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D:. Bildung von Peptidfibrillen spielt eine bedeutende Rolle bei ~ Aus dem Inhalt

vielen Krankheiten, die durch Amyloidablagerungen verursacht
werden. Intensiv erforscht wird die Bildung von Fibrillen aber
auch wegen ihres grofien Anwendungspotenzials in der Biona-
notechnologie, wo Hydrogele aus Peptidfibrillen als Zellgeriiste
und als Substrate fiir funktionelle und responsive Biomaterialien,
Biosensoren und Nanodrihte Anwendung finden konnen. In
diesem Aufsatz werden die grundlegenden Aspekte der Selbstor-
ganisation von Peptiden zu Fibrillen behandelt. Sowohl natiirli-
che amyloidbildende Peptide als auch synthetische Verbindungen,
z. B. Peptidfragmente, Copolymere und Amphiphile, werden

diskutiert.

1. Einfiihrung

Der vorliegende Aufsatz behandelt die Bildung von Fi-
brillen aus Peptiden und Peptidverbindungen. Dabei liegt der
Schwerpunkt besonders auf Fibrillen des Amyloidstruktur-
typs, die p-Faltblattstrukturen enthalten; andere Strukturty-
pen, z.B. Kollagenfibrillen, betrachten wir nicht. Das grof3e
Interesse an diesem Thema erklért sich aus den zahlreichen
Krankheiten, bei denen die Bildung von Amyloidstrukturen
eine Rolle spielt, aber auch aus den Moglichkeiten, die Pep-
tidfibrillen als Strukturelemente in der Bionanotechnologie
bieten.

Die Bezeichnung ,,amyloid“ bezieht sich auf Proteinab-
lagerungen mit einem Erscheinungsbild, das zuerst bei Stéarke
beobachtet wurde (amyloid bedeutet eigentlich starkedhn-
lich). Insbesondere werden damit Proteine und Peptide be-
zeichnet, die Fibrillen mit der Cross-p-Struktur bilden, in
denen das Proteingeriist senkrecht zur Fibrillenachse orien-
tiert ist.'*! Die B-Faltblatteinheiten bilden in Selbstorgani-
sation Protofilamente, die z.B. aus Biindeln verdrillter (3-
Faltblitter bestehen konnen; die Protofilamente lagern sich
anschlieBend zu Amyloidfasern zusammen (Abbildung 1)1
Die Struktur der Fibrillen wird in Abschnitt 2 ausfiihrlicher
behandelt. Abbildung2 zeigt ein typisches Transmissions-
elektronenmikroskopie(TEM)-Bild von Amyloidfibrillen.

Die Bildung von Fibrillen ist symptomatisch fiir viele
Amyloidose-Krankheiten; Beispiele sind die Alzheimersche

B-Faltblatt Protofilament Fibrille
1
0.47 nm /08_12 nm =—» -—
ca. 3 nm ca. 5-10 nm

Abbildung 1. Hierarchische Struktur von Amyloidfibrillen.
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Krankheit und die Creutzfeldt-Jakob-Krankheit®®" (Listen
weiterer Krankheiten, die aus Proteinaggregationen resul-
tieren, findet man in Lit. [10,11]). In einigen Spezies scheint
die Amyloidbildung einen Zweck zu erfiillen.>¥ Im
Krankheitsfall werden Fibrillen aus Proteinen oder Peptiden
wie dem Amyloid-p-Peptid (Ap) oder dem Tau-Protein ge-
bildet. Die Bildung von Fibrillen aus A3 wurde ausfiihrlich
untersucht, denn sie ist fiir eine Reihe von Krankheiten und
eine grofle Zahl von Patienten relevant. Im Menschen
kommen zwei Varianten dieses Amyloidpeptids vor: AB40
und AP42 (diese Notation bezieht sich jeweils auf das ge-
samte Peptid mit der angegebenen Zahl von Aminosiure-
Einheiten), wobei die Fibrillenbildung bei AP42 schneller
verlduft."”) Man geht heute davon aus, dass die Protofila-
mente, die sich am Beginn der Selbstorganisation bilden, die
eigentlichen toxischen Reagentien sind.®!°!l In Abschnitt 5
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Abbildung 2. TEM-Bild von Amyloidfibrillen aus dem Peptidfragment
FFKLVFF."!

werden wir dies ausfiihrlicher diskutieren. Amyloid-f (Ab-
bildung 3) entsteht bei der proteolytischen Spaltung des
Amyloid-Precursor-Proteins (APP), eines Transmembran-

B-Secretase o-Secretase v-Secretase

DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGWVIA

Abbildung 3. Aminosiuresequenz von Af42. Die Enzymspaltstellen
sind gekennzeichnet, und polare Reste sind unterstrichen.

proteins mit unbekannter Funktion.®’! Der N-Terminus des
Peptids entsteht bei der Spaltung mit 3-Secretase in der ex-
trazelluliren Doméne von APP, der C-Terminus resultiert aus
der Spaltung mit y-Secretase im Intramembranbereich (Ab-
bildung 3). Ein drittes Enzym, a-Secretase, katalysiert eine
Spaltung zwischen den Aminosduren 16 und 17 in Af und
verhindert so die Bildung von Fibrillen. Die Bildung von Af-
Oligomeren léauft intrazelluldr ab, wie In-vivo-Experimente
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mit humaner Cerebrospinalfliissigkeit ergaben, bei denen
Natriumdodecylsulfat(SDS)-stabile Dimere von Af} erhalten
wurden.” Eine Inkubation fiihrte nicht zur Produktion ex-
trazelluldrer Oligomere, allerdings wurden Oligomere in
neuralen und nichtneuralen Zelllinien gefunden.

Das Auftreten der Alzheimerschen Krankheit ist mit
verschiedenen Genen in Verbindung gebracht worden; dazu
zihlen die Gene fiir APP,? Prisenilin 1 und 2 (PSENT1 und
PSEN2)**1 sowie Apolipoprotein E (APOE).?*?! Aktuelle
Untersuchungen lassen darauf schlieSen, dass in einem spi-
teren Stadium der Anfangsphase der Alzheimerschen
Krankheit eine intrazelluldre Akkumulierung von Af in den
spaten Endosomen stattfindet, wo die Spaltung durch die
Enzyme [(-Secretase und y-Secretase zur Bildung von Af
fithrt; dabei hingt die Funktionsweise von y-Secretase von
Prisenilin ab.” Ein Gen, das an dem Recycling von APP in
den Endosomen beteiligt ist, wurde identifiziert und mit
SORLI oder LRII bezeichnet. Normalerweise dirigiert das
Proteinprodukt dieses Gens APP in die Recycling-Endoso-
men, allerdings konnen Mutationen zu einer Abnahme des
Proteinprodukts und damit zu einem Reaktionsweg fiithren,
bei dem die AB-Produktion durch die Enzyme in den spiten
Endosomen ansteigt. Fiir die Alzheimersche Krankheit
wurden verschiedene Therapien vorgeschlagen,”’ die wir aber
im Rahmen dieses Aufsatzes nicht besprechen werden.

