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B-Faltblatt-Aggregate stehen aufgrund der engen Beziehung
zu einer Vielzahl von Krankheiten sowie moglichen Anwen-
dungen in verschiedenen Forschungsdisziplinen, von der
Biotechnologie bis hin zu den Materialwissenschaften, im
Mittelpunkt des Interesses.' Die Fehlfaltung und Selbstag-
gregation von Proteinen in geordnete (3-Faltblatt-reiche An-
sammlungen, so genannte Amyloidfibrillen, sind charakte-
ristisch fiir eine wachsende Klasse von systemischen und
neurodegenerativen Erkrankungen, zu denen unter anderem
die Alzheimer-, Parkinson- und die Huntington-Krankheit,
senile systemische Amyloidose und Typ-II-Diabetes zihlen.!
Obwohl es deutliche Hinweise gibt, dass die Amyloidbildung
eine wichtige Rolle in der Pathogenese dieser Krankheiten
spielt, sind der genaue Mechanismus der Bildung und Auf-
16sung in vivo sowie die strukturelle Grundlage fiir die To-
xizitdt von Amyloid bislang unbekannt. Urspriinglich ent-
stand diese Wissensliicke durch einen Mangel an geeigneten
Techniken, um die anfénglichen Strukturiiberginge, die mit
Fehlfaltung, Amyloidbildung und -auflosung einhergehen, zu
verfolgen und/oder zu steuern. Peptid- und Protein-Modell-
systeme, die sich zu amyloiddhnlichen Faserstrukturen zu-
sammenlagern, sind von grof3er Bedeutung fiir die Untersu-
chung der Amyloidbildung ebenso wie fiir die Entwicklung
von Materialien mit interessanten physikalischen Eigen-
schaften. Trotzdem ist die mechanische und strukturelle Dy-
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namik in einer (-Faltblatt-Ansammlung, wie sie in einer
Amyloidfibrille vorliegt, noch sehr schlecht verstanden. An-
fangs wurde vermutet, dass (3-Faltblatt-Ansammlungen, und
damit auch Amyloidfibrillen, ein globales Minimum der
Energiehyperfliache besetzen, das niedriger liegt als das des
nativen Zustands.’! Diese Annahme trug eher zum besseren
Verstiandnis der Amyloidbildung und der Inhibierung dieses
Prozesse bei als zum Verstdndnis der Dissoziation und Auf-
16sung. Trotz der extremen Stabilitdt von B-Faltblatt-reichen
Amyloidfibrillen gegen Proteasen, Sduren und chemische
Denaturierungsmittel deuten neuere Human-* und In-vitro-
Untersuchungen darauf hin, dass der Amyloidfibrille eine
dynamische Struktur zugrundeliegt und die Reversibilitdt des
Amyloidbildungsprozesses auch zur Auflosung einer Fibrille
fiihren kann.®** Diese Beobachtungen und die Tatsache, dass
Strategien, die auf eine Destabilisierung und/oder schnelle
Auflosung von Amyloid zielen, eine Umkehr des Phéno-
typs!®” der Erkrankung auslosen konnen, sollte ein detail-
liertes Wissen iiber die Stabilitdt und das dynamische Ver-
halten einer Amyloidfibrille entscheidend zur kiinftigen
Entwicklung von Therapieansitzen fiir Amyloiderkrankun-
gen beitragen.

Unsere Arbeitsgruppe hat vor kurzem gezeigt,*% dass
durch den Einbau von Schaltelementen, die auf einer intra-
molekularen O —N-Acylwanderung!"! in situ beruhen, Se-
kundirstrukturiiberginge!® < in Polypeptidketten, die zur
Selbstaggregation neigen, kontrolliert induziert oder sogar
umgekehrt werden konnen. In dieser Zuschrift beschreiben
wir Switch-Peptide, die entworfen wurden, um amyloiddhn-
liche B-Faltblatt-Ansammlungen durch einen kontrolliert in-
duzierten Ubergang von einer p-Faltblatt- zu einer a-Helix-
Struktur aufzubrechen (Abbildung 1). Die experimentellen
Daten demonstrieren das gro3e Potenzial der Switch-Peptide
zur Aufkliarung der Strukturdynamik von Amyloidfibrillen,
der strukturellen Grundlage der Amyloidtoxizitdt und der
Steuerung der Peptidselbstaggregation. Dariiber hinaus
deuten sie auf die mogliche Entwicklung neuer Peptidbio-
materialien fiir Medizin und Biotechnologie hin.

