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Selektive Inhibierung von Interleukin-1 durch
Antisense-Peptide
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Die DNA-Doppelhelix besteht aus zwei komplementaren Oli-
gonucleotidstrangen. Bisher ging man davon aus, daB3 der plus-
Strang (sense strand) den genetischen Code enthilt und daB der
minus-Strang (antisense strand) als Matrize zur Vervielfiltigung
dieses Codes dient. Die Beziehung zwischen minus- und plus-
Strang scheint jedoch weitaus komplexer zu sein. Blalock und
Smith entdeckten 1984, daB bei der Transkription des DNA-
minus-Strangs ,,Antisense-Peptide* entstehen, die hinsichtlich
Hydrophilie und Hydrophobie komplementir zu den Peptiden
sind, die durch den entsprechenden plus-Strang codiert wer-
den.l'1 Von da an gab es immer wieder Hinweise, daB Sense- und
Antisense-Peptide spezifisch miteinander wechselwirken, was
wichtige biologische Konsequenzen hat.?! Die physikalischen
Grundlagen dieser Wechselwirkung sind noch nicht im einzel-
nen geklirt, sie scheinen jedoch mit den gegensetzlichen Eigen-
schaften der Peptide beziiglich Hydrophilie und -phobie zusam-
menzuhingen.[®~ 3 Wir berichten hier dariiber, wie man diese
spezifische Wechselwirkung zwischen Antisense- und Sense-
Peptiden zur Hemmung von Interleukin-1a (IL-12) und Inter-
leukin-18 (IL-1B) nutzen kann. Mit der von uns beschriebenen

[*] Dr. A. D. Miller, Dr. J. W. Davids, J. Heal
Imperial College of Science, Technology & Medicine
Department of Chemistry
South Kensington, GB-London SW7 2AY (GroBbritannien)
Telefax: Int. +171/594-5803
E-mail: a.miller@ic.ac.uk
A. El-Bakri, Dr. J. G. Raynes
Department of Clinical Sciences
London School of Hygiene and Tropical Medicine
GB-London (Grofbritannien)

Dr. G. Christie, Dr. G. W. Roberts
SmithKlineBeecham Pharmaceuticals
New Frontiers Science Park

Harlow, GB-Essex (GrofBbritannien)

[**] Antisense Peptide Chemistry, 1. Mitteilung. Diese Arbeit wurde von der Men-
tal Health Foundation und dem Medical Research Council unterstiitzt. Wir
danken der Firma Immunex fiir [6slichen humanen IL-1-Rezeptor vom Typ 11
und Prof. D. Boraschi fiir den BhrD2-Antikérper.

0044-8249/97/10909-0999 $ 17.50 + .50/0 999



ZUSCHRIFTEN

Methode kénnten sich mit gewissen Einschrankungen eine Rei-
he von Protein- und Peptidinhibitoren entwerfen lassen.

IL-1o und IL-18 sind zwei Formen von Interleukin-1 (IL-1).
Sie spielen bei Immunreaktionen, wihrend der Blutbildung und
bei Entzlindungsprozessen eine zentrale Rolle; Stérungen im
IL-1-Haushalt kénnen zu rheumatischer Arthritis und septi-
schem Schock fiihren,!® aber auch zu neurodegenerativen
Krankheiten wie der Alzheimerschen Krankheit.!”! 1L-1¢ und
IL-1p haben fast die gleiche Tertidrstruktur,!® ~ ' binden an die
gleichen Oberflichenrezeptoren der Zelle (IL-1-RI, IL-1-RII)
und rufen dabei mit wenigen Ausnahmen dhnliche Reaktionen
hervor.l'1-121 An der Kontrolle der IL-1-Aktivitit in einem Or-
ganismus ist ein weiteres Interleukin 1 beteiligt: der Rezeptor-
antagonist IL-1ra.l*3~ 131 Er bindet kompetitiv an die IL-1-Re-
zeptoren der Zelloberfldche, jedoch ohne eine vergleichbare
biologische Reaktion hervorzurufen.!'®! Jiingste Versuche, die
Wirkung von Interleukin-1 zu hemmen, basierten auf rekombi-
nantem IL-1ra sowie 16slichen Rezeptorantagonisten und Pyri-
dylimidazol-Derivaten.[! 7 18]