Das Tau-Protein ist am Aufbau der Mikrotubuli und an
der Stabilisierung des Cytoskeletts (besonders in den F-Ac-
tinfibrillen) beteiligt. Mutationen koénnen zu Filamentabla-
gerungen fiithren, die bei neurodegenerativen Krankheiten
wie der Pickschen Krankheit oder dem Parkinson-Demenz-
Komplex von Guam beobachtet wurden.”! Filamentablage-
rungen aus Tau-Protein treten bei diesen Krankheiten immer
auf, selbst wenn keine Ablagerungen aus Af beobachtet
werden. Die genaue Wechselwirkung zwischen A und Tau
bei der Ablagerung von Fibrillen ist bisher nicht geklirt, es
scheint aber einen synergetischen Effekt zu geben, der die
Actinbiindelung und die Neurodegeneration verstirkt.[*!
Wie im Fall von A} wurde vorgeschlagen, dass die toxische
Wirkung von Oligomerspezies ausgeht. Die von Tau indu-
zierte neuronale Degeneration wurde in vivo untersucht.
Hyperphosphorylierte Formen dieses an Mikrotubuli bin-
denden Proteins induzieren die Akkumulierung von F-Actin,
wie mit In-vivo-Untersuchungen an Drosophila und Méusen
nachgewiesen wurde.l!!

Im ersten Teil dieses Aufsatzes liegt der Schwerpunkt auf
Fibrillen, die aus B-Faltblattstrukturen aufgebaut sind. Ab-
schnitt 2 beschreibt die Struktur der Fibrillen. In Abschnitt 3
werden kurz die Methoden vorgestellt, mit denen die Bildung
von Fibrillen charakterisiert wird. In Abschnitt 4 werden
Aspekte des Mechanismus und die Kinetik der Selbstorga-
nisation diskutiert. Die Abschnitte 5 und 6 beschiftigen sich
mit der Toxizitdit und der Sequenzabhingigkeit der Ap-
Amyloidbildung. In den Abschnitten 7-10 wird die Bildung
von Fibrillen aus verschiedenen anderen Peptiden und Pep-
tidverbindungen behandelt. Abschnitt 11 diskutiert die Bil-
dung von Gelphasen aus Fibrillen, und Abschnitt 12 fasst
kurz aktuelle Arbeiten zusammen, die sich mit der Bildung
von Fibrillen aus Peptiden mit Coiled-coil-Strukturen be-
schiftigen.
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2. Struktur von Fibrillen

Amyloidfibrillen enthalten Biindel aus -Faltblatteinhei-
ten, deren Grundgeriiste senkrecht zur Fibrillenachse orien-
tiert sind; diese Struktur wird als ,,Cross-p-Struktur” be-
zeichnet.' Abbildung 4 zeigt eine verdrillte, aus vier f-
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o

Abbildung 4. Helicale Packung in einem Biindel aus vier Protofilamen-
ten. Die Struktur wurde fiir Insulin-Amyloidfibrillen vorgeschlagen.
Wiedergabe mit Genehmigung aus Lit. [34].

Faltblattstrangen bestehende Fibrille mit einer Cross-3-
Struktur. Fibrillen haben oft eine Helixstruktur; Beispiele
sind Transthyretin,®? die SH3-Domine von Phosphatidyl-
inositol-3"-kinase®®! und Rinderinsulin® (weitere Beispiele
sind in Lit. [5] aufgefiihrt). Die Helixstruktur resultiert aus
der bevorzugten rechtshindigen Verdrillung der f-Faltblatt-
einheiten.”>* Mit Infrarotspektroskopie wurde nachgewie-
sen, dass sich die B-Faltblatteinheiten in den Fibrillen anti-
parallel anordnen; eines der ersten Beispiele fiir derartige
Messungen war eine Untersuchung von humanem Amyloid-
protein.’’!

Abbildung 5 zeigt die f-Strang-Turn-B-Strang-Konfor-
mation von AP(18-42) (die Aminosduren 1-17 sind unge-
ordnet) in einer Fibrille mit Cross-B-Struktur. Festkorper-

-
Aﬂlenachse

Abbildung 5. Aus H/D-Austausch-NMR-Spektroskopie erhaltene Kon-
formation von AB(17-42). Die Farben Gelb, Griin, Rot und Blau kenn-
zeichnen hydrophobe, polare, negativ geladene bzw. positiv geladene
Aminosiuren. Positiv oder negativ geladene Oberflichenabschnitte
sind in Blau bzw. Rot, iibrige Oberflichen in Weifk dargestellt. Wieder-
gabe mit Genehmigung aus Lit. [39].

141

NMR-Messungen ergaben (unter Berticksichtigung der Be-
funde von Rontgenbeugungs- und TEM-Experimenten) eine
dhnliche Struktur fiir AB40."

Charakteristisch fiir das Rontgenbeugungsbild der Cross-
B-Struktur sind eine meridionale Reflexion bei 4.7 A, was
dem Abstand zwischen den Peptidgeriisten entspricht, sowie
eine breitere dquatoriale Reflexion bei 8-12 A, die aus der
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Stapelperiodizitit der B-Faltblatteinheiten resultiert (die Ur-
sache fiir die unterschiedlichen Werte liegt in den unter-
schiedlichen Abmessungen der Seitenketten). Die meisten
Rontgenuntersuchungen der Cross-f-Struktur wurden an
getrockneten Filmen durchgefiihrt. Da die Hydratation die
Struktur von f-Faltblattfibrillen beeinflussen kann, unter-
suchten Squires und Mitarbeiter, ob die Cross-f-Struktur
auch in Losung in einer stromungsorientierten Probe erhalten
bleibt.*! Die Weitwinkel-Rontgenbeugung (wide-angle x-ray
scattering, WAXS) an einem synthetischen Peptid (ein Frag-
ment von Transthyretin) und an HiithnereiweiBlysozym ergab
tatsédchlich das gleiche Beugungsbild wie die an getrockneten
Proben; die Cross-f-Struktur ist also auch in Losung vor-
handen und kein von der Trocknung verursachtes Artefakt.

