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Konformations�berg�nge sowie Faltung und Fehlfaltung von
Peptiden und Proteinen spielen eine bedeutende Rolle bei
der Entstehung neurodegenerativer Erkrankungen und sind
daher zu einem wichtigen Forschungsgebiet im Grenzbereich
von Chemie, Biologie und Medizin geworden.[1] Konforma-
tions�nderungen spielen in l(slichen Amyloid-b-Vorstufen,
die zu einer aggregierten b-Faltblattstruktur f�hren, eine
Schl�sselrolle bei der Entstehung von zerebralen Amyloid-
ablagerungen. Diese sind f�r Alzheimer-Erkrankungen cha-
rakteristisch.[2] Auch die physiologische PrPc-Form des Prio-
nenproteins wandelt sich wohl durch den /bergang von einer
a-Helix- zu einer b-Faltblattstruktur in die pathologische
PrPsc-Form um.[3] Oligo- und Polypeptide mit ausgepr�gter
Tendenz zur Bildung von b-Faltblattstrukturen neigen stark
zu irreversibler Selbstaggregation – wegen der engen Ver-
kn�pfung von Sekund�rstruktur, Terti�rstruktur und den
physikochemischen Eigenschaften dieser Peptide macht dies
ihre Untersuchung besonders schwierig.[1] Die Bildung von b-
Faltblattstrukturen und Fibrillen bei degenerativen Erkran-
kungen ist daher kaum untersucht. Die detaillierte Aufkl�-
rung der Strukturnucleation und -inhibierung ist deshalb eine
schwierige Aufgabe und hat bis heute oft zu widerspr�chli-
chen Ergebnissen gef�hrt.

Ausgehend von bekannten Methoden, mit denen unter-
schiedliche Peptidstrukturen und -funktionen induziert und
unterbrochen werden k(nnen,[5–7] stellen wir hier eine neue
Klasse von „Switch-Peptiden“[8] vor. Diese erlaubt die Un-
tersuchung des dynamischen Faltungsprozesses vom Moment
der Strukturbildung, d.h. „in statu nascendi“ (ISN) des
Molek�ls, bis hin zur vollst�ndigen Bildung der b-Faltblatt-
struktur. Die Switch-Peptide sind modular aus drei Segmen-
ten aufgebaut (Abbildung 1): einer Einheit zur Konforma-
tionsinduktion (s), einem Schaltelement (S) und einem
Zielpeptid (P, je nach Anwendung auch Wirt-Peptid,
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Ligand-Peptid oder natives Peptid genannt). Durch die
intramolekulare X!N-Wanderung (X=O, S) eines Acylres-
tes wird in situ der induktive Effekt von s auf das ZielpeptidP
eingeschaltet.

Der Mechanismus von Acyltransfer-Reaktionen wird
schon lange intensiv untersucht.[9,10] Sie spielen eine Rolle
bei der Proteinbiosynthese, dem Proteinsplicing,[9, 11] der
Peptidsynthese, der Peptidsolubilisierung,[12] beim Entwurf
von Prodrugs[13] und nativen chemoselektiven Verkn�pfungs-
reaktionen.[9, 14]

Der Einsatz von in situ induzierten intramolekularen X!
N-Acyltransfer-Reaktionen als Ausl(ser von Konformations-
�berg�ngen und funktionalen Eigenschaften bietet einige
Vorteile:
a) Die „Switch-Peptide“, welche N(Y)-gesch�tzten O/S-

Acylisopeptiden (O/S-Peptide[15]) entsprechen, k(nnen
relativ leicht synthetisiert werden[16] und sind sehr stabil
und gut l(slich in w�ssrigen Pufferl(sungen. Polare oder
geladene Gruppen im Schaltelement S erleichtern die
Reinigung der Peptide.

b) Die Einf�hrung eines S-Elements durch flexible, nicht-
peptidische Bindungen unterbricht das H-Br�ckenbin-
dungsmuster im Amidr�ckgrat und damit den Einfluss der
Induktionseinheit s auf die Konformation des Peptids
P.[17] Je nach Zustand von S („an“ oder „aus“) liegt das
Peptid in zwei deutlich verschiedenen Konformationen
mit unterschiedlichen Eigenschaften vor (San und Saus).

