformationellen Eigenschaften
charakterisiert. Die Peptide VT6, VT7 und VT8 werden durch TFE nicht in ihrer
[B-Faltblattstruktur-Ausbildung beeinfluf3t (Abb. 10 B). Damit kdnnen andere Studien
bestétigt werden, wonach Peptide in TFE nicht zwangslaufig a-helikal sein missen, sondern
auch stabile B-Faltblattstrukturen einnehmen kénnen (Balcerski et al., 1976; Kelly et al.,
1977; Narayanan et al., 1986).

SDS erzeugt eine hydrophobe Ldsungsmittelumgebung. Bei hoheren Konzentrationen
(>8mM, in Wasser ohne Salzzusatz) hildet es Mizellen, die gewohnlich als Stabilisator fur
o-Helices fungieren (Zhong & Johnsen, 1992; Waterhous & Johnsen, 1994). Die Studien an
den (VT).-Peptiden zeigen jedoch, da? es mit mizellarem SDS madglich ist, das
konformationell flexible Peptid mit finf VT-Paaren in eine B-Faltblattstruktur zu Uberfihren
(Abb. 10 C) bzw. die B-Fatblattstrukturierung in den Peptiden mit mehr als sechs VT-Paaren
zu stérken (Abb. 10 D). Letzteres wird anhand des leichten Anstieges der Intensitéten der
molaren Elliptizitdt bel 214 und 195 nm im Vergleich zum walrigen Milieu deutlich (vgl.
Abb. 9 A). Bei den kurzen Sequenzen (VT3 und VT4) vollzient sich der konformationelle
Ubergang von einer ungeordneten Struktur in einen Zustand héherer Ordnung (Abb. 10 C).
Die strukturinduzierende bzw. -stabiliserende Wirkung von mizellarem SDS kann dabel
durch die Erzeugung einer hydrophil/hydrophoben Grenzflache erklart werden, die die
Ausbildung von amphipathischen -Faltblattstrukturen fordert (vgl. Abb. 5)

Die Untersuchungen in 50% TFE und mizellaoem SDS haben gezeigt, dal3
strukturinduzierende  Losungsmittel  die  Ausbildung von  Sekundarstrukturen in
konformationell flexiblen Peptiden kontrollieren (VT3, VT4, VT5), wéhrend stabile
B-Fatblattstrukturen (VT6, VT7, VT8) kaum beeinflut werden. Es konnte festgestellt
werden, dal3 TFE die intrinsische Neigung zur B-Faltblattstruktur-Ausbildung bel kurzen
Peptidketten tberschreibt und die Bildung von a-Helices fordert, wahrend durch mizellares
SDS (-Fatblattstrukturen stabilisiert werden.
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2.1.2.5. Lokalisierung der BStrukturdomane

Die bisher beschriebenen Konformationsuntersuchungen haben eine sehr gute Korrelation
zwischen der B-Faltblattstrukturierung und der Lange der VT-Doméne aufgezeigt. Zur
Bestdtigung, dal? sich die entworfene (-Faltblattstrukturdomane tatséchlich tber die VT-
Region erstreckt, wurden Untersuchungen zur Strukturlokalisierung durchgefihrt. Aufgrund
der hohen Assoziationstendenz der Peptide, die sich schon in den CD-Spektren (Abb. 9 A,
Spektren d-f ) durch die hohen Werte der molaren Elliptizitdt bei 214 nm angedeutet hatte,
und auch spéater Uber Assoziationsuntersuchungen nachgewiesen werden konnte (vgl. 2.1.3.),
waren NMR-Untersuchungen zur Strukturlokaliserung nicht moglich. Daher solite eine
indirekte Lokaliserungsmethode, die bereits erfolgreich bel a-helikalen Strukturen
angewandt wurde, fur B-Faltblattstrukturen eingesetzt werden. Studien konnten zeigen, dal3
Uber D-Aminosaure-Substitutionssets, a-Helices in Modell- und Neuropeptiden lokalisiert
werden kdnnen (Krause et al., 1995; Rothemund et al., 1995). Diese Lokalisierungsmethode
beruht auf dem Sekundarstruktur-destabiliserenden Effekt von D-Aminosduren, wenn diese
gegen die entsprechende L-Aminosaure ausgetauscht werden. Durch eine systematische
Substitution der Aminosauren entlang der Sequenz gelingt es, eine ortsaufgeldste Stérung
der Struktur vorzunehmen. Dabel hat sich gezeigt, da3 der destabiliserende Effekt
wesentlich stérker ausféllt, wenn zwei benachbarte Aminosduren, anstatt einer einzelnen,
ausgetauscht werden (Krause et al., 1995). Die Strukturdestabilisierung 183t sich durch den
Wechsdl in der Chirdlitét der Seitenkette, die zu einer Anderung ihrer Orientierung innerhalb
der Sequenz fuhrt, erklaren. Der Vortell dieser Substitution liegt darin, dal3 sie unter Erhalt
von Hydrophobie, Seitenkettenfunktionalitdt und Ladungsverteilung erfolgt.

Fur die Untersuchungen wurde als Leitsubstanz das Peptid VT6 ausgewdhlt, da es sich
hierbei um die kiirzeste, zur Ausbildung stabiler 3-Faltblattstrukturen befahigte V T-Sequenz
handelt. In Tabelle 4 ist das Set der synthetisierten D-Analoga dargestellt. An den Positionen
in der Sequenz, an denen Glycin lokalisert ist, wurde nur die Nachbaraminosaure
ausgetauscht. Zur Detektion konformationeller Veranderungen infolge des D-Aminosiure-

Austausches wurden CD- und HPL C-Untersuchungen durchgefhrt.
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Tabelle 4. Doppd D-Aminosaure-Substitutionsset desVT6

Sequenz* D-Aminosiure-
Substitution
DPKGDPKGVTVTVTVTVTVTGKGDPKPD -
DPKGDPKGVTVTVTVTVTVTGKGDPKPD di, p2
DPKGDPKGVTVTVTVTVTVTGKGDPKPD k3
DPKGDPKGVTVTVTVTVTVTGKGDPKPD ds, p6
DPKGDPKGVTVTVTVTVTVTGKGDPKPD k7
DPKGDPKGVIVTVTVTVTVTGKGDPKPD v9, t10
DPKGDPKGVTVIVTVTVTVTGKGDPKPD vll, t12
DPKGDPKGVTVTVIVTVTVTGKGDPKPD v13, t14
DPKGDPKGVTVTVTVIVTVTGKGDPKPD v15, t16
DPKGDPKGVTVTVTVTVIVTGKGDPKPD v17, 118
DPKGDPKGVTVTVTVTVTVIGKGDPKPD v19, t20
DPKGDPKGVTVTVTVTVTVTGKGDPKPD k22
DPKGDPKGVTVTVTVTVTVTGKGDPKPD d24
DPKGDPKGVTVTVTVTVTVTGKGDPKPD p25, k26
DPKGDPKGVTVTVTVTVTVTGKGDPKPD p27, d28

! D-Aminosauren sind unterstrichen.

CD-Untersuchungen. CD-Untersuchungen in Wasser haben gezeigt, dal3 D-Aminosaure-
Substitutionen die Konformation des VT6 in unterschiedlicher Weise beeinflussen (Abb. 11).
Beim Austausch in den terminalen Oktapeptidsequenzen bleiben die charakteristischen
(-Faltblattstruktur-Spektren erhalten. Im Gegensatz dazu sind die CD-Spektren der
Peptidanaloga, bei denen in der VT-Doméne substituiert wurde, durch einen typischen
Verlauf fuor ungeordnete Strukturen gekennzeichnet (Abb. 11 A). Der Vergleich der
Intensitét der molaren Elliptizitéat bei 195 nm fir das gesamte Set, aso dem Wert, der die
Ausbildung von [B-Faltblattstrukturen anzeigt, ist in Abb. 11 B dargestellt. Hieraus wird
deutlich, dal3 es selektiv zum Struktureinbruch kommt, wenn D-Aminosauren in die zentrale
VT-Doméne (Positionen 9-20) eingefiihrt werden, wahrend der Einbau in die N- (Position 1-
7) und C-terminalen (22-28) Oktapeptidsequenzen die Strukturierung kaum beeinfluf3t.
Damit konnte gezeigt werden, dal3 sich die B-Faltblattstruktur tatsachlich Gber die VT-
Region erstreckt.
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Abb. 11. EinfluR der Position der D-Aminosdure-Substitution auf die Strukturstabilitét des
(-faltblattstrukturierten VT6. (A) CD-Spektren vom VT6 und ausgewdahlten
D-Analoga (5 x 10° M) in Wasser [(a) VT6, (b) d1,p2, (c) v11,t12, (d) v15,t16 (e)
d24] und (B) Vergleich der molaren Elliptizitét des gesamten Sets bei 195 nm.

HPL C-Untersuchungen. Anisotrope Grenzflachen konnen bei amphipathischen Peptiden
die Ausbildung von Sekundérstrukturen induzieren und stabilisieren (vgl. Kap. 1.2.1.). Ein
solches anisotrophes System wird auch bel der RP-Chromatographie, bestehend aus einer
hydrophoben stationéren Phase und einer wal3rigen mobilen Phase, erzeugt. Die Induktion
von Sekundérstrukturen, die insbesondere an amphipathatisch a-helikalen Segquenzen
untersucht wurde, beeinflufdt die Retentionszeit von Peptiden und Proteinen (Zhou et al.,
1990; Blondelle & Houghten, 1992). Die Strukturinduktion, die durch hydrophobe
Wechselwirkungen zwischen den n-Alkylgruppen der stationéren Phase und den Seitenketten
der hydrophoben Aminosduren bestimmt wird, fihrt zur Ausbildung von bevorzugten
hydrophoben Bindungsdomanen (vgl. Abb. 5) und damit zu einer langeren Verweildauer der
amphipathisch o-helikalen Sequenzen auf den RP-Saulen (Zhou et al., 1990).
Strukturstorungen durch den Einbau von D-Aminosduren in amphipatische a-Helices
bewirken einen gegenteiligen Effekt, sie schwéchen die hydrophoben Wechselwirkungen mit

der stationéren Phase. Die damit verbundene Verkirzung der Retentionszeit kann wie die
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spektralen Anderungen bei CD-Untersuchungen dazu genutzt werden, um amphipathische
o-Helices mit Hilfe von D-Aminosiure- Substitutionssets zu lokaliseren (Krause et al.,
1995; Krause et al., 1997).