Perutz etal. schlugen vor, dass Amyloidfibrillen aus
wassergefiillten Nanorshrchen bestehen.[*!] Sie schlossen dies
aus der Analyse von Rontgenbeugungsdaten des polyglut-
aminreichen Peptids D,Q,,K, und der natiirlichen polyglut-
aminreichen Peptide Huntingtin und Hefeprion Sup35 sowie
aus einem Elektronenmikroskopbild von Sup35. Allerdings
wurde diese Analyse von zwei Arbeitsgruppen infrage ge-
stellt, die ein Modell aus gestapelten p-Faltblatteinheiten fiir
die Rontgenbeugungsdaten von D,Q,K, vorschlugen.[***
(Die zweite Arbeitsgruppe!*! gab eine dhnliche Struktur
auch fiir K,QxK, und K,Q4K, an). Bestimmte Merkmale im
Rontgenbeugungsbild der polyglutaminreichen Peptide
lassen es ebenfalls sehr unwahrscheinlich erscheinen, dass das
Modell der wassergefiillten Nanorohrchen die allgemeine
Struktur von Amyloidfasern wiedergibt.*

3. Charakterisierung der Fibrillenbildung
3.1. Einfdrbung

Eine Methode zur Identifizierung von Amyloidfibrillen ist
die Einfarbung mit Kongorot. Bei Bestrahlung mit polari-
siertem Licht zeigen mit Kongorot eingefirbte Amyloidpro-
ben eine griine Doppelbrechungsfarbe.

Ein gebréuchlicher Fluoreszenzfarbstoff fiir die Untersu-
chung der Amyloidbildung ist Thioflavin T, das bei 450 nm
angeregt wird und ein Fluoreszenzmaximum bei 482 nm
aufweist.[*>4!

3.2. Rontgenbeugung

Wie in Abschnitt 2 erwidhnt, werden Weitwinkel-Ront-
genbeugungs(WAXS)-Messungen normalerweise an ge-
trockneten Proben in der Form von Filmen oder aus der
Losung erhaltenen Faden vorgenommen. Weitere Methoden
zur Herstellung ausgerichteter Proben®” umfassen den Ein-
satz von Spannrahmen oder von Kryoschleifen, die getrock-
nete flache Filme (,,Matten*) produzieren. Um die Ausrich-
tung zu verbessern, konnen Fiaden auch in Gegenwart eines
Magnetfelds getrocknet werden. Aus Kleinwinkel-Rontgen-
beugungsmessungen (small-angle x-ray scattering, SAXS)
konnen Informationen iiber die Sekundérstruktur bei grof3e-
ren Léngenskalen (5-100 nm) erhalten werden.
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3.3. Dynamische und statische Lichtstreuung

Die Analyse der Intensititsautokorrelationsfunktion von
Licht, das an Partikeln gestreut wird, die einer Translations-
oder Rotationsdiffusion ausgesetzt sind, ermoglicht die
Messung des Diffusionskoeffizienten und damit, iiber die
Stokes-Einstein-Beziehung, die Bestimmung des effektiven
hydrodynamischen Radius. Mit verschiedenen Naherungs-
methoden lassen sich aus dieser GroB3e die Lange und der
Durchmesser der Fibrillen erhalten,[***

Mit Messungen der statischen Lichtstreuung kann man
das Molekulargewicht von Peptidaggregaten bestimmen; die
Winkelabhingigkeit der Streuintensitdt liefert auBerdem
Hinweise auf die Form der Partikel.

Lichtstreuungsmessungen wurden oft eingesetzt, um die
Bildung von Amyloidprotofilamenten und Amyloidfibrillen
zu beobachten [~

3.4. Circulardichroismus

Mit Circulardichroismus (CD) wird die unterschiedliche
Absorption von rechts- und linkscircular polarisiertem Licht
bezeichnet. Circulardichroismusmessungen reagieren emp-
findlich auf die Gegenwart chiraler Gruppen und sind eine
grundlegende Technik fiir die Charakterisierung der Sekun-
ddrstruktur von Proteinen. Die iibliche Vorgehensweise be-
steht aus der Bestimmung charakteristischer Merkmale
(,Fingerprinting“) im Bereich des fernen UV (190-
250 nm).* Daten im Nah-UV-Bereich liefern Informationen
uber die Faltstruktur von Peptiden mit aromatischen Resten.
Im Fern-UV-Bereich werden charakteristische Minima in den
Absorptionsspektren bei ca. 208 und 222 nm (a-Helix), bei
216220 nm (p-Faltblatt) oder bei 195 nm (Zufallsknduel)
beobachtet. CD-Spektren werden normalerweise mithilfe von
Datenbanken analysiert, die fiir Peptide mit bekannter Kris-
tallstruktur angelegt wurden.” Auf diese Weise konnen die
genauen Anteile der Sekundérstrukturen bestimmt und die
CD-Spektren ,kalibriert“ werden. Mehrere Algorithmen
stehen zur Verfiigung, die auf verschiedenen Datenbanken
aufbauen. Die meisten beziehen sich nur auf groere Pro-
teine, es gibt aber auch in begrenztem Umfang Referenzdaten
(und Kurvenangleichungsprogramme) fiir kiirzere Peptide."™

3.5. FTIR-Spektroskopie

In FTIR-Spektren wird das Amid-I-Band bei 1620-
1640 cm™! den P-Faltblatteinheiten zugeordnet.”*® Vergli-
chen mit Knduel- oder Helixstrukturen ist dieses Band zu
tieferen Frequenzen verschoben. Ein anderes Seitenband bei
1680-1690 cm ™' wurde Wasserstoffbriicken zugeschrieben;
allerdings legen Ab-initio-Rechnungen®®! nahe, dass es aus
der Schwingungskopplung von Aminosdureresten resultieren
konnte. Das schmale, intensive Band, das manche Peptide bei
1610-1620 cm ™ zeigen, wird auf die antiparallele Aggregat-
struktur zuriickgefiihrt.

Das Amid-II-Band bei 1550 cm ™' resultiert hauptséchlich
aus den N-H-Deformationsschwingungen. Diese Schwin-
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gungsfrequenz dndert sich in der Gegenwart von Deuterium
(in D,O wird das Wasserstoffatom der N-H-Bindung gegen
Deuterium ausgetauscht), die das Amid-II-Band um etwa
100 cm™! auf 1450 cm ™' verschiebt.

In den meisten Féllen ist eine vollstdndige quantenche-
mische Analyse der Schwingungsmoden von Peptiden oder
Proteinen nicht moglich, sodass die FTTR-Daten mithilfe von
Fingerprinting oder Peakangleichung ausgewertet werden
miissen.*> Wegen der Uberlappung von Merkmalen in den
Spektren sind diese Methoden allerdings mit einer gewissen
Unsicherheit behaftet.>%7>

FTIR-Messungen lassen sich auf die Untersuchung des
Lineardichroismus in ausgerichteten, isotopenmarkierten
Proben ausdehnen (FTIR mit linear polarisiertem Licht);
auch Circulardichroismusspektren koénnen im IR-Bereich
aufgenommen  werden  (Schwingungs-Circulardichrois-
mus).P!