c) F�r die In-situ-Ausl(sung des X!N-Acyltransfers gibt es
eine Reihe von Methoden.[18] Die von uns verwendeten
enzymatisch spaltbaren N-Schutzgruppen (Y) sind Proto-
typen f�r In-vitro- und In-vivo-Anwendungen. Alternativ
dazu nutzen wir auch etablierte Methoden zu pH-indu-
zierten Acyltransfer-Reaktionen.[11a,13]

d) Die Bildung der Peptidbindung durch den Acyltransfer,
die einer Kinetik 1. Ordnung folgt, l(st Konformations-
�berg�nge und damit gekoppelte funktionale Eigenschaf-
ten aus.

Das in Abbildung 1 dargestellte Konzept der ISN-Nu-
cleation, -Bildung und -Zerst(rung von Sekund�r- und Ter-
ti�rstrukturen kann auf Modellpeptide und native Peptidse-
quenzen mit therapeutischer Bedeutung angewendet werden.

Als Induktionseinheit s zur ISN-Nucleation von Sekun-
d�rstrukturen k(nnen Synthesebausteine[5, 19] und Peptidmi-
metika zur /berwindung der entropisch ung�nstigen Nuclea-
tionsenergie[4a] verwendet werden (Strategie A).

Als Prototyp wurde zun�chst ein konformativ einge-
schr�nktes Peptidmimetikum (Ncap[19e]) als Induktionsein-
heit s an das Zielpeptid P (Ia, Tabelle 1) gekuppelt. In
Abwesenheit des Nucleationseffekts (Entkopplung, Saus) liegt
Ia haupts�chlich in einer ungeordneten Struktur vor (CD-
Spektrum, Abbildung 2 a). Bei pH 7 wird die O!N-Acyl-
wanderung ausgel(st (Migrationshalbwertszeit t1/2 ~ 25 min,
Einschub in Abbildung 2a), und der Ncap-Rest induziert eine
Helixbildung (ISN, San-Zustand). Das Resultat ist ein spon-
taner Konformations�bergang zur a-Helixstruktur (der pro-
zentuale Helixanteil entspricht dem Grad der Acylwande-
rung), wie charakteristische Cottoneffekte im CD-Spektrum
belegen. Zum Vergleich wurde das Peptid Ib mit identischer
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Abbildung 1. ISN-induzierte Konformations?bergAnge: Die durch Ab-
spaltung von Y (enzymatisch oder durch pH-Bnderung) ausgel>ste
X!N-Acylwanderung f?hrt zur Bildung einer Peptidbindung zwischen
s und P und induziert damit gleichzeitig einen Konformations?ber-
gang von einer flexiblen, ungeordneten Saus- zu einer gefalteten San-
Struktur. Unter Verwendung von Peptidmimetika und Templatmolek?-
len k>nnen Konformations?bergAnge durch die s-induzierte Nuclea-
tion (A), Induktion (B) oder Zerst>rung (C) von SekundAr- und TertiAr-
strukturen untersucht werden.

Tabelle 1: Synthetisierte Switch-Peptide.

Y–Ser[a] (s)–P
Switch-Peptid Y s P

Ia H Ncap[b]-A (LS)3LG-NH2
Ib H Ac-A (LS)3LG-NH2
IIa H Ac-(SL)2 (LS)2L-NH2
IIb Acoeoc[c] Ac-(SL)2 (LS)2L-NH2
IIc pGlu Ac-(SL)2 (LS)2L-NH2
IId Arg Ac-(SL)2 (LS)2L-NH2
IIIa H Ac-(SL)2-Ab (14–20) Ab (21–24)-SLG-NH2

[d]

IIIb H Ac-LSL NFGAIL-SLSG-NH2
IVa H Ac-SLSYPro[e]L (LS)2LG-NH2
IVb H Ac-YPro FFD-NH2
IVc H Ac-AbYPro FFD-NH2
V H Ac-NPY(21–31)[f ] NPY(33–36)[g]

[a] Cys (IVc), Thr (V). [b] . [c] .