Die Gegenwart einer hydrophob/hydrophilen Grenzflache fuhrt, wie am Beispiel des SDS
nachgewiesen (vgl. Abb.10C und D), zur Stabiliserung amphipathischer [-Faltblatt-
strukturen. Das Retentionsverhalten des Peptides VT6 auf einer hydrophoben Séule ist durch
einen sehr breiten Peak charakterisiert (Abb. 12 A). Eine solche Abweichung vom normalen
HPLC-Verhalten, verursacht durch starke Assoziation, wurde auch schon bel anderen
[(-faltblattstrukturierten Peptiden festgestellt (Forood et al., 1995). VT6-Peptide mit D-
Aminosaure-Substitutionen in der VT-Doméne geben dagegen scharfe Peaks mit deutlich
verkirzter Retentionszeit (Abb. 12 B).
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Abb. 12. Chromatographisches Verhalten von (A) VT6 und (B) dem in Position v15,t16
substituierten D-Analogon (beide 1 mg/ml) an einer PolyEncap A300 Séaule.
Experimentelle Bedingungen be der RP-HPLC: linearer AB-Gradient mit 5-
75% B in 40 min (Eluent A: 0.1% TFA in Wasser; Eluent B: 0.1% TFA in
80% ACN/ 20% Wasser), Flurate 1 ml/min.
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Der Einflul3 der Position der D-Aminosaure-Substitution auf das Retentionsverhalten des
VT6 ist in Abb. 13 dargestellt. Wahrend Substitutionen in den Oktapeptidsequenzen das
chromatographische Verhalten kaum beeinflussen, fuhrt der L-/D-Aminosaure-Austausch in

der VT-Domane zu einer signifikanten Verringerung der Retentionszeit.

Sowohl mit den CD- als auch mit den HPL C-Untersuchungen konnte gezeigt werden, dal3 es
moglich ist, B-Faltblattstrukturen durch den Einbau von D-Aminosauren zu destabilisieren
sowie Uber einen kompletten Austausch entlang der Sequenz zu lokalisieren. Es konnte
nachgewiesen werden, dal3 sich die B-Faltblattstruktur-Doméne ausschliefdlich Uber die VT-
Region erstreckt.
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Abb. 13. Einflu3 von D-Aminosdure-Substitution auf das RP-HPLC Verhalten des
Peptides VT6. Darstdlung der Differenz in den Retentionszeiten durch
positionsspezifische Substitution im Vergleich zum unsubstituierten VT6
(16,3 min). Experimentelle Bedingungen: wiein Abb. 12 beschrieben.

2.1.2.6. Einfluf3 von D-Aminosdure-Substitutionen auf stabile f-Faltblattstrukturen

Um den Einfluf3 von strukturstérenden D-Aminosauren in Abhéngigkeit von der Stabilitdt der
(-Faltblattstruktur einschdtzen zu konnen, wurde der Effekt von Doppel-D-Aminosaure-
Substitutionen auf die Konformation der Peptide mit sechs bis acht VT-Paaren untersucht.
Die Substitutionen wurden dabei im Zentrum der VT-Region durchgefuhrt (Tabelle5), da
dort der destabilisierende Effekt am groftenist (vgl. Abb. 11 und 13).
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Tabdle 5. D-Aminosaure-Substitutionen im Zentrum der VT-Domane.

(VT)-DD Sequenz* D-Aminosiure-
Peptide Substitution
VT6-DD DPKGDPKGVTVTVTVt VTVT. . . . GKGDPKPD- NH, v15,t16
VT7-DD DPKGDPKGVTVTVTVt VTVTVT. . GKGDPKPD- NH, v15,t16
VT8-DD DPKGDPKGVTVTVTVTvt VTVTVTGKGDPKPD- NH, v17,t18

! D-Aminoséuren sind kursiv dargestelt.

CD-Untersuchungen (Abb. 14 A) der subgtitutierten Peptide zeigen, dal3 sich der
strukturstorende EinfluR der D-Aminosauren mit der Verlangerung der VT-Doméne
verringert. Wahrend die Substitution im VT6 (Abb. 14 A, Spektrum a), wie bereits in
Abb. 11 dargestellt, zum Struktureinbruch ftihrt, gelingt es schon bei der um ein VT-Paar
langeren Sequenz nicht mehr, die B-Faltblattstrukturierung effizient zu stéren. Die Peptide
VT7-DD und VT8-DD sind trotz der Substititution B-faltblattstrukturiert (Abb. 14, Spektren
b und c). Der Intensitétsanstieg in der negativen Bande bei 218 nm vom VT7-DD zum VT8-
DD zeigt, dal3 sich der destabilisierende Einfluld der D-Aminosauren mit der Verlangerung
und der damit verbundenen Stabiliserung der p-Faltblattstruktur in der VT-Doméane
abschwécht. Die CD-Spektren dieser D-Analoga unterscheiden sich von denen der L-Peptide
(vgl. Abb. 9, Spektren e und f). Sie sind zu hoheren Wellenldngen verschoben, was anhand
der Verschiebung des Minimums nach 218 nm (von 214 nm) und des Nulldurchganges nach
203-205 nm (von 200 nm) deutlich wird. Der Abfal der Intensitédt bei 218 nm bei den
D-Analoga im Vergleich zu den nicht substituierten Peptiden zeigt die Destabiliserung der
[(-Faltblattstruktur an.

FTIR-Untersuchungen (Abb. 14 B) konnten die Resultate der CD-Messungen bestétigen.
Das FTIR-Spektrum des VT6-DD (Abb. 14 B, Spektrum a) ist bei der im Vergleich zu den
CD-Untersuchungen 10-fach htheren Konzentration durch die fir ungeordnete Strukturen
typische breite Amid-I-Bande bei 1645 cm™ dominiert. Die schwache Bande bei 1620 cm'™,
die die Herausbildung von -Faltblattstrukturen anzeigt, verdeutlicht, dal3 sich ein
konzentrationsabhéngiger Ubergang vom ungeordneten in den B-faltblattstrukturierten
Zustand vollzieht. Die Amid-1-Bande bei 1621 cm™* dominiert die FTIR-Spektren der Peptide
VT7-DD und VT8-DD (Abb. 14 B, Spektren b und c). Die fir ungeordnete Strukturen
charakteristische Bande bei 1647 cmi* ist beim VT7-DD sehr schwach bzw. beim VT8-DD
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Abb. 14. Konformationdler Einflud von D-Aminosdure-Substitutionen im Zentrum der
B-faltblattstrukturierten VT-Doméne [(a) VT6-DD, (b) VT7-DD, (c) VT8-DD].
(A) CD-Spektren in Wasser be einer Peptidkonzentration von 5x 10°M und (B)
FTIR-Spektren in der Amid-I-Region nach Fourier-Dekonvolution in D,O-Puffer
(30 mM Natriumphosphat, pH 2.2) be einer Peptidkonzentration von 5 x 10 M.

nicht mehr vorhanden, was darauf hindeutet, dal3 sich die B-Faltblattstruktur stabilisiert.
Interessanterweise fehlt die fur antiparallele B-Faltblattstrukturen typische hochfrequente
Bande um 1690 cm™ (Bandekar & Krimm, 1986). Obwohl dies as die Ausbildung von
parallelen B-Faltblattstrukturen interpretiert werden konnte (Yamada et al., 1998), ist es auf
der Basis der CD- und IR-Daten nicht moglich, eine endguiltige Bestimmung der Anordnung

der (3-Strange vorzunehmen.

2.1.3. Assoziationsver halten

Um das konformationelle Verhalten der (VT),-Peptide und der D-Aminosaure-substituierten
(VT).-DD-Peptide mit deren Assoziationsneigung in Zusammenhang zu bringen, wurden
Untersuchungen mit Hilfe der GroRRenausschluf3ichromatographie (size  exclusion
chromatography, SEC), der Analytischen Ultrazentrifugation (UZ) und der Dynamischen
Lichtstreuung (DLS) durchgeftihrt.
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2.1.3.1. GrofRenausschlufichromatographie

Die SEC trennt geloste Molekile nach ihrer GroRRe. Sie beruht auf der unterschiedlichen
Permesation der Analyten in ein pordses Tragermaterial mit kontrollierter Porengrof3e. Fur die
Trennung ist dabel das hydrodynamische Volumen der Molekile entscheidend. Sind die
Molekile kleiner als die Poren, so kénnen sie in diese eindringen. Je nach ihrer Grole
verweilen sie unterschiedlich lange auf der Sdule. Die kleinsten Komponenten haben die
langste Aufenthaltsdauer in den Poren und eluieren somit zuletzt. Molekile, die grofl3er as
die Poren sind, werden von der Permeation ausgeschlossen und eluieren zusammen mit der
Losungsmittelfront im AusschluRvolumen. Zur Abschdtzung des Molekulargewichts der

Komponenten wird die Saule mit Eichsubstanzen kalibriert.

Das Assoziationsverhalten der (VT),- und (VT),-DD-Peptide wurde konzentrationsabhangig
bei 1x 10* M und 1 x 10° M untersucht (Abb. 15). Unstrukturierte V T-Peptide besitzen ein
Elutionsvolumen von 9 ml, was dem Molekulargewicht der monomeren Peptide entspricht
(Auflistung der Molekulargewichte, vgl. Tabelle 6, Kap. 2.1.3.2.).