Um zu testen, ob die Amyloidbildung durch einen indu-
zierten Ubergang von einer B-Faltblatt- in eine o-Helix-
Struktur unterbrochen oder umgekehrt werden kann, haben
wir ein Switch-Peptid entworfen, das aus der amyloidbilden-
den Sequenz HOQKLVFFAEDVG (AP(14-25)) und einem
helixinduzierenden N-cap!"”! (o) besteht, der iiber ein von
Serin abgeleitetes Schaltelement (S) mit dem Peptid ver-
kniipft ist (Peptid I, Abbildung 1). Das Peptid Ap(14-25)
umfasst die Aminosduren 16-20, die bei der Fibrillenbildung
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Abbildung 1. Das Switch-Peptid I: A3(14-25) ist iiber ein von Serin abgeleitetes Schaltele-
ment S (O-Acyl-Isopeptideinheit, S Zustand) mit dem helixinduzierenden Templat ¢ (N-
cap =Ac-[cyclo-1-5]-KARAD) verkniipft. Wird die N-Schutzgruppe Y abgespalten, aktiviert die
spontane O —N-Acylwanderung den helixinduzierenden Effekt @, und die Helixstruktur bildet
sich (links). Durch Aktivieren von ¢ (rechts) wird ein Konformationsiibergang von einer
selbstassoziierten B-Faltblatt-Struktur (Schritt 1) in eine a-Helix-Struktur (Schritt 2) induziert.

von nativem Amyloid-f-Peptid eine wichtige Rolle spielen
und auch in vitro Fibrillen bilden.'"¥ Das cyclische Penta-
peptid Ac-(cyclo-1-5)-KARAD mit einer Lactambriicke
zwischen Lys und Asp in den Positionen i und i + 4" dient als
N-cap. Diese Lactambriicke zwingt die Aminosdurebausteine
in eine a-helikale Anordnung und verstidrkt als Bestandteil
eines groBeren Peptids dessen Gesamthelizitit deutlich.['”
Zur Untersuchung der Figenschaften von Peptid I in
Losung im S, und S,,-Zustand (Abbildung 1) wurden die
Sekundérstruktur und der Aggregationszustand durch Zir-
kulardichroismus-Messungen (CD) und Elektronenmikro-
skopie (EM) bestimmt. Im S -Zustand (pH 4.5, 50 mm
Acetat, 150 mmM NaCl) bei Konzentrationen zwischen 10—
100 um zeigt das CD-Spektrum von Peptid I den fiir eine p-
Faltblatt-Struktur typischen Cotton-Effekt (Kurve 1 in Ab-
bildung 2 A). Die Aktivierung des helixinduzierenden N-caps
(Sen) durch eine pH-induzierte O—N-Acylwanderung®'!
reicht nicht aus, um die Bildung einer (-Faltblatt-Struktur
durch AP(14-24) auBer Kraft zu setzen, wie identisch ver-
laufende CD-Spektren belegen. Dagegen konnte in Gegen-
wart von 25% 2,2,2-Trifluorethanol (TFE), das die Bildung
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einer a-Helix fordert, innerhalb von fiinf
Minuten bei Raumtemperatur (Halb-
wertszeit 150s, Einschub in Abbil-
dung 2A) erstmalig ein Ubergang von
einer liberwiegenden f-Faltblatt- im S,
Zustand (Kurven 1, 2) zu einer iiberwie-
genden a-Helix-Struktur im S,,-Zustand
(Kurve 3) beobachtet werden. Hier muss
betont werden, dass Peptid I selbst in
reinem TFE im S ;-Zustand tiberwiegend
> p-Faltblatt-reiche fibrillire = Aggregate
bildet (siche Hintergrundinformationen).