[d] HQKLVFFAEDV. [e] . [f ] YSALRHYINLI. [g] RQRY.
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Sequenz, aber mit einer Acetylgruppe als Induktionseinheit
s synthetisiert. Anders als Ia zeigt Ib bei der Acylwande-
rung (t1/2 < 5 min, Einschub in Abbildung 2b) einen Kon-
formations�bergang von einer ungeordneten (Saus) zu einer
b-Faltblattstruktur (San, Abbildung 2b). Der Helix-induzie-
rende Effekt von Ncap �berwiegt also die Tendenz der
amphiphilen Oligopeptidsequenz (Ser-Leu)n zur Bildung
einer b-Faltblattstruktur.[20] Die Verwendung verschiedener
Synthesebausteine, z.B. topologischer Template, Scaffolds
oder Peptidmimetika[5,19] als Induktionseinheiten f�r eine
In-situ-Umwandlung von Konformationszust�nden k(nnte
Werkzeuge zur Umkehrung von Prozessen bei degenerati-
ven Erkrankungen liefern.

Durch Verwendung von s- und P-Peptidbl(cken mit
Kettenl�ngen, die beide unter dem kritischen Wert f�r
Helix- (nc,a) oder b-Faltblattbildung (nc,b)[4, 20] liegen,
nimmt das entsprechende Switch-Peptid eine ungeordnete
Struktur im Saus-Zustand ein. Wird durch gezielte Acyl-
wanderung eine Peptidbindung zwischen s und P herge-
stellt (San), erreicht das Gesamtpeptid die kritische Ketten-

l�nge zur Sekund�rstrukturbildung, und die sequenzabh�ngi-
ge Konformationsumwandlung wird ausgel(st.

Weitere Oligopeptide des Typs (Leu-Ser)n (II in Tabel-
le 1)[20a] sowie von Amyloid-b-abgeleitete Sequenzen (III)[2,6]

– alle mit hohem Potenzial zur b-Faltblatt- und Fibrillenbil-
dung – wurden hergestellt. CD-, IR- und EM-Studien zufolge
unterbricht ein eingebautes Schaltelement S die geordneten
Strukturen. Beim Ausl(sen des Acyltransfers durch pH-
Nnderung werden ISN-induzierte Konformations�berg�nge
von ungeordneten Strukturen zu b-Faltblattstrukturen beob-
achtet; gleichzeitig nimmt die Peptidl(slichkeit deutlich ab
(Abbildung 3a, Abbildung 4a).[5, 19] Ein Referenzpeptid von
IIa mit unter diesen Bedingungen nicht abspaltbarer N-
Schutzgruppe (Y=Ac) zeigt eine pH-unabh�ngige, ungeord-
nete Struktur. Dies best�tigt, dass der beobachtete Kon-

Abbildung 2. ISN-induzierte Konformations?bergAnge im CD-Spek-
trum: a) Durch pH-induzierte Acylwanderung (Einschub: HPL-Chro-
matogramm des zeitlichen Verlaufs der Acylwanderung) Andert Ia
seine Konformation und geht von einer ungeordneten (Saus) in eine
a-Helixstruktur (San) ?ber; b) Ib zeigt unter identischen experimen-
tellen Bedingungen einen Kbergang von einer ungeordneten (Saus)
zu einer b-Faltblattstruktur (San). Einschub: Zeitlicher Verlauf des
Konformations?bergangs (CT) von Ib. CT: Normalisierte Werte von
VM bei l=218 nm f?r Saus (0% CT) und San (100% CT).

Abbildung 3. Bildung der b-Faltblattstruktur in statu nascendi von IIa : a) Verlauf
des Konformations?bergangs von ungeordneter zu b-Faltblattstruktur bei pH 6.6
(c=7.2O10�6m), ausgel>st durch Acyltransfer (Einschub: HPLC). AbhAngigkeit
des CT von b) der Konzentration bei pH 6.6 (1: c=2.9O10�5m ; 2: c=1.45O10�5m ;
3: c=7.2O10�6m ; 4: c=3.6O10�6m); c) dem pH-Wert (Konzentration von IIa im
Saus-Zustand c=8O10

�6
m); d) der enzymatischen Abspaltungsmethode von Y (IId

(Trypsin, E1), IIb (Esterase, E2), IIc (Pyroglutamat-Aminopeptidase, E3)).
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formations�bergang ausschließlich auf der Induktion durch
Acylwanderung beruht. Durch HPLC (Bestimmung von t1/2

der Acylwanderung) sowie CD-Spektroskopie oder alterna-
tive Methoden k(nnen quantitative Daten �ber Kinetik und
experimentelle Parameter der Bildung von b-Faltblattstruk-
turen erhalten werden.