10 VT6,VT7,VT8

InMG

VT3,VT4,VT5

0-CRH (M G=4670 g/mol) VT6-DD

SP (M G=1347 g/mol)

5 6 7 8 9 10 11 12 13

Elutionsvolumen [ml]

Abb. 15. SEC-Untersuchungen von (VT),- und (VT),-DD-Peptiden bei Konzentrationen
von (0) 1x10* M und (O) 1 x 10° M (VTS5 nur bei 1 x 10* M) an einer TSK
Saule 2000 SW. Experimentdle Bedingungen: isokratisch, 0.1 M Natrium-
phosphatpuffer (pH 4,4), 1 ml/min. Zur Kalibrierung der Séule wurden die
Peptide Substanz P (SP) und corticotropin releasing hormone (0-CRH)
verwendet.
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Der im Kapitel 2.1.2.2. beschriebene konzentrationsabhangige Ubergang in eine B—Faltblatt-
struktur fuhrt beim VT5 bei einer Konzentration von 1 x 10° M zu einem Assoziationsgleich-

gewicht zwischen Monomeren (9,0 ml) und hochmolekularen Assoziaten (5,4 ml) (Abb. 16).

mAbs
100

$9.003

50
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400

300
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13¢ 8.994

200
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Abb. 16. Konzentrationsabhangiger  Ubergang von  einem  ungeordneten,
monomeren Zustand des VTS5 bel (A) 1x 10* M in dne p-Faltblatt-
struktur bei (B) 1x10° M, die zu einem Assoziationsgleichgewicht
zwischen Monomeren und hochmolekularen  Assoziaten  fihrt.
Experimentelle Bedingungen: wiein Abb. 15 beschrieben.

Peptide in stabilen B-Faltblattstrukturen (VT6, VT7, VT8) eluieren im Ausschluf3volumen bel
ca 54 ml (Abb. 15), was auf eine sehr starke Assoziation hinweist. Eine Bestimmung der
AssoziatgrofRe konnte nicht vorgenommen werden, da der hydrodynamische Radius, der
durch die Geometrie der Partikel bestimmt wird, das Elutionsvolumen beeinflu®t. Die
Chromatogramme der Peptide VT7-DD und VT8-DD sind durch drastisch reduzierte

Absorptionsintensitédten charakterisiert, so dald eine Auswertung nicht moglich war. Dieses
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Verhalten und auch eine Verringerung der Peakfléchen in der Reihe vom VT5 zum VT8
(=190000 - =55000 bei 1x10° M) deuten darauf hin, daRR ein wesentlicher Anteil der
Peptidassoziate die Saule nicht passiert, sondern mit grof3er Wahrscheinlichkeit aufgrund
ihrer Grol3e, die mittels UZ und DLS nachgewiesen werden konnte, auf dem Saulenkopf

verbleibt.

2.1.3.2. Dynamische Lichtstreuung und Analytische Ultrazentrifugation

Bel der DLS werden die Fluktuationen des durch fllissigkeitsdispergierte Teilchen gestreuten
Lichtes zeitlich analysiert. Die Intensitdtsschwankungen des Streulichtes beruhen auf der
Brown'schen Molekularbewegung der Teilchen. Sie sind diffusionsbedingt. Die Methode
gestattet daher Uber die Zeitcharakteristik der Intensitétsschwankungen die Bestimmung von
Diffusionskoeffizienten vorzunehmen.

Unter Berlicksichtigung der Stokes-Einstein-Beziehung kann Uber den Diffusions
koeffizienten D der Stokes-Radius (hydrodynamischer Radius) Rs der Teilchen berechnet

werden:

kT
R= 6D’
Darin bedeuten kg die Boltzmann-Konstante, T die absolute Temperatur und n die Viskositéat

(1)

des Dispergiermediums. Rs stellt den Radius einer Aquivalentkugel dar und entspricht daher
nur bel globuléren Teilchen nahezu dem Molekilradius. Bei polydispersen Proben kann die
Verteilung der Molekllradien tber mathematische V erfahren berechnet werden.

Bel der UZ wird das Sedimentationsverhalten der Partikel in einem Schwerefeld untersucht.
Die Kraft, die die Teilchen zur Sedimentation bewegt, ist proportiona zu ihrer Masse. Unter
dem Einfluf3 der Zentrifugalbeschleunigung nehmen die Teilchen mit steigender Umdrehungs-
geschwindigkeit eine erhohte Sedimentationsgeschwindigkeit an, wobei die Reibungskraft
einem unbegrenzten Anstieg der Geschwindigkeit entgegenwirkt. Der Sedimentations-
koeffizient s steht daher im Zusammenhang mit dem Molekulargewicht M und dem molaren
Reibungskoeffizienten f:

_M@-vp)

N 7
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Darin ist p die Dichte des Losungsmittels, v das partielle spezifische Volumen der
Makromolekile und N4 die Avogadrozahl. Der Sedimentationskoeffizient hat die Dimension
einer reziproken Zeit und wird in Svedberg-Einheiten angegeben (1S=10" sec).
Durch Zusammenfassung der Einstein-Beziehung
kg 0T

D’
die den Zusammenhang zwischen molaren Reibungskoeffizienten und dem

f ©)

Diffusionskoeffizienten beschreibt und der Gleichung (2) sowie durch Substitution von Na'ks
mit R (Gaskonstante), ergibt sich die Svedberg-Gleichung

s[RLT

") D (4)

Sie ermdglicht die Berechnung des Molekulargewichts der Teilchen aus Sedimentations- und
Diffusionskoeffizienten.

Die Ergebnisse der UZ- und DLS-Experimente sind in Tabelle 6 dargestellt. Sie korrelieren
sehr gut mit den Resultaten der SEC-Untersuchungen, gestatten aber wesentlich
differenziertere Aussagen zum Ausmal3 des Assoziationsgeschehens.

Um den Grad der Assoziation abschétzen zu kénnen, wurde aus den Daten der Sedimenta-
tionsanalysen das Molekulargewicht der Assoziate berechnet. Unstrukturierte Peptide (VT3
und VT4) assoziieren nicht. Die gefundenen Molekulargewichte entsprechen denen der
monomeren Peptide. Die Assoziation beginnt mit der Herausbildung von [-Faltblatt-
strukturen. Dies wird verdeutlicht durch den starken Anstieg bzw. Abfall der Sedimentations-
bzw Diffusionskoeffizienten beim Ubergang zum VTS5, welches konzentrationsabhangig
[B-Faltblattstrukturen ausbildet. Bei einer Konzentration von 1mg/ml wird en
Molekulargewicht der Assoziate von 550 kDa bestimmt. Dies entspricht einer Zusammen-
lagerung von nahezu 200 Monomeren. Eine weitere Verstarkung des Assoziationsverhaltens
wird bel den Peptiden ab einer Doméanenléange von sechs VT-Paaren festgestellt. Die
Stabiliserung der B-Faltblattstrukturen fihrt hier zu Peptidassoziaten von Uber 2000 kDa.
Bel diesen Peptiden verlief die Sedimentation allerdings so schnell, dal3 die Bestimmung der
AssoziatgrofRe mit Unsicherheiten behaftet ist und daher ene Abschézung der
durchschnittlichen  Molekulargewichte  vorgenommen  wurde. Die  ansteigenden
Sedimentations- und abfallenden Diffusionskoeffizienten in der Reihe vom VTS5 zum VT8
verdeutlichen aber, dal3 der Grad der Assoziation mit der Stabiliserung der [-Faltblattstruk-
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Tabelle 6. Assoziationsverhalten von (VT),- und (VT),-DD-Peptiden

Peptid Analytische Ultrazentrifugation Dynamische
Lichtstreuung

M [kDa]'!  sow[S®? Dagw[107 cm?s]? Mg [kDa]* Dao, w [107 cm/g]
VT3 2208  0,462+0,005 18,80+ 0,09 2,204 + 0,027 -
VT4 2408 0491+0,016  17,87+0,14 2,504 + 0,102 -
VT5 2.608 17,16+ 0,05 2,85+ 0,05 556,3 + 11,6 1,35+ 0.06
VT6 2.808  423+1 1,54 + 0,04 2000° 0,85 + 0.06
VT7 3.008 70° 1-2° 2500 0,42 + 0.03
VT8 3.209 120° <1? >3000°% 0,31+ 0.02
VT6-DD 2.808  102+2 4+1 240 + 95 -
VT7-DD 3.008 100° <1? 2000 1,34+ 0.02
VT8-DD 3.209 130° <12 >2000° -

! berechnetes Mol ekulargewicht, > Sedimentations- und Diffusionskoeffizient in wélkriger Losung, bei 20°C,
* experimentell aus den Sedimentations- und Diffusionskoeffizienten ermitteltes Molekulargewicht,

& geschétzter Durchschnittswert

turen einhergeht. Der Unterschied in den ermittelten Diffusionskoeffizienten beli den UZ- und
DL S-Experimenten kann durch den Zusatz von Natriumchlorid bel der UZ erklért werden.
Bel pH 4,4 nehmen die Peptide eine positive Nettoladung an. Die daraus resultierende
Streckung der Molekile kann durch Natriumchlorid teilweise tberwunden werden, wodurch
es zu einem Anstieg der Diffusionskoeffizienten kommt.