Elektronenmikroskopische Studien
belegen, dass der Ubergang von der f-
Faltblatt- zur a-Helix-Struktur von einer
deutlichen Anderung der Fibrillenmor-
phologie und der nachfolgenden Dissozia-
tion begleitet wird. Abbildung 3 zeigt ne-
gativ angefidrbte elektronenmikroskopi-
sche Aufnahmen von Peptid I vor (S, A)
und nach (S,,, B und C) Aktivieren des
2 Schaltelements in Gegenwart von 25%
ot TFE. Im S, -Zustand selbstassoziiert

¥ Peptid I in lange (>2 um) unverzweigte
Fibrillen mit durchschnittlich 3.3 nm
Durchmesser (Abbildung 3A, Einschub:
a). Das seitliche Zusammenlagern dieser
diinnen Fibrillen fiihrt zu gedrehten Amy-
loid-dhnlichen Fibrillen mit durchschnitt-
lich 7.7, 11 und 20 nm Durchmesser. Die
3.3-nm-Untereinheit bildet somit das Pro-
tofilament der breiteren Fibrillen (Abbil-
dung 3A). Diese Fibrillenmorphologien
binden amyloidspezifische Férbereagen-
tien wie Kongorot (KR) und Thioflavin T
(ThT; siehe Hintergrundinformationen).
Interessanterweise lassen sich nach Induk-
tion der O—N-Acylwanderung voriiber-
gehend kurze Bandstrukturen beobachten, die sich jedoch
schnell auflosen und damit auf iiberwiegend o-helikale, 16s-
liche Strukturen des Peptids I hindeuten. Filtriert man eine
Losung des Peptids I im S Zustand iiber eine 0.22-pm-
Membran, bleiben 80 % des Peptids im Filter zuriick, und die
[B-Faltblatt-Struktur lésst sich im Filtrat nicht mehr nachwei-
sen (siche Hintergrundinformationen). Im S, -Zustand da-
gegen befinden sich mehr als 80 % des Peptids I im Filtrat.
Dies bestitigt den Ubergang von einer aggregierten p-Falt-
blatt- zu einer 16slichen a-Helix-Struktur (CD) - ein Phéno-
men, das sich schon durch das Verschwinden der Fibrillen-
ansammlungen (Abbildung 3C) und der ThT-Fluoreszenz
nach Induktion der O —N-Acylwanderung angedeutet hatte
(siehe Hintergrundinformationen).

Wir haben zur besseren Aufkldrung der strukturellen Ei-
genschaften die Stabilitidt von Peptid I im S.,- und S +-Zu-
stand im Hinblick auf wéarmeinduzierte Dissoziation/Dena-
turierung untersucht. Dazu wurden die Peptidlosungen
langsam erwdrmt, und die Peptidkonformation wurde mit-
hilfe von CD aufgezeichnet (Abbildung 2B). Nach Erhitzen
auf 95°C zeigt Peptid I im S-Zustand (pH 4.5, 25°C, Kurve
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Abbildung 2. Konformationsiiberginge des Peptids | (siehe Abbil-
dung 1) im CD-Spektrum (c=5x107°m, T=25°C): A) Kurve 1: pH-
4.5-Puffer (S.s); Kurve 2: pH-4.5-Puffer/TFE (75:25) (Sx); Kurve 3:
pH-7.0-Puffer/TFE (75:25) (S..). B) pH-4.5-Puffer, Kurve 1: T=25°C,
Kurve 2: T=95°C, Kurve 3: Abkiihlen auf T=25°C. Einschub: Zeitli-
cher Verlauf des Ubergangs von der B-Faltblatt- (S,¢) zur a-Helix-Struk-
tur (S,n) wie im CD beobachtet.

1) einen Ubergang von einer B-Faltblatt- in eine iiberwiegend
ungeordnete Struktur (Kurve 2). Lésst man die Probe an-
schlieBend auf 25°C abkiihlen, nimmt das Peptid interessan-
terweise nicht wieder die urspriingliche p-Faltblatt-Struktur
ein, sondern es entsteht eine a-Helix (Kurve 3). Dies deutet
darauf hin, dass bei hoher Temperatur durch die tempera-
turinduzierte O —N-Acylwanderung und der damit verbun-
denen Aktivierung des N-caps der helixinduzierende Effekt
in Kraft tritt. Sobald die f-Faltblatt-Struktur bei hoher Tem-
peratur destabilisiert ist, wird der helixinduzierende Effekt
des N-caps stark genug, die intrinsische Neigung zur Bildung
einer B-Faltblatt-Struktur zu iiberwinden. Folgerichtig ldsst
sich ein N-cap-induzierter Ubergang von einer ungeordneten
(bei 95°C) in eine a-Helix-Struktur (bei 25°C) beobachten.