Unser erster Schritt auf der Suche nach Inhibitoren fiir IL-1x
und IL-18 war, einen Abschnitt zu finden, den beide Interleu-
kin-1-Formen aufweisen und der fiir ihre Funktion wichtig ist.
Dann galt es Antisense-Peptide zu entwerfen, die an diesen Ab-
schnitt binden. Zu diesem Zweck betrachten wir die Kristall-
strukturen von IL-1a, IL-1-f und IL-1rat® 1% 41 sowie Ergeb-
nisse neuerer Mutationsstudien, die an allen drei Proteinen
durchgefiihrt worden waren.[!®] Legt man die Strukturen von
IL-1p und IL-1ra tibereinander (Abb. 1a), so fillt auf, daB IL-
1 in der Nidhe der Bindungsstelle eine Wélbung aus f-Schleifen
besitzt, die dem Antagonisten IL-1ra fehlt. Beim IL-1a fanden
wir an der gleichen Stelle eine dhnliche ,,f-Wolbung™ (nicht
abgebildet). Tatsdchlich scheint sich die Tertidrstruktur von IL-
1o und IL-1f nur durch besagte Wolbung von der Struktur des
Antagonisten IL-1ra zu unterscheiden. Die Abwesenheit des
Sekundéarstrukturelements spiegelt sich auch in der Amino-
sduresequenz (Primarstruktur) wider: IL-1ra besitzt keinen Be-
reich, der dem der f-Woélbung von IL-15 (Aminosdure 48—154)
oder IL-1o0 (Aminosdure 60-66) entspricht (Abb. 1b). Die
Strukturunterschiede lieBen vermuten, dall die f-Wolbungen
von IL-1f und IL-1x vielversprechende Ziele fiir Antisense-Pep-
tidinhibitoren sein konnten. Gestiitzt wurde diese Vermutung
durch die Beobachtung, daB3 diese f-Wd&lbungen bei der Rezep-
torstimulierung mitunter eine wichtige Rolle spielen.*® Aufler-
dem hatten Boraschi et al. iiber ein Peptid berichtet, das die
Sequenz der §-Wolbung von IL-18 hat und einige dhnliche bio-
logische Effekte zeigt wie IL-1.121 Die f-Wolbung von IL-1f ist
ausgeprigter als die von IL-1a. Daher erwarteten wir, daB3 Inhi-
bitoren, die mit diesem Abschnitt wechselwirken, IL-1f effekti-
ver hemmen wiirden als IL-1«. Folglich entwarfen wir Anti-
sense-Peptide, deren Hauptziel die im folgenden als Boraschi-
Schleife bezeichnete f-Wolbung war.