Der in den Konformationsuntersuchungen gezeigte unterschiedliche Einflu von
D-Aminosaure-Substitutionen auf p-Faltblattstrukturen kann durch die Assoziations-
experimente bestétigt werden. Kurze B-Faltblattstrukturen werden durch die Substitutionen
sehr stark in ihrem Assoziationsverhalten beeintrachtigt, wéhrend der Einfluld auf
ausgedehntere Sequenzen eher schwach ausféllt. Beim VT6-DD ist das Molekulargewicht
der Peptidassoziate gegeniiber dem des unsubstituierten Peptides (VT6) deutlich verringert,
was mit der betréchtlichen Stoérung der [-Faltblattstrukturierung korreliert. Der hier
festgestellte Unterschied im Assoziationsverhalten zu den SEC-Untersuchungen, bel denen

trotz einer hoheren Ausgangskonzentration von 1 x 10° M keine Assoziation von VT6-DD
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festgestellt werden konnte, kann durch den Verdinnungseffekt der Probe entlang der Saule
erklart werden. Dieser fUhrt zu einer geringeren Mef3konzentration bei der SEC, die sich
gerade bel der konzentrationsabhangigen B-Faltblattstruktur-Ausbildung bemerkbar macht.
Die Verlangerung der VT-Doméne auf sieben und acht Paare fuhrt wieder zur Aushildung
hochmolekularer Assoziate von durchschnittlich tiber 2000 kDa.

Interessanterweise kommt es trotz der betréchtlichen Molekulargewichte der Assoziate nicht
zur Prézipitation. Als Ursache hierfir konnen die hydrophilen N- und C-terminalen
Oktapeptidsequenzen angesehen werden. Sie sind kurz genug, um eine antiparalele
Anordnung der Peptide zuzulassen, gleichzeitig vermitteln sie aber die Lodlichkeit der
Assoziate. Damit haben die VT-Peptide einen entscheidenen Vorteil gegeniber anderen
synthetischen  (B-Faltblattstruktur-bildenden  Peptiden, bei denen eine geringe
Wasserlodlichkeit beobachtet wurde (z.B.: Ostermann & Kaiser, 1985; Altmann et al., 1986;
Zhang et al., 1993; Lazo & Downing, 1997).

2.1.4. Bildung amyloider Strukturen

Amyloide Strukturen sind, wie im Kapitel 1.1.1. beschrieben, durch einen hohen Antell an
assoziierenden (-Faltblattstrukturen (cross-3-Struktur), ihre CR-Anféarbbarkeit und fibrillére
Morphologie charakterisiert. Die Aushildung stabiler, stark assoziierter 3-Faltblattstrukturen
konnte bei (VT).-Peptiden, n= 6 und (VT),-DD-Peptiden, n > 7 nachgewiesen werden (vgl.
Kap. 2.1.2. und 2.1.3.). Ob die Peptidassoziation tatsachlich zu hochgeordneten, fibrilléren
Strukturen fuhrt, sollte mit Hilfe der CR-Anférbung und der Elektronenmikroskopie
bestimmt werden.

2.1.4.1. Kongo Rot Anférbung

CR-angefarbte  Amyloide erzeugen zwischen gekreuzten Polarisatoren eine grine
Doppelbrechung. Voraussetzung fur die CR-Bindung ist die B-Faltblattstruktur und deren
Anordnung in Fibrillen (Glenner et al., 1972; Klunk et al., 1989). Obwohl der molekulare
Mechanismus der CR-Bindung nicht vollsténdig aufgeklart ist, gibt es hinsichtlich der
Ausrichtung des Farbstoffes zwei alternative Vorstellungen. Der Farbstoff lagert sich
zwischen zwei antiparallel zueinander ausgerichtete [3-Strange ein (Turnell & Finch, 1992;

Carter & Chou, 1998), oder er ist in Fibrillenrichtung, d.h. senkrecht zu den [3-Strangen
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orientiert (Klunk et al., 1989). Durch die Ausrichtung der Farbstoffmolekile zueinander
verschiebt sich ihre UV/VIS-Absorption zu htheren Wellenlangen (Klunk et al., 1989), was
auf die Bildung von JAggregaten zurickzufohren ist. Der Effekt der grinen
Doppelbrechung unter gekreuzten Polarisatoren kann mit der verstarkten Doppelbrechung
der Amyloid-Fibrillen aufgrund der eingelagerten Farbstoffmolekile erklart werden (Turnell
& Finch, 1992).

Abb. 17 zeigt, dal3 hochmolekulare (VT),- und (VT),-DD-Peptide in der Lage sind, CR zu
binden. Die angeférbten Peptidaggregate erscheinen rot im Hellfeld (Abb. 17 A) und gelb
bzw. griin zwischen gekreuzten Polarisatoren (Abb. 17 B).

(VT),-Peptide (VT),-DD-Peptide

. <y

Abb. 17. CR-Anféarbung von (VT),- (VT7) und (VT),-DD-Peptidaggregaten (VT8-DD). (A) Hell-
feld und (B) gekreuzte Polarisatoren, Vergroferung 400 x.

Hieraus |&3t sich ableiten, dal3 die Peptidaggregate einen anisotropen Charakter besitzen, der
die Existenz einer reguldren Anordnung der (3-Strénge beschreibt. Interessant ist, dal3 gerade
die (VT),-DD-Peptide die charakteristische griine Doppelbrechung erzeugen, wahrend die
der (VT).-Peptide gelb ist. Daraus kann eine unterschiedliche Wechselwirkung des
Farbstoffes mit den Peptidaggregaten abgeleitet werden, die sich auch im unterschiedlichen
Fibrillencharakter bemerkbar macht (siehe Elektronenmikroskopie).
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2.1.4.2. Elektronenmikroskopie

Elektronenmikroskopische Untersuchungen bestétigen, dald3 es zur Ausbildung geordneter
Strukturen kommt. Die Peptide bilden Fibrillen (Abb. 18). Es bestehen jedoch
mor phologische Unterschiede zwischen den Fibrillen der (VT),- und (VT).-DD-Peptide. Die
unverzweigten, gekrimmten Fibrillen der (VT),-Peptide sind 7-9 nm breit und bis zu 100 nm
lang. Sie entsprechen in ihren Dimensionen denen von Amyloiden, die 5-13 nm breit sind,
und Léngen bis zu 3 um aufweisen (Lansbury, 1992; Rochet & Lansbury, 2000), jedoch eine
gestreckte Form besitzen. Die Fibrillen der (VT),-DD-Peptide sind 5-7 nm breit, aber
wesentlich langer (bis zu 350 nm). lhre gestreckte Form, die auf eine hthere Ordnung der
Struktur im Vergleich zu den (VT).-Peptiden hinweist, entspricht sehr gut dem
morphologischen Erscheinungsbild von natirlichen Amyloiden. Sowohl die Fibrillen-
morphologie als auch die griine Doppelbrechung nach der CR-Anférbung weisen darauf hin,
daid die (VT),-DD-Peptide die besseren Amyloid-Bildner sind.

(VT),-Peptide

Abb. 18. Elektronenmikroskopische Aufnahmen von negativ kontrastierten Fibrillen
(2% wéRriges Uranylacetat) aus waRrigen Lésungen (2 x 10* M) von (VT),-
(VT8) und (VT),-DD-Peptiden (VT8-DD). Der Balken entspricht 1200 nm.

Zusétzlich wurden die Peptide VT7 und VT7-DD (20 mg/ml in Wasser) mittels Rontgen-
Weitwinkelstreuung und Rontgen-Kleinwinkelstreuung untersucht (Damaschun, personliche
Mitteilung). Im Rontgen-Weitwinkelstreudiagramm wurden Reflexe bel Braggwerten von

1,05 nm und 0,47 nm nachgewiesen. Diese Abstande sind ein zwingender Beweis fir das
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Vorliegen einer cross--Struktur, einem wichtigen Charakteristikum von Amyloiden. Aus
den Rontgen-Kleinwinkeldiagramm kann abgeleitet werden, dal3 die Amyloid-Fibrillen der
beiden Peptide einen eliptischen Querschnitt mit den Abmessungen 10,6 nm x 5,3 nm (VT7)
und 9,40 nmx 4,75 nm (VT7-DD) aufweisen. In den Amyloid-Fibrillen des VT7-DD ist
gegeniiber denen des VT7 die cross-B-Struktur etwas besser in Richtung der Fibrillenachse
geordnet. Damit bestdtigen die Streuexperimente sehr gut die Uber die Elektronen-
mikroskopie charakterisierte Morphologie der Amyloid-Fibrillen.

2.1.5. Bewertung der Peptidmodelle

Es konnte gezeigt werden, dal3 eine de novo Peptidsequenz in der Lage ist, Uber stabile
[-Faltblattstrukturen in hochmolekulare, amyloide Strukturen zu assoziieren. Damit wird die
Annahme gestiitzt, dal3 es sich bei Amyloiden um einen Zustand handelt, der von vielen
Peptiden und Proteinen unter bestimmten Bedingungen eingenommen werden kann. Der
amphipathische Charakter der VT-Sequenz beglnstigt die Ausbildung und Stabilisierung der
[-Faltblattstrukturen sowie deren Assoziation in Amyloid-Fibrillen. Diese Tatsache wurde
kirzlich von ener anderen Studie bestétigt, die den Zusammenhang zwischen der
Aminosauresequenz und der Bildung von amyloiden Strukturen mittels kombinatorischer
Bibliotheken beschrieben hat (West et al., 1999). Danach bilden bevorzugt Sequenzen mit
bindren Mustern aus polaren und unpolaren Aminosauren Amyloid-Fibrillen. In natirlich
vorkommenden Polypeptiden ist dieser bindre Code jedoch selten vertreten (West et al.,
1999), was darauf schliessen [&f3t, dald im Laufe der Evolution eine Selektion gegen diese
bevorzugt Fibrillen-bildenden Sequenzen stattgefunden hat. Damit wird unterstrichen, dal3
die Amyloid-Bildung kein sequenzspezifisches Phdnomen ist.