Da die Acylwanderung auf unterschiedliche Weise aus-
gel(st werden kann, l�sst sich die Geschwindigkeit der
Strukturbildung stark variieren (von t1/2 < 1 min bis zu meh-
reren Stunden). F�r die b-Faltblattstrukturbildung von IIa
betr�gt t1/2 bei pH 6.6 und gegebener Konzentration (7.2 Q
10�6

m) 38 min (Kurve 3 in Abbildung 3b). Bei physiologi-
schem pH-Wert hingegen findet der Konformations�bergang
bereits nach ca. 10 min statt (siehe Abbildung 3c). Enzyma-
tisch abspaltbare N-Schutzgruppen bieten eine vielseitige
Alternative zur gezielten In-vitro-Ausl(sung von Konforma-
tions�berg�ngen, wie am Beispiel der Trypsin-, Esterase- und
Pyroglutamat-Aminopeptidase-induzierten Acyltransfer-Re-
aktionen gezeigt werden konnte (E1–E3, Abbildung 3d).
Alle hier untersuchten Enzyme spalten hoch spezifisch am N-
Terminus (Arg-Ser, E1; Acetylesterbindung in Acoeoc, E2;
pGlu-Ser, E3) des Zielpeptids P.[21]

Mithilfe von Wirt-Gast-Techniken[4e] kann das lokale
Umfeld von aus dem Protein herausgel(sten Peptidsequen-
zen imitiert werden. So konnte mit Partialsequenzen aus dem
Amyloidb (14–24) und der „Islet“-Protein-Partialsequenz
NFGAIL[1,6] (IIIa, b) ein Konformations�bergang von der
ungeordneten zur b-Faltblattstruktur bei gleichzeitiger Bil-
dung von Fibrillen induziert werden (Abbildung 4 a). Diese
Wirt-Gast-Switch-Peptide erlauben, den Einfluss und damit
die biologische Effizienz von externen Faktoren – z. B.
Inhibitoren und b-Faltblatt-zerst(renden Verbindungen (so
genannten b-Brechern) – auf die kritische Konzentration f�r
die b-Faltblattbildung zu bestimmen.[2, 6, 22]

F�r den Entwurf von Verbindungen, welche die Bildung
von Amyloidfibrillen inhibieren oder Amyloidfibrillen zer-
st(ren k(nnen, ist das Konzept der „Entkopplung“ von
Erkennung (s inaktiv, Saus) und Funktion (s aktiv, San) des
Molek�ls von besonderer Bedeutung. Mit dieser Zielsetzung
wurden Pseudoprolin(YPro)-Bausteine als b-Faltblatt-bre-
chende Induktionseinheiten s an das Erkennungspeptid P
gekuppelt (Strategie C, Abbildung 1, Switch-Peptide IVa–c).
Wegen der konformativen Entkopplung von s und P im Saus-
Zustand sollte die Tendenz von P zur Bildung einer b-
Faltblattstruktur die Anlagerung an ein Wirt-b-Faltblatt oder
an Fibrillen beg�nstigen. So liegt das amphiphile Oligopeptid
P in IVa mit n< nc,b bei pH 7 in einer ungeordneten
Konformation vor. In Gegenwart eines Wirt-Oligopeptids
mit n>nc,b als Templat wird dagegen im CD-Spektrum
(Abbildung 4b) eine b-Faltblattstruktur von IVa beobachtet
(„Erkennungszustand“). Nhnlich k(nnen sich die vom Amy-
loid abgeleiteten Peptide P (IVb, c) als Erkennungssequen-
zen an natives Amyloidb anlagern. Durch gezielte Induktion
der Acylwanderung wird die cis-Amidbindung von YPro zum
Bestandteil der Peptidkette, und der strukturunterbrechende
(„b-brechende“) Effekt von YPro[6a, 7b, 23] wird induziert. Dies
wird durch die Entstehung ungeordneter Strukturen der
Peptide IVa–c auch in Gegenwart des Templats belegt (San,
Abbildung 4b).