Als ,,Bauplan® fiir die Antisense-Peptide diente der entspre-
chende DNA-Bereich von IL-18.122! Dazu suchten wir die
DNA-Sequenz, die die Boraschi-Schleife codiert, leiteten den
plus-Strang von ihr ab und Ubersetzten diese von 5" nach 3’ in
korrespondierende Aminosdureketten, beginnend mit der N-
terminalen Aminosdure (Abb. 1¢). Auf diese Weise syntheti-
sierten wir zwei Peptide: Antisense-Peptid 1 mit der Sequenz
N-VITFFSL-C ist komplementir zum Ausschnitt N-
QGEESND-C der Boraschi-Schleife (IL-18-Aminosdure 48—
54), Antisense-Peptid 2 ist C-terminal um eine Aminosidure ver-
kirzt (N-VITFFS-C, IL-18-Aminosdure 49— 54). Beide Peptide
lagen nach der Synthese als Sdureamid vor. Das Kyte-Doolittle-
Hydrophatieprofil von 1 (Abb. 1d) zeigt den entgegengesetzten
Verlauf wie das Profil des Boraschi-Schleifen-Ausschnitts N-
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Abb. 1. a) Strukturen von IL-1f (rot) und IL-1ra (gelb) im Kristall (ohne Seiten-
ketten dargestellt). Die Uberlagerung zeigt deutlich, daB die f-Wélbung (Boraschi-
Schleife, beschrifteter Abschnitt) von IL-1f in IL-1ra fehlt. b) Vergleich der von der
DNA abgeleiteten Aminosiuresequenzen von IL-12, IL-1f und IL-1ra. Die an der
f-Wélbung beteiligten Aminosduren sind kursiv dargestellt. Sie fehlen in der IL-
ira-Sequenz. ¢) Planung der Antisense-Peptide. Der fiir die Boraschi-Schleife von
IL-1f codierende DNA-plus-Strang wurde in den zugehdrigen minus-Strang (anti-
sense-DNA) {ibersetzt, und diese wiederum von 5" nach 3’ in passende Aminosdure-
sequenzen umgewandelt. d) Vergleich der Hydropathien x (Kyte-Doolittle-Pro-
file) der Boraschi-Schleife (N-QGEESND-C, B), des Antisense-Peptids 1 (N-
VITFFSL-C, ) und des Kontrollpeptids 3 (N-VFITSFL-C, @). Die Aminosduren
(AA) wurden wie folgt abgekiirzt: Valin V, Isoleucin I, Threonin T, Phenylalanin F,
Serin S, Leucin L, Glutamin Q, Glycin G, Glutaminsdure E, Asparagin N, Aspara-
ginsdure D.

QGEESND-C, was auf komplementdre hydrophobe und hy-
drophile Bereiche hinweist. Diese Komplementaritdt besteht
auch in guter Niherung zwischen den Profilen von 1 und dem
Abschnitt der f-Wolbung von IL-1a, (N-KSSKDDA-C, Ami-
nosdure 60—-66) (Abb. 1b). Dieses Ergebnis liel uns annehmen,
daB die Antisense-Peptide 1 und 2 auch mit IL-1a wechselwir-
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ken, obwohl sie eigentlich nicht dafiir entworfen wurden. Da
komplementédre hydrophile und hydrophobe Bereiche offen-
sichtlich fiir die Wechselwirkung zwischen Sense- und Antisen-
se-Peptiden von Bedeutung sind,!® ~*! synthetisierten wir auch
Peptid 3 mit der Sequenz N-VFITSFL-C. Das Hydropathiepro-
fil dieses Peptids (Abb. 1d) unterscheidet sich vollstdndig von
dem des Antisense-Peptids 1 und dhnelt eher dem Profil des
Boraschi-Schleifen-Ausschnitts N-QGEESND-C. Demzufolge
sollte Peptid 3 weder an IL-1& noch an IL-1f binden und sich als
Kontrollpeptid fiir die folgenden Untersuchungen eignen.