Die hohe Stahilitdt der gebildeten B-Faltblattstrukturen gegenitiber Temperatureinfliissen,
denaturierenden Agentien, Verdnderungen der Losungsmittelumgebung sowie Struktur-
destabiliserenden Aminosauren (vgl. Kap. 2.1.2.) unterstreicht die auergewohnlich hohe
Resistenz amyloider Strukturen und verdeutlicht damit auch die Schwierigkeiten, die mit der
Suche nach therapeutischen Ansétzen, die die Auflésung bereits gebildeter Amyloid-Plagues
zum Zidl haben, verbunden sind. Aufgrund ihrer sehr guten Wasserloslichkeit besitzen die
V T-Peptide gegenliber einer Reihe anderer amyloider Peptidmodelle (wie z.B.: Aggelli et al.,
1997; Lazo & Downing, 1997; Zhang et al., 1993) einen grof3en Vortell. Mit ihnen konnte

erstmals ein Zusammenhang zwischen der Stabilisierung von p-Faltblattstrukturen und ihrem
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Assoziationsvermogen beschrieben werden. Als einfache und vor alem sehr gut handhabbare

Modelle, die in ihren abgestuften Eigenschaften hinsichtlich von Konformation und

Assoziationsneigung umfassend charakterisiert sind, hat sich ihr Einsatz im Rahmen

verschiedener Fragestellungen bereits bewahrt.

i)

Fur die Quantifizierung von Peptiden/Proteinen und die Interpretation von
Massenspektren  komplexer  Peptidgemische  (mass  fingerprinting) ~ wurden
Untersuchungen zum Einflul? struktureller Faktoren auf die lonisierungsausbeuten
durchgefuhrt. Es wurde gezeigt, dal3 die Signalintensitdt von Peptiden durch die
Ausbildung von Sekundérstrukturen beeinfludt wird. Im Vergleich zu unstrukturierten
Peptiden (VT3, VT4) zeigen insbesondere (B-faltblattstrukturierte Peptide (VT6, VT7,
VT8), die eine hohe Assoziationsneigung besitzen, drastisch reduzierte Peakintensitéten
(Wenschuh et al., 1998).

Darlber hinaus wurden die Amyloid-bildenden V T-Peptide als geeignetes Modell fur die
Bewertung von Massenspektren hochassozierender Alzheimer-Peptide genutzt (Kraus et
al. 2000). Im Zentrum dieser Untersuchungen steht das Studium von Konformations-

induzierten Assoziationsprozessen des Alzheimer-Peptides Af.

i) Studien zur Membrangangigkeit amphipathischer Peptide haben gezeigt, dal3 neben

amphipathisch a-helikalen Peptiden auch kurze (-Faltblattstruktur-bildende Peptide wie
das VTS5 in das Zelinnere penetrieren und damit potentielle Vektoren fur den
Transmembrantransport von bioaktiven Oligopeptiden und Peptiden darstellen (Oehlke
et al., 1997).
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2.2. Konformation und Assoziation des Alzheimer -Peptides A3(1-42)

Der strukturelle Ubergang des Alzheimer-Peptides A von einer |3slichen, monomeren Form
in eine assoziierende, B-faltblattstrukturierte Konformation wird als initialer Schritt fur die
Bildung pathogener Amyloid-Fibrillen angesehen (vgl. Kap. 1.3.2.). Zur Erkennung struktur-
sensitiver Bereiche innerhalb der AB(1-42)-Sequenz, die diesen konformationellen Ubergang
auslosen, sollte die Sekundarstruktur des Peptides positionsspezifisch destabilisiert und damit
die Umfaltung des Peptides initiiert werden. Wie im ersten Teil der Arbeit beschrieben,
kénnen durch D-Aminosdure-Substitutionen a-Helices und kurze B-Faltblattstrukturen lokal
destabilisert werden (vgl. Kap. 2.1.2.5. und 2.1.2.6.). Ein komplettes D-Aminosiure-
Substitutionsset  stellt  ein geeignetes Werkzeug dar, um eine ortsaufgeloste
Strukturdestabiliserung vorzunehmen, ohne andere Eigenschaften des Peptides, wie z.B.
Hydrophobie oder Seitenkettenfunktionalitdt, zu verdndern. Damit sollte es mdglich sein,
konformationelle Verdnderungen des AB zu untersuchen, ohne die fir das
Assoziationsverhalten des Peptides zentrale Bindungsdoméane in ihren hydrophoben
Eigenschaften zu verandern. Da A3(1-42) eine ausgepragte Assoziationstendenz besitzt, ist
es wichtig, die Strukturstérung ausgehend von einer stabilen monomeren, |6dlichen
Konformation des Peptides, wie sie z.B. in TFE vorliegt, vorzunehmen. In TFE ist das Peptid
teilweise a-helikal strukturiert. Dieser Anteil korreliert mit Strukturvorhersagen nach Chou-
Fasman. Es wird daher vermutet, dal? ein konformationeller a — B-Ubergang des Alzheimer-

Peptides einen moglichen Mechanismus fir die Ausdsung der Fibrillogenese darstellt.

2.2.1. Synthese und Reinigung eines AB(1-42) D-Aminosaure-Substitutionssets

Das Substitutionsset des A(1-42) (Tabelle 7) besteht aus analogen Peptiden, die sich nur in
den Positionen des Doppel-D-Aminosdure-Austausches unterscheiden. Das starke Aggre-
gationsverhaten der Alzheimer-Peptide, das insbesondere bel der 42 Aminosauren langen
Variante durch den hydrophoben C-Terminus extrem verstarkt ist, fihrt aufgrund von
Loslichkeitsproblemen zu Schwierigkeiten bel der Synthese und Reinigung der Peptide. Die
Mehrzahl aller Studien wurde deshalb mit verkirzten Sequenzen des Alzheimer-Peptides
durchgefuihrt. Als Strategien fur die Herstellung des Gesamtmolekiils wurden Fragmentkupp-
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Tabelle 7. AB(1-42) Doppd-D-Aminosdure-Substitutionsset

Peptid Sequenz D-Aminosiure-
Substitution
AB(1-42) DAEFRHDSGY EVHHQKLVFFPPAEDVGSNKGAIIGLMVGGV VA -
D-1/2 DAEFRHDSGY ’EVHHQKLVFFPAEDVGSNKGAI IGLMVGGV VA di,a2
D-3/4 DAEFRHDSGY °EVHHQKLVFFAEDVGSNK GA®I IGLMVGGV VA e3,f4
D-5/6 DAEFRHDSGY °EVHHQK LVFFPAEDV GSNKGAIGLMVGGVVOIA r5,h6
D-7/8 DAEFRHDSGY °EVHHQK LVFF?°AEDVGSNK GA I IGLMVGGV VI A d7,s8

D-10/11  DAEFRHDSGY °EVHHQKLVFFPAEDVGSNKGAIGLMVGGV VA y10,e11
D-11/12  DAEFRHDSGY *EVHHQKLVFF°AEDVGSNKGAIIGLMVGGV VA ell,v12

D-13/14  DAEFRHDSGY °EVHHQKLVFF°AEDVGSNKGA*IIGLMVGGV V™ h13,h14
D-15/16  DAEFRHDSGY °EVHHOK LVFF°AEDVGSNKGA ¥ IGLMVGGVVIA q15,k16
D-17/18  DAEFRHDSGY °EVHHQKLVFF°AEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIA 117,v18

D-19/20  DAEFRHDSGY EVHHQKLVEF?’AEDVGSNKGA IGLMVGGVV*IA 19,f20
D-21/22  DAEFRHDSGY *EVHHQKLVFFPAEDVGSNKGAIIGLMVGGV VA a21,e22
D-23/24  DAEFRHDSGY *’EVHHQKLVFFPAEDVGSNKGAIIGLMVGGV VA d23,v24
D-26/27  DAEFRHDSGY *’EVHHQKLVFFPAEDVGSNKGAIIGLMVGGV VA $26,n27
D-27/28  DAEFRHDSGY *’EVHHQKLVFFAEDVGSNK GA%IGLMVGGVVIIA n27,k28
D-30/31  DAEFRHDSGY *EVHHQKLVFFAEDVGSNKGA® IGLMVGGV VA a30,i31

D-31/32  DAEFRHDSGY EVHHQKLVFFPAEDVGSNKGA® I GLMVGGVVIIA i31,i32
D-34/35  DAEFRHDDGY °EVHHQKLVFF°AEDVGSNKGA3IGLM VGGV V4 134,m35
D-35/36  DAEFRHDDGY °EVHHQKLVFF°AEDVGSNKGA3IGLM VGGV V| m35,v36
D-39/40  DAEFRHDDGY °EVHHQKLVFF°AEDVGSNKGA I IGLMVGGVYVIA v39,v40
D-41/42  DAEFRHDDGY °EVHHQKLVFF?°AEDVGSNKGA® I IGLMVGGV V| i41,a42

!D-Aminosiuren sind unterstrichen.

lungen, der Einsatz von Fmoc-Aminosaurefluoriden, HATU (O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-
1,3,3-tetramethyluronium  hexafluorophosphat) as Kupplungsreagenz sowie die
chromatographische Reinigung unter basischen Bedingungen vorgeschlagen (Berger et al.,
1994; Milton et al., 1999; Fukuda et al., 1999).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde jedoch gezeigt, dal3 mittels automatischer Festphasen-
synthese und Fmoc-Chemie die Gesamtsequenz und 20 analoge Varianten des A3 erfolgreich
synthetisiert werden kénnen. Das Standardprotokoll der Peptidsynthese wurde in der Weise
geandert, dal? fur eine effiziente Abspaltung der Fmoc-Gruppe in der hydrophoben Region
Ala42-Lys28 2% DBU (1,8-Diazabicyclo[5.4.0]-undec-7-en[1,5-5]) zur LOsung aus
20% Piperidin/80% Dimethylformamid (v/v) zugesetzt wurden. Die Reinigung der Roh-
peptide mittels RP-HPLC und dem Standard-Gradientensystem ACN/Wasser-0.1% TFA
konnte dadurch verbessert werden, dal3 zur Verringerung der Peakbreiten unter erhthten
Temperaturen bei 85°C gearbeitet wurde. Die separierten Fraktionen wurden mittels
MALDI-MS charakterisiert.
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2.2.2. a-Helikale Domanen im AB(1-42)

Eine lI6diche Form von AB(1-42) wurde in 80% TFE/20% Wasser (v/v) stabilisiert. Es
konnte gezeigt werden, dal3 das Peptid unter diesen Bedingungen zu 40% a-helikal vorliegt
(vgl. Abb. 23). Charakteristisch hierfur ist das Doppelminimum bei 208 und 222 nm. Eine
Verringerung der TFE-Konzentration fuhrte zum Anstieg des 3-Faltblattstruktur-Anteils.