3.6. NMR-Spektroskopie

Aus Festkorper-NMR-Spektren lassen sich detaillierte
Informationen {iiber die Struktur von Amyloidfibrillen er-
halten. Verschiedene hochauflosende Messungen konnen mit
MAS (magic angle spinning) an "C- oder "N-markierten
Peptiden vorgenommen werden.””*) Aus homo- und hete-
ronuclearen zwei- und dreidimensionalen Spektren konnen
Informationen iiber interatomare Abstinde und Torsions-
winkel in getrockneten, isotopenmarkierten Peptiden erhal-
ten werden. ")

Wasserstoff/Deuterium-Austauschtechniken wurden
ebenfalls eingesetzt, um die Strukturdnderungen wéhrend der
Amyloidbildung zu untersuchen.'® Die Austauschgeschwin-
digkeit liefert Informationen iiber Umlagerungen der Seg-
mente eines Proteins oder Peptids widhrend der Faltung,
Entfaltung oder Fibrillenbildung. Mit dieser Methode konnte
auch die dreidimensionale Struktur von Af42 bestimmt
werden (siehe Abbildung 5).””

3.7. Rasterkraftmikroskopie und Elektronenmikroskopie

Mit diesen Methoden konnen Peptidfibrillen direkt ab-
gebildet werden. Die Rasterkraftmikroskopie (AFM) liefert
Bilder der Oberflache. Die Methode wurde bisher haupt-
sdchlich dazu eingesetzt, Fibrillen aus Losungen abzubilden,
die auf planaren festen Substraten, z. B. Glimmer, getrocknet
wurden. Zu den elektronenmikroskopischen Methoden
gehort die Transmissionselektronenmikroskopie (TEM), mit
der getrocknete Filme auf weitmaschigen Gittern untersucht
werden (um den Kontrast zu erhéhen, enthalten die Gitter
normalerweise schwermetallhaltige Verbindungen), und die
Rasterelektronenmikroskopie (SEM), mit der Oberflichen
abgebildet werden. Um Artefakte zu vermeiden, die durch
langsames Trocknen entstehen konnen, werden meist Kryo-
techniken fiir die Préparation bevorzugt.
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4. Kinetik (und Mechanismus) der Fibrillenbildung

Die Fibrillenbildung lduft offenbar tiber Aggregatvorstu-
fen ab,[11°0-%%1 dje aus kleinen (sphirischen) Proteinmul-
timeren bestehen, die im Verlauf der Fibrillenbildung ver-
braucht werden.”*®! AFM-Untersuchungen von AP40 und
AP42 lieferten iiberzeugende Bilder von der anfinglichen
Bildung der Protofilamente und der folgenden Fibrillen-
bildung aus den Filamenten.® Mit ergiinzenden Lichtstreu-
ungs-, TEM- und SEC-Untersuchungen wurde das Moleku-
largewicht in den verschiedenen Stadien des Polymerisati-
onsprozesses bestimmt.”) Die Aggregation von Ap wurde auf
hydrophilen Glimmer- und hydrophoben Graphitsubstraten
untersucht. Auf Glimmer wurden bei niedriger Konzentration
pseudo-micellare Aggregate und bei hoherer Konzentration
Fibrillen beobachtet. Dagegen bildeten sich auf Graphit
Faltblattstrukturen, deren Dicke der Lénge der gestreckten
Peptide entsprach, die parallel zu den Graphit-Gitterachsen
orientiert waren.® Eine weitere AFM-Untersuchung be-
schiftigte sich mit der Fibrillenbildung von AB42, der Bildung
von Plaque und der Wechselwirkung zwischen A(40 und
AB42." Dabei wurde die Ablagerung auf einem syntheti-
schen Templat untersucht, dessen Oberflichen mit N-Hy-
droxysuccinimidester aktiviert waren. Af42-Oligomere er-
wiesen sich als effektivere Keime fiir das Fibrillenwachstum
als Monomere oder reife Fibrillen.

Vor kurzem wurde die Fragestellung untersucht, ob sich
Amyloidfibrillen aus partiell gefalteten Intermediaten, die [3-
Faltblattstrukturen enthalten, oder aus vollkommen denatu-
rierten Strukturen bilden. Bei den meisten Proteinen be-
giinstigen Bedingungen, die zu einer teilweisen Entfaltung
fiihren, die Fibrillenbildung. Beispiele sind Transthyretin,/’""
das Prionprotein PrP¢[™7 die leichten Ketten von Immun-
globulinen,™" Lysozym,””! die SH3-Doméine von Rin-
derphosphatidylinositol-3-kinase®™ und  B,-Mikroglobu-
lin.[81—83]

Das Ausmaf der Entfaltung und letztlich die Morphologie
der Fibrillen scheinen vom Grad der Denaturierung abzu-
hiingen.®>* Diese beiden Eigenschaften wurden von Kad
et al. in einer Untersuchung von f3,-Mikroglobulin miteinan-
der korreliert.® Dobson und Mitarbeiter untersuchten die
Aggregation von Acylphosphatase unter milden Denaturie-
rungsbedingungen in wissrigen 2,2,2-Trifluorethanol(TFE)-
Losungen mit verschiedenen Konzentrationen.®™ Es kam zu
einer partiellen Denaturierung, die zur Fibrillenbildung
filhrte. Dagegen wird unter aggressiven Denaturierungsbe-
dingungen, z.B. bei hohen Konzentrationen von Harnstoff
oder Guanidiniumchlorid, meist nur ein 16slicher, vollkom-
men entfalteter Zustand beobachtet. Eine Komplikation
dieser Untersuchung besteht allerdings darin, dass das native
Protein einen betréichtlichen Gehalt an 3-Faltblattstrukturen
enthilt, sodass wahrscheinlich (3-Faltblatt-reiche Intermedia-
te auftreten. Die gleiche Arbeitsgruppe untersuchte die Bil-
dung von Fibrillen bei Myoglobin; in diesem Fall legen die
Befunde nahe, dass vor der Fibrillenbildung eine vollstandige
Denaturierung erfolgt.®® Myoglobin weist im nativen Zu-
stand vorwiegend a-helicale Strukturen auf und hat keinen
Gehalt an p-Faltblattstrukturen. Es ist daher ein niitzliches
Modell fiir die Untersuchung des Mechanismus der Fibril-
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lenbildung. CD-, Fluoreszenz- und FTIR-Experimente erga-
ben, dass die Intermediate keine -Faltblattstrukturen ent-
hielten. Die Autoren schlugen vor, dass der Entfaltungsme-
chanismus ein allgemeines Merkmal der Fibrillenbildung ist.
Diese Hypothese wird auch dadurch gestiitzt, dass viele
Proteine Fibrillen bilden konnen, auch wenn sie keine spezi-
fische Sekundirstruktur aufweisen (siche Abschnitt 6). Die
bei der Entfaltung auftretende Struktur sollte daher die Fal-
tung zuriick in den nativen Zustand nicht begiinstigen und
gleichzeitig ausgedehnte transiente und wasserstoffbriicken-
freie Bereiche enthalten, die als Vorstufen der Amyloidfi-
brillen wirken kénnen. %)