Interessanterweise lagern sich Switch-Peptide, die einen
YPro-Baustein enthalten, mit deutlich unterschiedlichen
Halbwertszeiten (Abbildung 4d) um; das Cystein-haltige
IVc neigt wesentlich st�rker als das Serin-haltige IVb zu
intramolekularer Acylwanderung. Erste In-vitro-Untersu-
chungen zur Unterbrechung von Amyloidfibrillen[6a, 24] durch

Abbildung 4. Wirt-Gast-Techniken zur Untersuchung von Konforma-
tions?bergAngen. a) CD-Spektrum des ISN-induzierten Kbergangs von
einer ungeordneten (Saus, pH 4) zu einer b-Faltblattstruktur (San, pH 7)
der Peptide IIIa (1’, 1) und IIIb (2’, 2). b) CD-Spektrum von IVa in Ab-
wesenheit (1) und Gegenwart (2) eines b-Faltblatt-Templats (1:1 Mi-
schung von IVa (Saus) und IIa (San)) und (3) von IIa (San) in Gegenwart
von IVa im San-Zustand. c) Elektronenmikroskopische Aufnahmen des
Peptids IIa im Saus- (oben) und San- Zustand (unten) nach 2 Tagen.
d) Kinetik des Acyltransfers der Peptide IVa (1), IVc (2), IVb (3).
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IVa–IVc lassen auf interessante therapeutische Anwendun-
gen dieser Switch-Peptide schließen.[25]

Zum Abschluss haben wir getestet, ob das Neuropeptid Y
(NPY) durch einen ISN-induzierten Konformations�bergang
in seine biologisch aktive Form �berf�hrt werden kann.
Durch die Struktur-Aktivit�ts-Beziehungen von NPY und
seinen k�rzeren Analoga[26] konnte gezeigt werden, dass das
C-terminale Peptid NPY(21–36) die minimale Kettenl�nge
f�r die spezifische Bindung an den NPY-Y2-Rezeptor auf-
weist. Als biologisch aktive Konformation dieser Sequenz
wird eine Helixstruktur postuliert. Entkoppelt man die
Peptidbl(cke NPY(21–31) und NPY(33–36) durch Einf�gen
eines von Thr32 abgeleiteten Schaltelements S, liegt das
resultierende Switch-Peptid in einer ungeordneten Struktur
vor (n< nc,a) und zeigt praktisch keine Bindung an Y2
(IC50 @ 10 mm

[21]). Durch das Ausl(sen der O!N-Acylwan-
derung (t1/2 = 20 min bei pH 5.8, t1/2 < 2 min bei physiologi-
schem pH-Wert) bildet sich das native, helicale Peptid
NPY(21–36; typische CD-Spektren in Abbildung 5); gleich-
zeitig wird die Induktion der biologischen Funktion beob-
achtet (IC50 = 0.8 nm).

Das an einem festen Tr�ger synthetisierte, mit mehreren
S-Elementen modifizierte Switch-Peptid Amyloidb (1–42)[22a]

wurde ebenfalls untersucht: Anders als das native Peptid liegt
das Molek�l in einer ungeordneten Struktur vor und zeichnet
sich vor allem durch eine ausgesprochen gute L(slichkeit bei
der Peptidsynthese und Reinigung aus.[27]

Das Konzept der ISN-Induktion von Struktur und Funk-
tion erlaubt erstmals die Untersuchung von Konformations-
�berg�ngen, die in nativen Peptiden und Proteinen beobach-
tet werden, unter biologisch relevanten Bedingungen. So
k(nnen Konformations�nderungen, die zu Selbstassoziation,
Polymerisation und irreversibler Aggregation als fr�he Er-
eignisse bei degenerativen Erkrankungen f�hren, auf mole-
kularer Ebene untersucht werden. Dies erlaubt ein besseres
Verst�ndnis von Proteinfaltung und molekularen Wechsel-
wirkungs- und Erkennungsprozessen und er(ffnet neue Per-
spektiven in der Biosensortechnologie sowie im Wirkstoffde-
sign.