Zur Lokaliserung der Sekundérstrukturelemente wurden NMR-Untersuchungen
durchgefuihrt. Die komplette Bestimmung aller Protonenresonanzfrequenzen erfolgte nach
Standardprozeduren auf der Basis von COSY (Korrelationsspektroskopie), TOCSY
(vollstandige Korrelationsspektroskopie) und NOESY (Spektroskopie mit Kern-Overhauser-
Effekt und Austausch) Spektren (Tabelle 8). Dabei dienten die sequentiellen NH(i)-NH(i+1),
CaH(i)-NH(i+1) und CpBH(i)-NH(i+1) NOE Crosspeaks der positionsspezifischen
Zuordnung einzelner Aminosauren im Gesamtmolekdl. In Abb. 19 sind ausgewdhlte
sequentielle NH(i)-NH(i+1) NOE Crosspesks im Amidbereich des NOESY -Spektrums

markiert.
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Abb. 19. NH-NH Bereich des 600 MHz NOESY Spektrums in 80% TFE/20% Wasser bel 300K.
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Tabelle 8. Zuordnung der Spinsysteme des A3 (1-42)

AS Chemische Verschiebung (ppm)
|NH |caH | cpH | cyH | Andere
D1 4.2480 2.9850 3.0820
A2 8.5600 4.2440 1.3750
E3 8.1340 4,1280 2.0310 2.0700 2.4030*
F4 7.8050 4.4280 3.1030 3.1910 7.1900 7.1500
R5 8.2410 4.0460 1.7980 1.9210 1.5890 1.6200 3.1510 7.1500
H6 8.2380 45270 3.2480 3.3220 7.2550
D7 8.4140 4.6730 2.9100*
S8 8.2460 4.2570
G9 8.3100 3.9980*
Y10 7.9540 4.2480 3.1140 3.1140 6.7140 7.0470
Ell 8.2590 4.0790 2.2920* 2.5720*
V12 8.3130 3.7420 2.1050 1.0560 0.8980
H13 7.9980 4.2340 3.2650* 7.2460
H14 8.4160 4.2030 3.2800* 7.1660
Q15 8.2860 3.9070 2.1390 2.2270 2.3350* 6.2630 6.5390
K16 7.9680 4.0600 1.9510 1.4700 1.6590 2.9020
L17 7.5900 4.2060 1.7170 1.4720 1.6950 0.8420
V18 7.7550 3.5950 2.0240 0.8320*
F19 8.0840 4.3350 3.2130* 7.1650 7.246
F20 8.4050 4.2480 3.3000*
A2l 8.6610 3.9300 1.5330
E22 8.4100 4.0890 2.0750 2.1900 2.4070 2.6320
D23 8.2570 4.4540 2.7760 2.7760
V24 8.2040 3.6940 1.8700 0.6980 0.7950
G25 8.1560 3.8360 3.8650
S26 7.9580 4.3530 3.9900*
N27 7.9060 4.7230 2.8320 2.9050 6.4310 7.2890
K28 8.0680 4,1310 1.8670 1.9080 1.4680 1.5290 1.6700 2.9700
G29 8.2090 3.8390*
A30 7.6870 4.2100 1.4680
131 7.5510 3.9280 1.9830 1.2590 0.9550 0.8750
132 7.8020 4.2140 1.9100 1.2370 0.9100 0.8650
G33 7.9060 3.8420 3.8080
L34 7.8050 4.2250 1.6100* 0.8630*
M35 8.0960 4.3200 2.1370 2.2710 2.5320 2.7130
V36 8.3120 4.0000 2.1970 0.9440 1.0140
G37 7.9610 3.8730 3.9310
G38 7.8700 3.9360*
V39 7.6350 4.0610 2.1230 0.9080 0.9440
V40 7.6000 4.0680 2.0590 0.9060 0.9380
141 7.6300 4.3410 1.3980 0.9580*
A42 8.4420 4.2540 1.3390

! Aminoséure; * degenerierte chemische Verschiebungen
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Die Ermittlung der Sekundarstruktur von AB(1-42) basierte auf der Interpretation
nichtsequentieller NOE Crosspeaks sowie auf der Analyse von chemischen Verschiebungen
der Ca-Protonen. So wurden fur a-Helices typische CaH(i)-NH(i+3), CaH(i)-NH(i+4) und
CaH(i)-CBH(i+3) NOEs, die sich aus der rdumlichen N&he benachbarter Helixwindungen
ergeben, ausschliefdlich in den beiden Peptidsegmenten Glull-Val24 und Lys28-Val36
gefunden. Dieses Ergebnis helikaler Sekundérstruktur in zwel Peptidsegmenten konnte
eindeutig durch Hochfeldverschiebungen von Ca-Protonen im Vergleich zu tabellierten
"random coil” Werten (Wishart et al, 1995) bestétigt werden, wenn das Kriterium fur die
Sekundérstruktur-Zuordnung mit dem Wert von <-0,1 ppm fir mindestens drei in der
Primérsequenz aufeinanderfolgende Aminosauren vorausgesetzt wird. In Abb. 20 A sind die
Differenzen von chemischen V erschiebungen zwischen gemessenen und tabellierten ”random
coil” Werten von Ca-Protonen aufgetragen. Interessanterweise kann aus der Analyse der
chemischen Verschiebungen auch fir das N-terminale Segment Glu3-His6 die Existenz einer
helikalen Windung vorhergesagt werden, was sich durch entsprechende NOEs zwischen Glu3
und His6 bzw. Asp7 aber nicht bestétigen 1&3t. Die Berechnung der 3D-Struktur in Lsung
basiert auf einer quantitativen Auswertung der NOEs, also der Umrechnung von NOE-Peak-
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Abb. 20. (A) Differenzen zwischen gemessener chemischer Verschiebung der Ca—Protonen und
tabellierten "random coil” Werten, (B) lokaler RMSD von 15 berechneten Strukturen
im Vergleich zu gemittelten Strukturkoordinaten.
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intensitdten in Abstandsinformationen und der Einbeziehung von 3 INh-aH Kopplungs-
konstanten. Die dabei ermittelten 287 Interprotonenabstande und Winkelrestriktionen gingen
als experimentelle Vorgaben in Distanzgeometrie-Berechnungen mit dem Ziel ein, 50
zufdllige Konformationen als Startstrukturen for simulated annealing (SA, simuliertes
Tempern) Prozeduren zu erzeugen. Das Ergebnis der SA-Berechnungen ergab fur AB(1-42)
15 Strukturen, die frei von Distanzverletzungen groRer als 0.03 A und Verletzungen von
Diederwinkeln >1° waren (Tabelle 15, siehe 4.2.8.). Die gute strukturelle Ubereinstimmung
der 15 Konformationen driickt sich in root mean sguare deviation (RSMD, Wurzel der
mittleren Fehlerquadrate) von 0.6 A fiir die Riickgratatome N, Ca, C' in den Peptid-
segmenten Glull-Val24 und Lys28-Va36 aus (Abb. 20 B). Damit bestétigen die Ergebnisse
der SA-Berechnungen, die bereits sowohl aus der Analyse der chemischen Verschiebung als
auch aus der Existenz der NOEs gezogenen Schluf3folgerungen hinsichtlich der Stabilisierung
helikaler Sekundarstrukturen in den Peptidsegementen Glull-Va24 und Lys28-Val36. Wie
Abb. 21 zeigt, kann die Sekundarstruktur von AB(1-42) dariiber hinaus mit flexiblen N- und C-
Termini (Aspl-Tyrl0, Gly37-Alad2) sowie einer flexiblen Linkerregion Gly25-Ser26-Asn27

zwischen den beiden Helices charakterisiert werden.

Abb. 21. Schematische Ribbondarstelung von AB(1-42) generiert mit
MOLMOL (Koradi et al., 1996). Zur Verdeutlichung der
flexiblen Linkerregion zwischen den zwe Hedlices ist die C-ter-
minale Helix mit verschiedenen Orientierungen dargestellt.
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Das vorliegende Ergebnis korreliert sehr gut mit anderen NMR-Studien, die zwel stabile
o-Helices im Sequenzbereich GIn15-Asp23 und 11e31-Met35 in 40% TFE fur AB(1-40)
(Sticht et al., 1995) bzw. GIn15-Val24 und Lys28-Val36 in mizellarem SDS fir AB(1-40)
und AB(1-42) lokalisiert haben (Coles et al., 1998; Shao et al., 1999). Die gefundenen
Differenzen in den Langen der Helices konnen durch die unterschiedlichen strukturstabili-
sierenden Losungsmittel erklart werden (40% TFE bzw. mizellares SDS versus 80% TFE).
Daruiber hinaus stitzt die gefundene, potentiell helikale Doméne im N-terminalen Bereich des
Peptides (Glu3-Hist) Ergebnisse von NMR-Studien des Fragments AB(1-28) in 60% TFE
(Barrow & Zargorski, 1991). Insgesamt besteht eine gute Ubereinstimmung zwischen der
nach Chou-Fasman vorhergesagten Struktur und den experimentell in unterschiedlicher
Ldsungsmittelumgebung erhaltenenen Konformationsvorstellungen von A (Abb. 22). Das
unterstreicht, daf3 durch den Zusatz Struktur-stabilisierender Lésungsmittel die intrinsische
Neigung der AB-Sequenz zur Aushbildung a-helikaler Strukturanteile unterstiitzt wird. Die
Stabiliserung einer monomeren, a-helikalen Struktur des AP konnte unter physiologischen
Bedingungen stattfinden, wenn das Peptid im humanen Plasma oder in der Cerebrospinal-

flissigkeit an Lipoproteine, Albumin, ApoJ, a2-Makroglobulin oder Transthyretin bindet

| AB(1-42): DAEFRHDSGY EVHHQKLVFFPAEDV GSNK GA®IIGLMVGGVV4IA |
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Abb. 22. Konformation von Ap—Peptiden.
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(Schwarzman et al., 1994; Matsubara et al., 1995; Biere et al., 1996.; Du et al., 1998). Mit
FTIR-mikrospektroskopischen Untersuchungen am Synchroton konnte gezeigt werden, dal3
AP in der grauen Substanz des Gehirns signifikante Anteile von a-helikaler Struktur aufweist
(Choo et al., 1996).