Dobson et al. und andere Arbeitsgruppen beobachteten,
dass die entfaltete Struktur einen erheblichen Gehalt an Po-
ly(L-prolin) II (PPII) aufweisen kann.®*) Raman-spektro-
skopische Untersuchungen mit polarisiertem Licht (Raman
optical activity) an verschiedenen Formen von Synuclein er-
gaben, dass dies keine hinreichende Bedingung fiir die -
Faltblattaggregation ist, denn 3- und y-Synuclein zeigen nur
eine sehr geringe Tendenz zur Bildung von Fibrillen, obwohl
sie einen hohen Gehalt an PPII haben.”™ Hou et al. unter-
suchten AP40- und AP42-Peptide, in denen die Methionin-
seitenkette (Rest 35) oxidiert oder reduziert war; mit NMR-
Messungen in Losung wiesen sie Wechselwirkungen zwischen
bestimmten Aminosdureresten in den ersten Phasen der
Aggregation nach.® Die Befunde lassen darauf schlieBen,
dass fiir die ersten Schritte der Aggregation sowohl hydro-
phobe als auch schleifenformige Strukturen erforderlich sind.
Mit NMR-Experimenten in Losung wurde die Region in
AP40 identifiziert, die fiir Kontakte zwischen den Fibrillen
relevant ist: Dabei handelt es sich um die Sequenz AP(15-24)
(weitere Arbeiten iiber diese Sequenz werden in Abschnitt 7
vorgestellt).”!! Die NMR-spektroskopischen Daten belegen
auch, dass bei geeigneten (physiologischen) Salzkonzentra-
tionen ein loslicher Monomerzustand mit einem aggregierten
Oligomerzustand im Gleichgewicht steht, wobei die Lage des
Gleichgewichts durch eine Anderung der Anionenstirke
verschoben werden kann. Das Molekulargewicht des Oligo-
mers betrug mehr als 100 kDa."!

Mit Kleinwinkel-Rontgenbeugungsmessungen” wurde
die Aggregation von mutiertem Myoglobin mit erweiterten
Glutamin-Wiederholungssequenzen beobachtet (derartige
Sequenzen hingen z.B. mit der Huntingtonschen Krankheit
zusammen™). Nach einer thermisch induzierten partiellen
Entfaltung wurde die erste Phase der Aggregation untersucht.
Dabei wurde ein Aggregat ohne Fibrillen beobachtet, in
dessen Rontgenbeugungsbild keine Anzeichen fir (3-Falt-
blattstrukturen vorhanden waren. Die Autoren schlugen vor,
dass derartige Protofilamente eine Ursache fiir die toxischen
Eigenschaften polyglutaminreicher Proteine sein konnten.

Die Fibrillenbildung ist ein mehrstufiger Prozess, und die
zuerst gebildeten Aggregate, die noch keine Fibrillenstruktur
aufweisen, kénnen auch wieder zerfallen.” Humane Mus-
kelacylphosphatase wurde unter milden Denaturierungsbe-
dingungen (25% TFE) in Fluoreszenzexperimenten unter-
sucht. Nach einer partiellen Entfaltung bildeten sich zuerst
globulidre Aggregate mit einem Durchmesser von 60-200 nm,
die sich dann zu Clustern (400-800 nm Durchmesser) zu-
sammenlagerten. Uberschritt die Konzentration der globu-
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laren Aggregate einen kritischen Wert, konnten sich auch
groBere (>5 um) Uberstrukturen bilden. Bei einer Verdiin-
nung (auf 5% TFE) zerfielen die globuldren Aggregate und
Cluster. Proteinmonomere falteten sich schnell wieder in den
nativen Zustand, wihrend die globuldiren Aggregate und
Cluster (400-800 nm) etwas langsamer zerfielen. Die groBe-
ren Uberstrukturen wurden von der Verdiinnung nicht be-
einflusst.

Die Fibrillenbildung von AP40 setzt oberhalb einer kri-
tischen Konzentration ein, was in Analogie zum Konzept der
kritischen Micellenkonzentration beschrieben wurde.*5>%!
Das in Abbildung 6 gezeigte Verhalten ist identisch mit dem

Konzentration

der Spezies Fibrille

l Monomer

Peptidkonzentration

Abbildung 6. Fibrillen- und Monomermenge abhingig von der zugege-
benen Proteinmenge. Oberhalb einer kritischen Konzentration c; setzt
die Bildung von Fibrillen ein.

der Micellenbildung.”” Die Fibrillenbildung lisst sich mit
einem entsprechenden eindimensionalen Modell der Selbst-
organisation beschreiben.””

Die Fibrillenbildung setzt iiblicherweise nach einer zeit-
lichen Verzogerung ein, was auf einen Keimbildungs- und
Wachstumsprozess schlieBen lasst.[*8:8295:9.9%81011 Gijbt man
zuvor hergestellte Aggregate als Keime zu (seeding), tritt
keine Verzogerung auf (Abbildung 7).

Fibrillen-
konzentration

Keimzugabe
-—

Zeit

Abbildung 7. Die Zugabe von Aggregaten, die als Keime fiir die Fibril-
lenbildung wirken, kann die Verzégerungsphase der Fibrillenbildung
unterdriicken.

Bei mehreren Proteinen, einschlieflich AB40, Af42 und
a-Synuclein, bestehen die anfianglich gebildeten Protofibril-
len aus sphidrischen Aggregaten mit ringformigen Poren-
strukturen,*%! die sich zu Ketten vereinigen konnen.""*
Der Prozess zur Bildung der Protofibrillen kann vor oder
wihrend der Verzogerungsphase ablaufen.

Die durch einen niedrigen pH-Wert und eine erhohte
Temperatur (57 °C) induzierte Bildung von Fibrillen setzt bei
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HiihnereiweiBlysozym (HEWL) erst nach einer ausgedehn-
ten Verzogerungszeit von 48 Stunden ein. Die Verzoge-
rungszeit hdngt nicht von der Konzentration ab, was auf einen
Einzelmolekiilprozess fiir die Fibrillenbildung schliefen
lisst.®™ Die Beobachtung eines isodichroitischen Punktes in
den CD-Daten weist darauf hin, dass bei der Entfaltung der
Ausgangsspezies, die reich an a-helicalen Strukturen ist, ein
kooperativer Prozess mit zwei Zustdnden eine Rolle spielt.
Eine Probe wurde elf Tage erhitzt und durch Filtration in
Fraktionen getrennt; CD-Messungen ergaben, dass das Mo-
nomer eine Zufallskniduelstruktur hatte, wiahrend fiir die Fi-
brillen zusétzlich ein kleines, fiir f-Faltblattstrukturen cha-
rakteristisches Signal beobachtet wurde. Die Morphologie
der Fibrillen hing auch von den Préparationsbedingungen ab.