Experimentelles
Peptidsynthese: Die Switch-Peptide I–V werden nach Standardvor-
schriften f�r die Peptidsynthese an fester Phase nach der Fmoc-
Strategie am Rink-4-Methylbenzhydrylamin(MBHA)-Harz aufge-
baut (Schritt 1 in Schema 1). Nach Abspaltung der N-terminalen
Fmoc-Schutzgruppe mit 20-proz. Piperidin in Dimethylformamid
werden die Aminos�uren (2 Nquiv.) mit PyBOP oder DIC/HOBt in
Gegenwart von DIPEA gekuppelt (bei nicht vollst�ndigem Umsatz
wird die Kupplung wiederholt). Die Peptide werden mit TFA/TIS/
H2O (95:2.5:2.5) vom Harz abgespalten, durch HPLC gereinigt und
durch Aminos�urenanalyse und ESI-MS charakterisiert. PyBOP=

Benzotriazol-1-yloxytripyrrolidinophosphonium-hexafluorophos-
phat; DIC=Diisopropylcarbodiimid; HOBt= 1-Hydroxy-1H-benzo-
triazol; DIPEA=N,N-Diisopropylethylamin; TFA=Trifluoressig-
s�ure; TIS=Triisopropylsilan.

Das N-terminale Serin des Zielpeptids P (Schaltelement S,
Schritte 2–4 in Schema 1, Variante A) wird als Na-Boc-gesch�tzter
Baustein gekuppelt. Zur Veresterung der Serinseitenkette werden
3 Nquiv. von Na-Fmoc-gesch�tzter Aminos�ure mit DIC (3 Nquiv.)
und DMAP (0.1 Nquiv.) in wasserfreiem Dichlormethan umgesetzt.
Alternativ wird das Schaltelement S als N(Y’)-gesch�tztes O-Acyl-
isodipeptid [16a, 21] w�hrend der Festphasensynthese eingebaut
(Variante B, Schema 1). DMAP=Dimethylaminopyridin.

Induktion der O!N-Acylwanderung (Schritt 5 in Schema 1):
pH-Induktion (Y1): Vorratsl(sungen der Switch-Peptide werden
hergestellt (10�3

m in doppelt destilliertem Wasser, pH< 5), ein
Aliquot entnommen und der pH-Wert durch Zugabe von Natrium-
phosphatpuffer (100 mmol) eingestellt. Zur Verfolgung der O!N-
Acylwanderung mittels HPLC werden in regelm�ßigen Zeitabst�n-
den 20-mL-Aliquote entnommen, die Reaktion durch Zugabe von
0.2n HCl gestoppt und die Proben anschließend analysiert.

Enzymatische Induktion (Y2–4): 1 mg des Peptids wird in 500 mL
Natriumphosphatpuffer (pH 7) bei 37 8C gel(st und mit dem ent-
sprechenden Enzym versetzt (0.1 mg Trypsin (Y3); 50 mL Pyroglu-
tamat-Aminopeptidase (Y4); einige K�gelchen immobilisierter Es-
terase (Y2)). Der Reaktionsverlauf wird wie oben beschrieben mittels
HPLC verfolgt.

Abbildung 5. ISN-Induktion von SekundArstruktur und Funktion. CD-
Spektrum des Verlaufs der Helixbildung von V. Einschub: Zeitlicher
Verlauf des Acyltransfers im HPLC.

Schema 1. Synthese von Switch-Peptiden (siehe Abbildung 1 und Ta-
belle 1).
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CD-Spektren wurden mit einem Jasco-J-810-Spektralpolarime-
ter, ausgestattet mit einem Jasco-Peltier-Temperaturkontrollger�t, in
Quarzk�vetten bei einer Konzentration von c= 10�5

m (Hellma, QS,
Schichtdicke 0.1 cm) aufgenommen.

ESI-Massenanalysen wurden an einem Finnigan-MAT-SSQ-
710C-Spektrometer (Software Technivent Vector II) im positiven
Ionisierungsmodus durchgef�hrt.

Eingegangen am 17. Februar 2004 [Z54045]
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