2.2.3. a - B Ubergang

Die durch die D-Aminosaure-Substitutionen ausgeldsten konformationellen Verdnderungen
wurden mittels CD- und FTIR-Spektroskopie untersucht. Die CD-Studien zeigen (Abb. 23),
dal3 es moglich ist, die a-helikale Konformation des AP(1-42) positionsspezifisch zu
destabiliseren. Wahrend die meisten D-Analoga (z.B. D-5/6) ihre Konformation nicht andern
und a-helikal bleiben, wird durch die D-Aminosiure-Substitution im zentralen Bereich der
Sequenz (17-21) die Helizitat der Peptide deutlich reduziert und gleichzeitig der Ubergang in
eine P-Fatblattstruktur induziert. Kennzeichnend hierfir sind der Ubergang des
Doppelminimums bei 208 und 222 nm in ein Minimum um 215-218 nm sowie die

Intensitétsreduzierung des Maximums beli 190 nm.
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Abb. 23. Effekt von D-Aminosaure-Substitutionen auf die Hdixstabilitdt von
AB(1-42). CD-Spektren ausgewdhlter D-Analoga in 80% TFE/ 20%
Wasser (v/v) bei einer Peptidkonzentration von 2 x 10° M.
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Im Unterschied zur CD-Spektroskopie konnen dber FTIR-Untersuchungen [-Faltblatt-
strukturen separat detektiert werden. Das gesamte D-Aminosaure-Substitutionsset wurde
deshalb mittels FTIR-Spektroskopie untersucht. Die Ergebnisse, die mit den CD-Unter-
suchungen konsistent sind, verdeutlichen, daR ein a— (3 Ubergang von AB(1-42) durch
positionsspezifische D-Aminosaure-Substitution ausgeldst werden kann. Die FTIR-Spektren
des AB(1-42) und der meisten D-Anaoga sind durch eine fur a-helikale Strukturen typischen
Amid-1-Bande bei 1654 cmi* dominiert (Abb. 24 A). Die IR-Spektren derjenigen D-Anaoga,
die Substitutionen innerhalb der Helix | enthaten (auler D13/14 und D-15/16), besitzen
neben der a-Strukturbande eine zusitzliche Bande bei einer Wellenzahl von 1634 cmi”, die
die Aushildung von B-Fatblattstrukturen anzeigt. Wird das Verhdtnis von - und a-
Strukturbande aufgetragen, so ergibt sich ein Profil (Abb. 24 B), woraus abgeleitet werden
kann, dal3 die Destabiliserung der Helix | (11-24) durch die Substitution in den Positionen
17-24 (LVFFAEDV), sowie mit einem geringeren Effekt in den Positionen 10-12 (YEV) die

2

AB(1-42
T 1T 17 1 T T T T 1 T T T T 17 T 1771
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Abb. 24. Auslésung enes o-f Uberganges durch positionsspezifische D-Aminosiure-
Substitutionen im AB(1-42). (A) FTIR-Spektren in der Amid-1-Region nach Fourier-
Dekonvolution des Af3(1-42) D-Aminosdure-Substitutionssets in 80% TFE-d1/20%D,0
be einer Peptidkonzentration von 4,4x 10* M, (B) Verhdltnis von B- und a-
Strukturbande.
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Ausbildung von (-Faltblattstrukturen initiiert. Der schwache Einflufd der Substitutionen im
Bereich 13 bis 16 (HHQK) kann durch das unterschiedliche Potential der einzelnen
D-Aminosauren zur Helixdestabiliserung erklart werden. Wie anhand eines a-helikalen
Peptidmodells gezeigt wurde, fuhrt z.B. die Substitution von Val/Va gegen D-Va/D-Va im
Vergleich zu His/His gegen D-His/D-His zu einem deutlich verringerten Destabilisierungs-
effekt, der sich in einer entsprechenden Anderung der freien Energie von 7.1 kJ/mol bzw.
1.6 kJ/mol bemerkbar macht (Krause et al., 2000).

Sowohl tber CD als auch FTIR-Spektroskopie konnte somit nachgewiesen werden, dal3 das
Potential fur die Audésung eines a— 3 Ubergangs von AB(1-42) innerhalb der Helix |
(11-24) liegt. Weder die Helix 11 (28-36) noch der N- und C-Terminus des Peptides spielen
eine Rolle fir den konformationellen Ubergang des Alzheimer-Peptides in eine B-Faltblatt-
struktur. Dieses Ergebnis steht in Korrelation zu friheren Studien, die mit verkirzten AB-
Peptiden durchgefuihrt wurden. Wahrend das C-terminale Fragment A[3(29-42) unabhangig
von pH und Temperatur stets p-faltblattstrukturiert ist, kann das N-terminale Peptid
AB(1-28) in Abhangigkeit von der Losungsmittelumgebung seine Konformation verdndern
(Barrow & Zargorski, 1991; Barrow et al., 1992, Zargorski & Barrow, 1992). Den stérksten
Effekt auf die Helix-Destabilisierung von AB(1-42) und damit auf den Ubergang in eine
(-Faltblattstruktur hatten die D-Aminosdure-Substitutionen im Bereich 19-22. Exakt in
dieser Region sind die beiden Punktmutationen Ala21 - Gly (Flemish type) und Glu22 - GIn
(Dutch type) von A lokalisiert. Dal3 diese Mutationen tatsachlich die Sekundérstruktur von
AR destabilisieren und den Ubergang in eine B-Faltblattstruktur einleiten, konnte bereits in
friheren Studien nachgewiesen werden. Die Substitution Ala21 - Gly fordert in TFE den
Ubergang des Fragments AB(19-35) von einer a-helikalen in eine B-faltblattstrukturierte
Konformation (El-Agnaf et al., 1998). Diese konformationelle Verdnderung hat
weitergehende Konsequenzen. Sie reduziert, vermutlich aufgrund einer fehlenden
Substraterkennung, die Spaltung zwischen den Aminosaureresten 16 und 17 der A[3-Region
von ABPP durch die a-Sekretase und erhdht damit die Freisetzung von A (Lammich et al.,
1999). Durch die Mutation Glu22-GIn wird entsprechend der Chou-Fasman
Sekundérstrukturvorhersage (Chou & Fasman, 1978) die Stabilitét der zentralen a-helikalen
Region von AP verringert. Es konnte gezeigt werden, dal3 sie zu einem Konformer mit

deutlich erhohtem B-Faltblattstruktur-Anteil fuhrt (Fabian et al., 1993a). Im Unterschied
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dazu resultiert eine Helix-Stabiliserung von AP(1-40) durch die Substitution von
Val8- Alain einem Analogon mit verminderten amyloiden Eigenschaften. Die Bedeutung
der Aminosdure-Region 11-24 von AB(1-42) wird durch die Interaktion des Peptides mit
Molekilen, wie ApoE, Glycoaminoglycanen oder Nikotin, die die Amyloid-Bildung
beeinflu3en, unterstrichen. ApoE bindet innerhalb des Sequenzabschnittes 12-28 von A (Ma
et al., 1994). In TFE induziert es dadurch einen o - B-Ubergang von AB(1-40) (Soto et al.,
1996). Glycoaminoglycane binden an die Doméne 12-17 (Brunden et al., 1993). Sie fordern
wie auch das ApoE die Amyloid-Bildung von AB. Im Gegensatz dazu inhibiert Nikotin die
Fibrillenbildung von AB. Es bindet an eine a-helikale Doméne innerhalb der Region 1-28,
und verhindert daher vermutlich einen a — 3 Ubergang von AB(1-42) (Salomon et al., 1996).

2.2.4. Assoziationsver halten

Um nachzuweisen, da3 der durch die D-Aminosdure-Substitutionen ausgeldste a- 3
Ubergang auch unter den angewendeten Bedingungen zur Peptidaggregation unter
Ausbildung von  Amyloid-Fibrillen  fdhrt, wurden  Lichtstreuungsexperimente,
Untersuchungen mit Thioflavin T, elektronenmikroskopische Untersuchungen sowie

Experimente zur Inhibierung der Amyloid-Bildung durchgefihrt.

Lichtstreuungsexperimente. Mit Hilfe von statischer und dynamischer Lichtstreuung
wurden die relative Streuintensitét 1,y und die Verteilung der Stokes-Radien Rs bestimmt.
Beide Werte kdnnen dazu genutzt werden, um das Assoziationsverhalten der Peptide zu
beschreiben. Da schon Spuren grofRer Partikel das Ergebnis verfalschen konnen, ist eine
Filtration der Probe notwendig. Das Sedimentieren solcher Partikel war nicht mdglich, da es
aufgrund der hohen Dichte der 80% TFE/20% Wasser-L6sung zur Flotation der geldsten
Bestandteile kam. Da in Betracht gezogen werden muf3te, dal? durch die Filtration (100 nm)
auch ein Teil der hochmolekularen Assoziate abgetrennt wird, wurde die Peptidkonzentration
vor und nach der Filtration spektralphotometrisch bestimmt. Die Ausgangskonzentration der
Peptide entsprach in allen Féllen 1 mg/ml. Die Auswirkung der Filtration ist in Tabelle 9
dargestellt. Im Fall der Analoga D-19/20 und D-21/22 wurden rund 50% der Peptide durch
den Filter zuriickgehalten, was zeigt, dal3 durch den a— 3 Ubergang eine starke Assoziation
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Tabelle 9. Assoziationsverhalten von AQB(1-42) und ausgewédhlten D-Analoga in 80% TFE/
20% Wasser (V/v).