Die Wechselwirkung des Antisense-Peptids 1 mit IL-1a, IL-15
und einigen Kontrollproteinen wurde mit der kiirzlich einge-
fiihrten Oberflichenplasmonen-Resonanz(SPR)-Spektroskopie
untersucht.?31 Hierzu wurden IL-1¢: und IL-1p auf SPR-Kiivet-
ten immobilisiert und einer steigenden Konzentration von 1 aus-
gesetzt. In beiden Fillen war eine betrachtliche Bindung zu be-
obachten (Abb. 2). Die Analyse der Affinititsprofile zeigte, dal
die Bindung von 1 an die beiden Cytokine dhnliche Dissozia-
tionskonstanten (K ,) aufweist (Tabelle 1) wie sie fiir Wechselwir-
kungen zwischen anderen Sense- und Antisense-Peptiden ge-
messen wurden.® Im Gegensatz dazu kam es zwischen dem
Antisense-Peptid 1 und IL-1ra, dem die entscheidende S-Wol-
bung fehlt, zu keiner meBbaren Bindung. Die anderen Testpro-
teine (Interleukin-4, Interleukin-5, Interleukin-8, Lysozym so-
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Abb. 2. a) Oberflichenplasmonenresonanz(SPR)-spektroskopisch bestimmte Af-
finitétsprofile (x = Signalidnderung in Bogensekunden) der Wechselwirkung zwi-
schen dem Antisense-Peptid 1 und immobilisiertem IL-1§ bei unterschiediichen
Peptidkonzentrationen: 20 uM (=), 40 uM (—=-), 70 uM (@ @ @), 950 uM (-@-),
100 uM (-o @) und 200 uMm (—). IL-1f lag in einer Oberflichenkonzentration
von 22 pgmL ™' vor. b) Maximale Signalinderung x (in Bogensekunden) als Funk-
tion der Konzentration von Antisense-Peptid 1 {mit Hintergrundkorrektur) zur
Veranschaulichung der Sattigung. Die gezeigten Ergebnisse wurden mit immobili-
siertem IL-18 (Oberflichenkonzentration 22 pgmL ~') in Abwesenheit (A ) und in
Gegenwart (O) des Boraschi-Schleifen-Peptids N-QGEESND-C (dquimolar zu An-
tisense-Peptid 1) und mit immobilisiertem IL-1x (A) (Oberflichenkonzentration
15 ugmL ~ ') erhalten.

Tabelle 1. Zusammenfassung der Bindungsdaten, die aus SPR-spektroskopisch be-
stimmten Affinitdtsprofilen ermittelt wurden. Die Daten wurden durch Analyse
(mit JAsys-Software) der Sattigungsaffinititsprofile gewonnen. Hierfiir liel man die
Peptide mit immobilisiertem IL-1x und IL-18 wechselwirken. Die Fehler der ange-
gebenen Werte kénnen bis zu + 50% betragen. Abkiirzungen der Aminosiduren:
R fiir Arginin, P flir Prolin, andere siehe Legende zu Abbildung 1.

Peptid Koes 10% x kg, K,
M's™Y] 571 0%
1 IL-12 56.3 6.5 11.4
IL-18 64.5 6.6 10.2
3 IL-1a [a] [a] [a]
IL-18 [a] [a] [a]
N-LSFETIV-C IL-12 88.9 249.9 281.1
IL-18 71.1 113.7 160.0
N-LLSLLRV-C IL-1x 60.8 210.8 345.6
IL-18 86.5 2524 291.3
N-LLSLLPV-C IL-1a 52.4 318.5 607.7
IL-18 48.4 203.8 419.9
[a] Nicht meBbar.
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wie Glycoprotein CD59) lieferten die gleichen, negativen Ergeb-
nisse. Peptid 1 scheint spezifisch an die beiden Formen von
Interleukin-1 zu binden. Kontrollexperimente mit dem Peptid 3
untermauern diese SchluBfolgerung, da es weder mit IL-1c und
IL-1p (Tabelle 1) noch mit irgendeinem der anderen Proteine,
einschlieBlich IL-1ra, wechselwirkt.

Nachdem wir eine spezifische Wechselwirkung zwischen dem
Antisense-Peptid 1 und IL-1x sowie IL-1f nachgewiesen hatten,
testeten wir die Antisense-Peptide 1 und 2 als IL-1-Inhibitoren
an einem Hepatomzellsystem,”** und zwar unter #hnlichen
Pufferbedingungen wie bei der SPR-Spektroskopie. IL-1a und
IL-1f 16sen in den Hepatomzellen unabhdngig voneinander
die Synthese der Proteine Serumamyloid A (SAA) und Hapto-
globin aus.!?’! Durch die Hemmung von IL-1o oder IL-1f
reduziert sich die synthetisierte Menge der beiden Proteine.
Im Test stellte sich nun heraus, daB beide Antisense-Peptide die
Produktion von SAA und Haptoglobin hemmen, wobei das
Ausmal der Hemmung von der Peptidkonzentration abhingt
(Abb. 3a; Tabelle 2) und teilweise sogar groBer ist als bei dem
natlirlichen Inhibitor IL-1ra oder dem 16slichen humanen IL-1-
Rezeptorprotein vom Typ II (sIL-1 RII) (Tabelle 2). Die Ergeb-
nisse zeigten auBerdem (Abb. 3a; Tabelle 2), daB die Synthese
von SAA schneller gehemmt wird als die von Haptoglobin,
was auch bei Verwendung von IL-1ra beobachtet wurde.!** Fiir
das Kontrollpeptid 3 konnten innerhalb der experimentellen
Fehlergrenzen des biologischen Tests ( < 10 % Hemmung) weder
eine Hemmung von IL-1f noch von IL-1a festgestellt werden
(Tabelle 2).