Bei 3-Lactoglobulin setzt die Aggregation bei Erwdrmung
hingegen sofort ein,'®” was auf einen anderen Mechanismus
der Fibrillenbildung hindeutet. Moglicherweise spielt der
Gehalt an (-Faltblattstrukturen eine Rolle, denn (-Lacto-
globulin hat einen hohen Gehalt an dieser Sekundérstruktur,
wihrend HEWL reich an o-Helixstrukturen ist (30—
40 % 19%1%0y Fiir die warmeinduzierte Fibrillenbildung von f-
Lactoglobulin wurde ein Mechanismus vorgeschlagen, der
mehrere Schritte umfasst: Der erste Schritt besteht aus der
Aggregation von (partiell) denaturierten Proteinmolekiilen
zu Fibrillen oder zu nicht fibrillenférmigen Oligomeren.
AnschlieBend erfolgt die reversible Bildung von linearen
Aggregaten, aus denen in einem dritten Prozess der ,, Kon-
solidierung“ thermisch stabile Fibrillen gebildet werden.'*

In Lichtstreuungs- und Neutronenbeugungsexperimenten
wurde die Struktur von P-Lactoglobulinaggregaten unter-
sucht, die bei der wirmeinduzierten Denaturierung bei pH 2
entstehen.'” Dabei wurde beobachtet, dass die Morphologie
von der Ionenstidrke abhéngt, was auf eine wichtige Rolle der
elektrostatischen Wechselwirkungen bei der Selbstorganisa-
tion hinweist. Bei niedriger Ionenstidrke wurden stdbchen-
formige Aggregate beobachtet, wihrend fiir Losungen mit
hoherer Ionenstdrke eine fraktale Struktur vorgeschlagen
wurde. Bei pH 7, bei dem sich globuldre Aggregate bilden,
findet ein zweistufiger Aggregationsprozess statt, der bei
pH 2, bei dem sich Fibrillen bilden, nicht auftritt.!%!

Die Abhingigkeit der Morphologie von der Ionenstirke
wurde vor kurzem in AFM- und Lichtstreuungsexperimenten
untersucht.'®! Dabei fand man, dass es eine kritische Kon-
zentration fiir die Fibrillenbildung gibt und dass mit zuneh-
mender Ionenstidrke die Fibrillen kiirzer werden und eine
grofere Kriimmung aufweisen. Die bei 3-Lactoglobulin bei
hohen Konzentrationen auftretende Bildung von Gelphasen
aus Fibrillen wird in Abschnitt 11 diskutiert. Die Verzoge-
rungsphase bei Fibrillenbildung kann, wie oben beschrieben,
durch Zugabe von zuvor hergestellten Fibrillenbildungskei-
men vermieden oder zumindest erheblich reduziert
werden.177]

Mit Fluoreszenzmessungen an [-Lactoglobulin und
AFM-Experimenten an Extraktionsproben wurde der Ein-
fluss einer Scherstromung auf die Amyloidbildung unter-
sucht.'® Dabei wurde festgestellt, dass die Scherstromung in
einer Couette-Zelle (konzentrische Zylinder) die Bildung
von sphéroidalen Aggregaten induziert. Diese Aggregate
konnten als Keime fiir eine anschlieende Fibrillenbildung
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bei einer Inkubation eingesetzt werden; die Fibrillenbildung
war gegeniiber einer Kontrolllosung, die keine Keime ent-
hielt, signifikant erhoht. Eine stdndige Scherung mit einer
hohen Scherrate iiber einen lidngeren Zeitraum fiithrte zu
einer Degradation der zuvor gebildeten Fibrillen zu kiirzeren
Fibrillen. Diese Ergebnisse wurden im Kontext mit den Be-
dingungen der physiologischen Blutstromung betrachtet.l%!
Auch in SAXS-, TEM- und DLS-Experimenten (DLS =dy-
namische Lichtstreuung) wurde das Aufbrechen in kurze
stibchenformige p-Lactoglobulinfragmente durch eine per-
manente Scherstromung beobachtet (bei Einsetzen der
Scherstromung wurde eine ausrichtende Wirkung festge-
stellt).1

Fir die Wachstumsphase der Fibrillenbildung belegten
altere Untersuchungen an AP40 eine Kinetik erster Ordnung,
d.h., die Geschwindigkeit der Fibrillenverlingerung ist zur
Konzentration der Monomere proportional. "%l Dies er-
gaben Lichtstreuungsmessungen an AB40 in 0.1m HCI*¥ (die
Kinetik der Aggregation ist pH-abhingig), In-vitro-Unter-
suchungen der Ablagerung auf Plaques in Hirngewebe von
Alzheimer-Patienten!'”) und Thioflavin-T(ThT)-Fluoreszenz-
Untersuchungen.'''! Die Temperaturabhingigkeit der Ag-
gregation von AP40 (bestimmt aus GroéSenmessungen mit
dynamischer Lichtstreuung) folgt der Arrhenius-Bezie-
hung;® der Wert der Aktivierungsenergie betrigt
96 kI mol™" und ist vergleichbar mit Werten, die fiir die Ent-
faltung mehrerer anderer Peptide gefunden wurden.!! Wie
oben erwihnt, wurde die Kinetik der verdiinnungsinduzierten
Disaggregation an Monomeren und neugebildeten Protofi-
lamenten der humanen Muskelacylphosphatase unter-
sucht.™ Aktuellere Arbeiten weisen auf eine komplexere
Kinetik der Fibrillenbildung mit einer sigmoidalen Wachs-
tumskurve hin.

Zwei Arbeitsgruppen untersuchten die Kinetik der Fi-
brillenbildung des Hefeprionenproteins Sup35.11'>13] Fiir die
Wachstumskinetik nach der Zugabe von Keimen wurde ein
dreistufiges Modell vorgeschlagen, das Keimbildung, schritt-
weise Addition von Monomeren, aber auch Fragmentierung
von Fibrillen umfasst.""”? Mit anderen Worten, neben dem
Aufbau der Fibrillen durch die Addition von Monomeren gibt
es einen konkurrierenden Prozess der Disaggregation. Ein
molekulares Chaperon wurde beobachtet, das Sup35 durch
Subtraktion von Oligomeren (Hexameren bis Dodecameren)
abbaut.'¥l Diese Befunde unterstreichen die Bedeutung von
niedermolekularen Oligomeren beim Auf- und Abbau der
Fibrillen.