Wir konnten auch das Potenzial von Peptid I testen, die
Amyloidbildung durch kontrollierte Induktion eines Uber-
gangs von [-Faltblatt- zu a-Helix-Struktur innerhalb der
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Abbildung 3. Negativ angefirbte elektronenmikroskopische Aufnah-
men von Peptid | (¢=5x107>M) im Sy (A) und S,,-Zustand 5 Minu-
ten (B) bzw. 12 Stunden (C) nach Aktivieren der intramolekularen
O—N-Acylwanderung.

Amyloidstruktur des selbstassoziierenden Peptids zu unter-
brechen. Die experimentellen Daten geben weiteren Auf-
schluss tiber die Stabilitit und die strukturellen Eigenschaften
der Amyloidfibrillen. Unsere Untersuchungen stiitzen die
Hypothese einer dynamischen Amyloidstruktur® und ver-
deutlichen, dass signifikante strukturelle Umordnungen in-
nerhalb der B-Faltblatt-Struktur einer Amyloidfibrille statt-
finden konnen. Auflerdem zeigen diese Studien zum ersten
Mal, dass Strukturinderungen in Polypeptidregionen ' die
nicht direkt an der Amyloidbildung beteiligt sind, einen er-
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heblichen Einfluss auf die Stabilitdt und Strukturdynamik von
Amyloidfibrillen haben konnen.

Die Entwicklung von Strategien, um selbstassoziierte {3-
Strukturen zu unterbrechen und/oder umzukehren, tréigt
nicht nur zum Verstdndnis der Mechanismen von Proteinag-
gregation und -aufldsung in vivo bei, sondern auch zur Ent-
wicklung therapeutischer Manahmen, die auf die Auflosung
oder Umkehr der Amyloidbildung zielen. Wir interessieren
uns daher zurzeit fiir die Ausweitung der Anwendungsmog-
lichkeiten von Switch-Peptiden zur Untersuchung der Stabi-
litat, Strukturdynamik und Toxizitdt der Fibrillen sowie der
frithen Zwischenstufen (,,Protofibrillen*), die bei der Bildung
von Amyloid durchlaufen werden und an den damit verbun-
denen Erkrankungen beteiligt sind. Die Fahigkeit, die
Struktur und Morphologie der Aggregate des Peptids I zu
steuern, ldsst vermuten, dass der Einbau spezifischer Schalt-
elemente und/oder strukturinduzierender Motive in amy-
loidbildende Proteine und Peptide einen Ausgangspunkt
bilden konnte, um unterschiedliche Amyloidstrukturen und
-morphologien mit ihrer Toxizitit zu korrelieren. Auflerdem
bietet der flexible Einbau mehrerer, orthogonal geschiitzter
Schaltelemente, die selektiv und unabhéngig voneinander
durch chemische, enzymatische und/oder photolytische Pro-
zessel® ¥ aktiviert werden konnen, interessante Moglichkei-
ten beim Aufbau von Proteinen sowie beim Entwurf von
»intelligenten Materialien mit maBgeschneiderten struktu-
rellen, funktionellen und physikochemischen Eigenschaften.

Experimentelles

Peptid I Das  fibrillenbildende  Peptid  Af(14-25),
HQKLVFFAEDVG, wurde gemifB Standardvorschriften fiir die
Synthese von Peptiden an fester Phase nach der 9-Fluorenylmethyl-
oxycarbonyl(Fmoc)-Strategie am Rink-Amidharz aufgebaut.'! Das
Schaltelement wurde durch Kupplung des geschiitzten Depsidipep-
tids Fmoc-Ala-(Boc)Ser-OH!"” eingebaut (Boc = tert-Butoxycarbo-
nyl), wie bei Coin et al. beschrieben.""™ AnschlieBend wurde die N-
cap-Einheit als geschiitzter Baustein Fmoc-(cyclo-1-5)-KAR-
(Pbf)AD-OH!"™ gekuppelt (Pbf=2,2,4,6,7-Pentamethyldihydroben-
zofuran-5-sulfonyl). Nach Abspaltung vom Harz und Reinigung
durch semipriparative Umkehrphasen-HPLC wurde Peptid I,
Ac-[(cyclo-1-5)-KARAD]A-S-HOQKLVFFAEDVG-NH, (S;=
(*H)Ser)!' als weiBes Pulver erhalten und mit analytischer HPLC
(Reinheit >95%) und ESI-MS (m/z: 1056.86 [M+2H/2]", 704.81
[M+3H/3]*, 529.31 [M+4 H/4]") charakterisiert.
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