a) 100 -

0 01 10 10 20 50
1]/pgm —»

b) 80 -

0 2 4 6 8 10

{Peptid]/ug mL! —»

Abb. 3. a) Konzentrationsabhingige Hemmung x der 1L-1f-stimulierten Synthese
von Serumamyloid A (SAA) (schwarze Balken) und Haptoglobin (gestrichelte Bal-
ken) durch Antisense-Peptid 1. b) Prozentuale Hemmung x der Wechselwirkung
von IL-1f mit idslichem menschiichen IL-1-Typ-1I-Rezeptor (sIL-1 RII) durch die
Antisense-Peptide 1 () und 2 ([J).
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Tabelle 2. Zusammenfassung der Ergebnisse der Inhibierungs-Studien an der
Hepatoma-Zellreihe HuH7. Die unten aufgefithrten Peptide und Proteine wurden
als Inhibitoren der IL-1a- und 1L-1§-stimulierten Synthese von Serumamyloid A
(SAA) und Haptoglobin getestet. Die beobachtete Hemmung ist in Prozent angege-
ben; als Kontrolle diente ein System ohne mutmafliche Inhibitoren. ND heiBt
,.nicht bestimmt**.

Peptid SAA-Hemmung [%]
IL-1x[a] IL-1f3 [a]

Haptoglobin-Hemmung [%]
IL-1x[a] IL-18 [a]

1 (b} 75 78 ND 66
2 [b] 55 65 ND 57
3c] <10 <10 <10 <10
sIL-1 RII [c] 25 90 38 75
IL-1ra [d] 100 100 100 100
N-LSFFTIV-C [c] <10 <10 <10 <10
N-LLSLLPV-C [c] <10 <10 <10 <10
N-LLSLLRV-C [c] <10 <10 <10 <10

[a] 1 ngmL ™', [b] 20 ugmL~*. [c] 10 pgmL~"'. [d] 10 pgmL~* [24].

Die Ergebnisse der SPR-spektroskopischen Bindungsstudien
(Tabelle 1) sprachen dafiir, daB die Wirkung der Antisense-Pep-
tide 1 und 2 als IL-1-Inhibitoren auf der Bindung an IL-1a oder
IL-1f beruht, wodurch deren Wechselwirkung mit dem IL-1-
Rezeptor sterisch gehindert ist. Um diese Hypothese zu testen,
fiihrten wir eine Reihe von Rezeptorbindungsstudien durch.
Diese Tests sollten zeigen, ob die Antisense-Peptide die Wechsel-
wirkung zwischen dem loslichen IL-1-Rezeptorprotein sIL-
1 RIT und IL-18 hemmen. Tatsdchlich hemmen sowohl 1 als
auch 2 in Abhingigkeit von ihrer Konzentration eben diese
Wechselwirkung (Abb. 3b). Peptid 1 fiihrt im Vergleich zur Bin-
dung ohne Antisense-Peptid zu mindestens 63 % Hemmung. Es
scheint daher tatsichlich sinnvoll, von einer Bindung der Anti-
sense-Peptide an IL-1 auszugehen, die zur sterischen Behinde-
rung der IL-1/Rezeptor-Wechselwirkung fiihrt.