Die Geschwindigkeit der Fibrillenbildung wird erheblich
durch die Zugabe von Keimen beeinflusst.””! Dabei ist ihre
Effizienz offenbar mit der Ahnlichkeit der Sequenzen der
Keime und des aggregierenden Proteins korreliert; dies er-
gaben Untersuchungen, in denen Fibrillen verschiedener
Proteine zu einer Losung von Hiihnerlysozym gegeben
wurden." TEM- und Festkorper-NMR-Experimente mit
Ap40 belegen, dass auch die Morphologie der Fibrillen durch
Seeding beeinflusst wird."” Auch die Priparationsbedin-
gungen, besonders der Einsatz von Ultraschall, beeinflussen
die Morphologie der Fibrillen und die Toxizitit.'") In AFM-
Untersuchungen an p-Lactoglobulin!'! ynd HEWL® hing
die Morphologie ebenfalls erheblich von den Préparations-

Angew. Chem. 2007, 119, 8274—8295

© 2007 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Angewandte

bedingungen ab, wobei die Entfaltung durch den pH-Wert,
das Losungsmittel oder die Zufuhr von Wirme induziert
wurde.

Die Geschwindigkeit der Aggregation beeinflusst die
Linge der Fibrillen:®™ Eine schnelle Aggregation fiihrt zu
kurzen Fibrillen, wihrend sich unter Bedingungen, die ein
langsameres Wachstum begiinstigen, ldngere Fibrillen bilden.
Allerdings zeigen neuere ThT-Fluoreszenz-Untersuchungen,
dass die Kinetik des keiminduzierten Wachstums von f3,-Mi-
kroglobulin von Fibrille zu Fibrille variiert, wobei aber stets
ein unidirektionales Wachstum und eine Kinetik erster Ord-
nung beobachtet werden.!"”) Die Ursache fiir dieses Verhal-
ten konnte in Variationen der [-Faltblattkonfiguration/
Wachstumsfront liegen.

5. Aggregate der Fibrillenvorstufen sind toxischer als
die fertigen Fibrillen

Man geht derzeit davon aus, dass die Protofilamente, die
zu Beginn des Selbstorganisationsprozesses von Af gebildet
werden, die eigentlich toxischen Reagentien sind.[® 15211181241
Untersuchungen von Proteinen, die bei Krankheiten eine
Rolle spielen, und auch von anderen Proteinen liefern Belege
dafiir. In-vivo- und Zellkultur-Experimente ergaben, dass
Ap42-Oligomere, die unter Bedingungen gebildet werden,
bei denen keine Fibrillen entstehen, eine neurotoxische Wir-
kung aufweisen.""®1? Es wurde nachgewiesen, dass Ap-Oli-
gomere, besonders Dimere und Trimere, Lernprozesse bei
Ratten verhindern."*! Aus Immunglobulin isolierte Anti-Af-
Antikorper unterdriicken die Fibrillenbildung vollstindig.'*!
Experimenten mit polyklonalen Antikorpern zufolge wird die
Toxizitdt von 16slichen Oligomeren durch Antikorper unter-
driickt, wahrend fertige Fibrillen keine Antikorperreaktion
zeigen.'””! Dieses Verhalten konnte ein Ausgangspunkt fiir
die Entwicklung einer Schutzimpfung mit AB42-Oligomeren
sein.! Experimente mit Af, a-Synuclein und Transthyretin
lassen darauf schlieen, dass ihre cytotoxische Wirkung eine
gemeinsame Ursache hat, die nicht von der jeweiligen Se-
quenz abhingt (siehe dazu die Diskussion iiber die allge-
meine Ursache der Amyloidbildung in Abschnitt 6).1%!]
Beispielsweise zeigen zwei nicht mit Krankheiten zusam-
menhédngende Proteine, die N-terminale HypF-N-Doméne
von E. coli und die SH31-Doméine der Rinderphosphatidyl-
inositol-3-kinase, nur dann eine toxische Wirkung auf Zellen,
wenn sie dem Kulturmedium in der Form von Fibrillenvor-
stufen zugesetzt werden.'" Vor kurzem durchgefiihrte In-
vivo-Untersuchungen an Méusen weisen darauf hin, dass der
Gedaichtnisverlust bei der Alzheimerschen Krankheit mit
bestimmten loslichen Af-Multimeren, besonders dem Do-
decamer mit einem Molekulargewicht von 56 kDa, zusam-
menhingt.?”

Der Mechanismus der Cytotoxizitdt konnte mit der Be-
obachtung zusammenhéngen, dass mehrere amyloidbildende
Proteine und Peptide Poren oder Kanéle in Membranen
bilden.['®1213 Eine Ursache konnte die offene Lage von
hydrophoben Regionen in falsch gefalteten Proteinen (z.B. in
amyloidbildenden Proteinen) sein.'”) Eine Rolle konnten
auch positive Ladungen auf Peptiden spielen, die zu Wech-
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selwirkungen mit negativ geladenen Li-
pidmembranen fiihren.'”! Gemif8 der
Kanalhypothese ist die Porenbildung fiir
die neurotoxische Wirkung von AP
verantwortlich. Arispe etal. wiesen
nach, dass Ap Membrankanile bilden
kann."*'"'* Lambert et al. demonstrier-
ten, dass ApP42-Oligomere an Zell-
membranen binden und unter Bedin-
gungen, bei denen sich keine ausgereif-
ten Fibrillen bilden, eine cytotoxische
Wirkung ausiiben.'®! Auch die Beob-
achtung, dass die Porenbildung durch
die Bindung von Kongorot unterdriickt
wird,"* weist darauf hin, dass Af zu
Protofilamenten  aggregieren muss,
damit dieser Mechanismus wirksam
wird. AFM-Experimente belegen, dass
AP in Lipidmembranen Poren bildet,
die Multimere des Proteins enthal-
ten.'" Die Aufnahme von Ca®* durch
die Ionenkanéle fiihrt zur Nervendege-
neration und letztlich zum Zelltod.!'*!
Dieser Mechanismus wird auch fiir die
N-terminale Hyp-F-Doméne angenommen, und es liegt nahe,
dass er bei mehreren amyloidbildenden Peptiden auftritt;
dazu zdhlen auch Peptide, die bei Krankheiten keine Rolle
spielen, sowie Peptide, die mit mehreren seltenen degenera-
tiven Krankheiten zusammenhiingen.”!! Fibrillenvorstufen
von a-Synuclein (von denen man weil, dass sie bei be-
stimmten Formen der Parkinsonschen Krankheit eine Rolle
spielen) weisen eine hohere Permeabilitéit bei Phospholipid-
vesikelmembranen als das Wildtyp-Protein auf.*® Das se-
lektive Entweichen niedermolekularer Verbindungen lésst
auf die Bildung von Poren in der Vesikelmembran schlie-
Ben.! In Fluoreszenz-Experimenten wurden die intrazellu-
lire Ca’"-Konzentration und der Redoxzustand der N-ter-
minalen Hyp-F-Domine untersucht. Die cytotoxische Wir-
kung des Konzentrationsanstiegs freier Ca’"-Ionen und re-
aktiver Sauerstoffspezies dhnelt der Wirkung von Proteinen,
die bei bestimmten Amyloidosen auftreten;'¥ dies ist in
Einklang mit der Schlussfolgerung, dass die Aggregation und
die daraus resultierende Cytotoxizitdt nicht fiir eine be-
stimmte Sequenz spezifisch sind (Abschnitt 6).!
»Pfortner-Reste* (gatekeeper residues) schirmen in na-
tirlichen Proteinen Sequenzen ab, die zur Aggregation
neigen, und unterstiitzen so die Inhibierung der Fibrillenbil-
dung.'"” Der Evolutionsdruck hat zur Entstehung von Pro-
teinen gefiihrt, die Reste enthalten, die die Aggregation be-
hindern und/oder die Faltung in den nativen Zustand unter-
stiitzen."1% Mithilfe eines Computerprogramms, das die
Aggregationstendenz von Sequenzen analysiert, wurden be-
stimmte Reste identifiziert, die die Aggregation behindern.!"”!
Wie in Abschnitt 2 erwéhnt, weist AB42 eine groBere
Tendenz zur Fibrillenbildung und damit auch eine erheblich
grofere Toxizitit als AP40 auf.l'""*'?! Es ist nicht geklirt, ob
fiir die Toxizitdt von AP extrazelluldre oder intrazelluldre
Prozesse verantwortlich sind. Intrazelluldres AP42 ist zu-
mindest fiir humane Nervenzellen toxisch.!'”! Die Beobach-
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Abbildung 8. Regulationswege der Fibrillenbildung bei der altersbedingten Ap-Proteolyse. (Wie-
dergabe aus Lit. [19] mit Genehmigung. Copyright 2006, American Association for the Advance-
ment of Science (AAAS).)