Peptid Filtrationsschritt* Dynamische Lichtstreuung der filtrierten Probe
Anteil zuriickgehaltener e Rs as [NM]
Assoziate [%]
AB(1-42) 0 0,4 21
D-1/2 5 3,0 22
D-11/12 0 0,8 14
D-17/18 12 2,8 17
D-19/20 44 12,1 29
D-21/22 53 12,1 24
D-23/24 3 6,3 19
D-34/35 0 4,4 20

'Filter mit 100 nm PorengréiRe

ausgelost  wird. Auch fur das Analogon D-17/18 konnte ein Antell hochmolekularer
Assoziate gefunden werden. Dieser zeigt aber mit 12% ein geringeres Ausmald der
Assoziation an. Im Vergleich dazu konnten fur das unmodifizierte AB(1-42) keine hoch-
molekularen Assoziate nachgewiesen werden. Das unterschiedliche Assoziationsverhalten der
AB-Peptide konnte durch die Lichtstreuungsexperimente bestétigt werden. Die relative
Streuintensitét ist im Vergleich zum AB(1-42) bei den D-Analoga mit Substitutionen in den
Positionen 19-24 stark erhoht (Tabelle 9), was einen Hinwels auf Assoziate in den filtrierten
Proben liefert. Interessanterweise zeigt das Analogon D-11/12 keine erhthte Streu-
intensititdt, obwohl es ebenfalls einen schwachen a - B Ubergang durchlzuft (vgl. Abb. 24).
Die GroRenverteilung der Partikel zeigt fur ale Peptide zwei Hauptradien, Rs=1.1 £ 0.1 nm,
der die Monomere reprasentiert, und Rsag=19...29 nm_ (Tabelle 9), dem durchschnittlichen
hydrodynamischen Radius der Peptidassoziate. Die entsprechende Peakflache a, in der
GroRenverteilung korreliert dabei mit den Intensitéten 4. Der Aggregatanteil im Filtrat
wurde exemplarisch fur AB(1-42) als unmodifiziertes Peptid zu 0% und fur das am stérksten
assoziierende Analogon D-21/22 zu 30% abgeschétzt.
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Die Ergebnisse der Lichtstreuung korrelieren sehr gut mit dem konformationellen Verhalten
der D-Aminoséure-substituierten Analoga des AP. Den dstarksten Effekt auf die
Konformation und Assoziation von A[3(1-42) zeigte die Strukturstorung im Bereich der
Aminosiuren “FFA®E, aso jener Region, in der die natiirlich vorkommenden
Punktmutationen Ala21 - Gly und Glu22 - GIn lokalisiert sind. Neben diesen Mutationen
wurden auch Modifikationen, wie z.B. Razemisierungen und Isomerisierungen, beschrieben,
die die Aggregation des Peptides beschleunigen (Tomiyama et al., 1994, Fukuda et al.,
1999). Wéhrend die Razemisierung bzw. Isomerisierung von Asp23 in APB(1-35) und
AB(1-42) das Aggregationsverhaten stark beeinfluf3t, bewirkt die entsprechende Modifi-
zierung von Asp7 kaum einen Effekt. Mit den vorliegenden Ergebnissen konnen diese
Studien bestétigt werden. Erhdhte Mengen an razemisiertem und isomerisiertem Aspartat
wurden in isolierten cerebralen und vaskuléren Alzheimer-Plaques gefunden (Shapira et al.,
1988; Roher et al., 1993). Obwohl die Bildung von D-Aminosduren mit der Alterung von
Proteinen zunimmt (Bada, 1984) und daher eine Modifizierung des langlebigen Alzheimer-
Peptides wahrscheinlich erst nach der Amyloid-Bildung stattfinden konnte, wird durch die
vorliegenden Ergebnisse unterstrichen, dai sie direkt den konformationellen Ubergang in die
B-Faltblattstruktur ausldsen und dadurch die Amyloid-Bildung beschleunigen kann.

Thioflavin T Anférbeuntersuchungen. Um nachzuweisen, dal3 die Peptidassoziation zur
Bildung amyloider Strukturen fuhrt, wurde der Thioflavin T (ThT) Fluoreszenz Assay
durchgefuhrt. Dieser Assay beruht darauf, dald die spezifische Bindung des Farbstoffes an
Amyloid-Fibrillen zu einer Verschiebung des Anregungs- und Emissionsmaximums fuihrt und
somit die Bildung von Amyloid-Fibrillen sehr gut beobachtet werden kann (Naiki et al.,
1989; LeVine, 1993). Fur die Untersuchungen wurden das D-Analogon D-21/22, das das
stérkste Assoziationsverhalten gezeigt hat, und das unmodifizierte APB(1-42) ausgewahlt.
Erwartungsgemaid konnte keine Wechselwirkung zwischen dem monomeren AB(1-42) und
ThT festgestellt werden (1.8 Fluoreszenz-Einheiten). Im Unterschied dazu zeigte D-21/22
eine starke ThT-Bindung (747 HFuoreszenz-Einheiten), die auf die Bildung fibrillarer

Assoziate zurtickgeftihrt werden kann.



ERGEBNISSE UND DISKUSSION 63

Elektronenmikroskopie. Die elektronenmikroskopischen Untersuchungen konnten den
fibrill&ren Charakter der Peptidaggregate bestétigen (Abb. 25). Die unverzweigten Fibrillen
sind durchschnittlich 9 nm breit und 100 nm bis >1um lang. Sie entsprechen in ihrem
Aussehen und ihrer Dimension nattrlichen Amyloid-Fibrillen (Rochet & Lansbury, 2000).

Abb. 25. (A-C) Elektronenmikroskopische Aufhahmen von negativ kontrastierten Fibrillen (2%
wal¥riges Uranylacetat) des AB(1-42)-Analogon D-21/22 (Img/ml) aus 80% TFE/20%
Wasser. Balken, 100 nm.

Inhibierung der Amyloid-Bildung. Die Amyloid-Bildung konnte durch einen von Soto et
al. (1998) beschriebenen peptidischen Inhibitor zurlickgedréngt werden. Das as iAB5S
bezeichnete Peptid (LPFFD) leitet sich sequentiell von der zentralen AB-Doméne LYVFFAZ
ab. Prolin fungiert in der Inhibitorsequenz als strukturbrechende Aminosdure. Der Inhibitor
konnte im 10-fachen molaren Uberschuf? die Fibrillenbildung von D-21/22 (1mg/ml) in 80%
TFE um 31% verringern. Dieser inhibitorische Effekt ist vergleichbar mit den
Untersuchungen von Soto et al., die zeigen konnten, dal3 ein 20-facher molarer Uberschuld in
0.1mM Tris (pH 7,4) die Fibrillenbildung von AQ(1-42) (0.5mg/ml) nach 7 Tagen
Inkubation bei 37°C um 71.9 % inhibiert. Der Nachweis, dal3 es in einer artifiziellen
Umgebung wie TFE gelingt, dhnliche inhibitorische Effekte wie unter physiologischen
Bedingungen zu erzielen, 13t darauf schlief?en, daid der ausgeloste a — B Ubergang von AR

mit der Bildung relevanter fibrilléarer Strukturen verbunden ist.
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2.2.5. Schluf3folgerungen

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefihrten Konformations- und
Assoziationsexperimente haben gezeigt, dal3 der strukturelle Ubergang des Alzheimer-
Peptides A in eine amyloide B-Faltblattstruktur durch eine lokale Stérung der Konformation
des Peptides ausgelost werden kann. Obwohl AB(1-42) in 80% TFE/20% Wasser (v/v) in
zwei separate Helices faltet (Helix 1: Glull-Val24; Helix 11: Lys28-Va36), fuhrt nur die
Destabiliserung der Helix | in den Positionen 17-24 zum Konformationswechsel in eine
B-Faltblattstruktur. Dieser Ubergang ist unmittelbar mit der Assoziation des Peptides und der
Bildung von Amyloid-Fibrillen verbunden. Der hydrophobe Charakter der Region
YLVFFAED*V unterstreicht, da sowohl konformationelle Verénderungen as auch
hydrophobe Wechselwirkungen wichtige Triebkréfte bei der Auslésung der Amyloid-Bildung
sind. Die Schlusselrolle diesser Doméne flr den Assoziationsprozefd von AP ist bereits
beschrieben worden (Hilbich et al., 1992; Fraser et al., 1994; Wood et al., 1995; Eder et al.,
1996; Tjernberg et al., 1996). Die vorliegenden Ergebnisse weisen jedoch zum ersten Mal am
Gesamtmolekdl nach, da3 die konformationelle Stabilitét dieser Region direkt den
Strukturtibergang des Alzheimer-Peptides steuert.

Die Beschleunigung der Amyloid-Bildung von A3 durch eine Vielzahl von Faktoren, wie
Mutationen vom Flemish und Dutch type (Hendriks et al., 1992; Levy et al., 1990),
Isomerisierung und Razemisierung (Tomiyama et al., 1994; Fukuda et al., 1999), pH-Wert
Veranderungen (Barrow & Zargorski, 1991), Glycoaminoglycane (Brunden et al., 1993),
pathologische Chaperone wie ApoE und Antichymotrypsin (Ma et al., 1994) oder Zink-
lonen (Bush et al., 1994) kénnte daher durch eine direkte Einfluf3nahme auf die Stabilitét der

zentralen Helix zuriickzufiihren sain.