Fiir weitere Kontrollexperimente wurden drei andere Anti-
sense-Peptide synthetisiert. Das erste, N-LSFFTIV-C, hat die
gleiche Sequenz und das gleiche Hydropathieprofil wie 1, aber
in umgekehrter Richtung. Das zweite, N-LLSLLRV-C, hat ein
dhnliches Hydropathieprofil wie 1, aber eine unterschiedliche
Aminosiuresequenz. Das dritte, N-LLSLLPV-C, hat ein ihn-
liches Hydropathieprofil wie 1, aber seine Aminosduresequenz
ergibt sich durch Translation der Antisense-DNA in 3" - 5'-
Richtung, also entgegengesetzt zur iiblichen 5 — 3’-Richtung
(Abb. 1¢). Jedes dieser drei Kontrollpeptide wechselwirkt mit
IL-1a und IL-1p (Tabelle 1), ihre Bindungsaffinititen sind je-
doch um das 20—60fache niedriger als die von 1, wofiir haupt-
sachlich die groBere Dissoziationskonstante, kg, verantwort-
lich zu sein scheint (Tabelle 1). Aufgrund dieser schwicheren
Wechselwirkung erschien es unwahrscheinlich, dal} eines der
drei Peptide die von IL-1 induzierte Proteinsynthese hemmen
konnte. Es war deshalb nicht Giberraschend, daB sich keines der
Kontrollpeptide innerhalb der experimentellen Fehlergrenzen
des biologischen Tests (< 10% Hemmung) als wirksamer Inhi-
bitor erwies (Tabelle 2).

Die hier beschriebenen Befunde stiitzen die Ansicht, da} die
Antisense-Peptide 1 und 2 spezifisch die von IL-1 induzierte
Proteinsynthese hemmen, indem sie die Cytokin-Rezeptor-
Wechselwirkung durch Bindung an das Cytokin sterisch blok-
kieren. Man konnte die Peptide somit auch als ,,Mini-Rezeptor-
inhibitoren‘ bezeichnen. Wenn wir auch nicht ganz sicher sein
konnen, da3 1 und 2 iiber ihre f-Wolbung an IL-1o und IL-18
binden, so gibt es doch Anhaltspunkte, die diese Vermutung
stiitzen. Zum einen konnte 1 nicht mit IL-1ra wechselwirken,
dem die f-Walbung fehlt (Abb. 1). Zum anderen reduzierte sich
die Wechselwirkung von 1 mit IL-1 in Gegenwart der Bora-
schi-Schleife N-QGEESND-C erheblich (Abb. 2b). Der Grund
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dafiir ist vermutlich die direkte Konkurrenz zwischen diesem
Schieifen-Peptid und der 4quivalenten Boraschi-Schleife in IL-
18 um die Bindung zu 1. SchlieBlich hemmen beide, 1 und 2, in
geringerem MaBe die Anlagerung von IL-1§ an den BhrD2-
Antikorper (Ergebnisse sind nicht aufgefithrt). Diese Wirkung
ist spezifisch fiir die IL-1-Region 45—-87, in dem auch die Bora-
schi-Schleife liegt (Abb. 1b).

Die von uns gezielt entworfenen Antisense-Peptide haben sich
als wirksame ,,Mini-Rezeptorinhibitoren* der IL-1-induzierten
Proteinsynthese in menschlichen Heptomzellen erwiesen. Der-
artige Peptide kénnen eine neue Klasse von vielseitigen nieder-
molekularen Inhibitoren bilden; Voraussetzung ist, daB sie an
Rezeptorbindungsstellen oder Effektorschleifen binden und
entsprechend entworfen werden.

Experimentelles

Die kristaliographischen Daten von 1L-1a [10], IL-18 [9] und IL-1ra [14] stammen
aus der Brookhaven-Protein-Datenbank. Die Synthese der Peptide erfolgte, wenn
nicht anders angegeben, nach Standardprotokollen an einem Festphasen-Peptid-
synthesizer (ABI-431A) mit N-terminal Fmoc-geschiitzten Aminosduren (Bachem
Ltd.) und dem Rink-Amidharz MBHA (Novabiochem). Nach Entschiitzung und
Abspaltung vom Harz wurden die Peptide durch Gelfiltration entsalzt (P2-Biogel;
Siule: Durchmesser 2 cm, Linge 30 ¢m, 0.1% Trifluoressigsdure (TFA)/H,0). Die
Peptide wurden durch RP-HPLC (Pep RPC HR10/10, Pharmacia FPLC-System)
und einem linearen Gradienten aus Acetonitril/0.1% TFA in Wasser gereinigt.
Nach dem Gefriertrocknen wurden die Peptide bei — 20°C trocken gelagert. Die
Charakterisierung der Peptide erfolgte mittels FAB-MS (positiv ion) und quantitati-
ver Aminosidureanalyse. Laut RP-HPLC waren die Peptide zu > 95% rein.

Die SPR-Spektroskopie [23] wurde mit einem [Asys-Gerit der Firma Affinity Sen-
sors durchgefiihrt. Um die Proteine (einschlieBlich IL-1a und IL-18) zu immobilisie-
ren, wurden sie in 10 mM Acetatpuffer, pH 4.75, 30 min bei 37 °C mit N-Hydroxy-
succinimid/1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropylcarbodiimid (NHS/EDC) aktiviert
und an die Carboxymethyldextran-Beschichtung der Kivette gekuppelt. Ausge-
hend von einer Stammldsung (200 pM Peptid in PBS-Puffer mit 0.05% Tween-20
[v/v], pH 7.4, mit 1% DMSO [v/v]) erzeugte man durch Verdiinnung mit dem
Testpuffer (PBS-Puffer mit 0.05% Tween-20 [v/v], pH 7.4) Peptidlosungen mit Kon-
zentrationen von 20 bis 200 uM. Die Kiivette wurde nacheinander bei 37 °C mit den
Peptidlosungen behandelt und anschlieBend die jeweiligen Affinitatsprofile aufge-
nommen. Typischerweise folgten nach Assoziationszeiten von 200—-250 s mehrere
,.Dissoziations-Waschginge*. Zwischen den einzelnen Messungen wurde die Ki-
vette 1-2 min mit 50 mm HCI regeneriert, um alle noch gebundenen Peptide zu
entfernen. Vor der nichsten Messung wusch man die Kiivette mehrere Male mit
dem Testpuffer. Aus den Affinititsprofilen wurden die Assoziations- und Dissozia-
tionsgeschwindigkeitskonstanten (k,, bzw. k) ermittelt und daraus die Dissozia-
tionskonstante K, berechnet.

Die Hemmung von IL-18 und IL-1« wurde mit Hilfe des kiirzlich beschriebenen
menschlichen HuH7-Hepatomzellsystems untersucht [24]. Die mutmaBlichen Pep-
tidinhibitoren wurden in DMSO geiést (10 mgmL ~ ') und zu den durch IL-1 oder
IL-1« (1 ngmL ™) stimulierten HuH 7-Hepatomzellen gegeben bis eine bestimmte
Endkonzentration erreicht war. Die Konzentrationen von Serumamyloid A und
Haptoglobin wurden nach 48 h mit einem ELISA (enzyme linked immunosorbent
assay) bestimmt [24]. Zur Kontrolle der Brauchbarkeit der Zellen diente die Album-
insynthese.

Fiir die Rezeptorbindungsstudien wurde 1L-18 (10 pgmL ~*) auf Immulon-[I-Plat-
ten immobilisiert (16 h, 4 °C, PBS-Puffer, pH 7.4). Die restlichen Bindungsstellen
wurden mit Rinderserumalbumin (BSA) (1 % [w/v]in PBS-Puffer mit 0.05% Tween-
20 [v/v], pH 7.4) blockiert. AnschlieBend wurde 16slicher menschlicher 1L-1-Typ-1I-
Rezeptor (sIL-1 R11) (Immunex Corporation) (4 ngmL ') zusammen mit den Pep-
tiden in den angegebenen Konzentrationen zugegeben. Die Stirke der Rezeptorbin-
dung an IL-18 wurde nach 2 h bei 4°C mit einem ELISA bestimmt (polyklonale
Kaninchen-Antikérper: anti-sIL-1 RII, Immunex Corporation; Anti-Kaninchen-
1gG-Meerettich-Peroxidase-Konjugat (HRP), Jackson Laboratories). Als Substrat
fir das HRP-Konjugat diente 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin (TMB).
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Ein synthetischer, in Lipiddoppelschichten
aktiver Transmembrankanal**

Jean-Christophe Meillon und Normand Voyer*

Seit Mitte der achtziger Jahre sind viele Arbeiten zur Synthese
von Verbindungen erschienen, von denen man sich erhofft, daf3
sie in der Lage sind, natiirliche lonenkanalproteine nachzuah-
men.!"! Nur wenige dieser Verbindungen zeigten eine deutliche
Einkanalaktivitit.'?) Wir berichteten kiirzlich,'* daB das Peptid
1 aus 21 Aminosduren mit insgesamt sechs [21]Krone-7-Einhei-

A

ten in einem Vesikelexperiment eine lonentransportfihigkeit
dhnlich der von Gramicidin A zeigte. Wahrscheinlich fiihrt eine
Stapelung der Kronenetherringe zur Bildung des Transmem-
brankanals. Das Peptid sollte wegen der 15 in ithm enthaltenen
L-Leucinreste zum einen hydrophob genug sein, um in Lipid-
doppelschichten eingebaut werden zu kénnen,'* und zum ande-
ren bevorzugt in der a-Helixkonformation vorliegen.!™! Unter
diesen Umstidnden wiren die Kronenetherringe optimal ange-
ordnet (Abb. 1). Wir berichten hier iiber Konformationsstudien
und iiber Untersuchungen mit ebenen Lipiddoppelschichten,
die bestitigen, dall das sechs Kronenethereinheiten tragende
Peptid 1 als funktioneller lonenkanal dienen kann.
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Abb. 1. Die bei der Minimierung mit dem Programm SYBIL ermittelte stabilste
Konformation von 1. Die Kronenetherringe sind rot und das Peptidriickgrat blau
wiedergegeben. Das violette Band veranschaulicht die Helixkonformation des
Riickgrats.

Zur Bestimmung der Konformation von 1 in Losung wende-
ten wir die Circulardichroismus(CD)-Spektropolarimetrie in
mehreren Solventien mit einer Peptidkonzentration von
1mgmL~! sowie in Eidotterlecithin-Vesikeln (Lipid/Peptid-
Verhéltnis 80/1) an. Im letztgenannten Fall wurden das jeweilige
Lipid und das Peptid gemeinsam in Chloroform gelést. An-
schlieBend wurde die Mischung im Heliumstrom zu einem Film
getrocknet und dieser im Vakuum weiter getrocknet. Die Filme
wurden jeweils mit einer 0.01 M HCI-L&sung hydratisiert und
danach so lange mit Ultraschall beschallt, bis die Losung klar
war.!%) In allen untersuchten Medien — protischen wie hydro-
phoben — wiesen die CD-Spektren (Abb. 2a) auf das Vorliegen
der als bevorzugt vorausgesagten z-Helixkonformation hin, in
der die Kronenethereinheiten einen funktionellen Kanal bilden.
Dieser Schlufl wird durch IR-spektroskopische Befunde ge-
stiitzt: Sowohl in Chloroform als auch in hydratisiertem Diphy-
tanoylphosphatidylcholin (DPPC) absorbiert 1 bei 1656 cm ™!,
wie es fiir die Amid-I-Bande a-helicaler Strukturen charakteri-
stisch ist.[”) Weiterhin sind die CD-Spektren von 1 in Trifluor-
ethanol konzentrationsunabhangig (Abb. 2b). Obwohl aggre-
gierte Formen nicht ganz ausgeschlossen werden kénnen, sollte
1 diesen Ergebnissen zufolge in wenig polaren Medien und in
dem Konzentrationsbereich, in dem die Leitfihigkeitsmessun-
gen durchgefiihrt wurden, als Monomer vorliegen.!®!
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