tung, dass Protofilamente eine grofiere toxische Wirkung
haben als fertige Fibrillen, scheint auch auf das Tau-Protein
zuzutreffen.

Abbildung 8 zeigt schematisch die vorgeschlagenen Re-
aktionspfade fiir die In-vivo-Aggregation von AB42, die fiir
die in hoherem Alter auftretenden proteotoxischen Wirkun-
gen relevant sein konnten.” Der Insulin/Insulin-Wachs-
tumsfaktor-1-Signalweg (insulin/insulin growth factor-1-like
signalling pathway, IIS) wird durch den DAF-2-Rezeptor re-
guliert (eine Inhibierung der Expression von DAF-2 verlidn-
gert die Lebensspanne von Wiirmern). Die Transkriptions-
faktoren Hitzeschockfaktor (HSF-1) und DAF-16 regulieren
entgegengesetzte Disaggregations- und Aggregationsprozes-
se. Der bevorzugte Mechanismus zum schnellen Abbau to-
xischer Aggregate (5-1I) wird von HSF-1 positiv (Stadium 5-
A) und von DAF-2 negativ (Stadium 5-C) reguliert. Wenn die
Kapazitdt des HSF-1-regulierten Disaggregationsmechanis-
mus ausgeschopft ist, kommt ein zweiter Mechanismus zum
Tragen (5-II), der weniger toxische Aggregate mit einem
hoheren Molekulargewicht produziert. Dieser Mechanismus
wird von DAF-16 positiv (Stadium 5-B) und von DAF-2 ne-
gativ (Stadium 5-D) reguliert. Die Aggregate mit dem hohen
Molekulargewicht konnen iiber verschiedene, in Abbildung 8
dargestellte Wege abgebaut werden.

6. Amyloidbildung ist nicht sequenzspezifisch

Ein gemeinsames Merkmal der Amyloidfibrillen vieler
verschiedener Proteine und Peptide sind offenbar die Cross-
B-Faltblattstrukturen (Abschnitt 2).['*2%13"] Verschiedene Ex-
perimente liefern Belege dafiir, dass die Bildung von Amy-
loidfibrillen eine gemeinsame Eigenschaft vieler, wenn nicht
gar aller Proteine ist: Erstens kann die Bildung von Fibrillen
durch die partielle Denaturierung von Proteinen induziert

Angew. Chem. 2007, 119, 8274—8295


http://www.angewandte.de

Fibrillenbildung

werden, die nichts mit einer Krankheit zu tun haben;®! auch
de novo erzeugte Peptidfragmente konnen Fibrillen bilden
(siche Abschnitt 8). Zweitens kann die Amyloidbildung
durch Zugabe von Fibrillenbildungskeimen induziert werden,
die von dem gleichen, einem &hnlichen oder einem ganz an-
deren Protein stammen. 0107114138 Djegser Prozess konnte
bei der Ubertragung von Prionenkrankheiten eine Rolle
spielen,” allerdings ist der vollstindige Mechanismus bisher
nicht geklirt, und an der Ubertragung von spongiformen
Encephalopathien konnten auch zusétzliche Cofaktoren be-
teiligt sein.'*”) Man kann kleine Peptidfragmente herstellen,
die die Fibrillenbildung inhibieren; z.B. ldsst sich, wie in
Abschnitt 7 diskutiert, die Fibrillenbildung von Af40 durch
Fragmente inhibieren, die Af40-homologe Sequenzen ent-
halten.

Féandrich und Dobson wiesen nach, dass eine Reihe von
Polyaminosduren unabhéngig von ihrer Sequenz oder ihren
Seitenketten Cross-p-Faltblattstrukturen bilden kann: Bei-
spiele sind Poly(L-lysin), Poly(L-glutaminsdure) und Poly(L-
threonin).'*) Wie sie betonten, unterscheidet sich dieses
Verhalten vollig von der Faltung von Proteinen, die von
spezifischen Seitenkettenwechselwirkungen bestimmt wird.
Allerdings konnen spezifische Seitenkettenwechselwirkun-
gen, die zu kinetisch bevorzugten Zustdnden oder zur De-
stabilisierung von Fibrillenaggregaten fiithren, bei bestimmten
Temperaturen oder pH-Werten eine Aggregation zu Amy-
loidfibrillen verhindern. Die Bildung von Fibrillen scheint
also auf Eigenschaften des gemeinsamen Polypeptidgrund-
geriistes zu beruhen, wihrend die Proteinfaltung durch spe-
zifische Wechselwirkungen der Seitenketten bestimmt
wird.['%!

Fine weitere Gemeinsamkeit von Amyloidstrukturen
besteht darin, dass sie von Kongorot und Thioflavinfarbstof-
fen eingefiarbt werden. Dies konnte einfach an den gemein-
samen Cross-B-Faltblattstrukturen liegen.'¥! Glabe und Mit-
arbeiter untersuchten einen Antikorper, der auf 16sliche oli-
gomere Intermediate von AP reagiert, und wiesen nach, dass
er auch Oligomere mehrerer anderer Proteine und Peptide
erkennt.'”?! Dagegen reagierte er nicht auf AB-Spezies mit
niedrigem Molekulargewicht oder auf Af-Fibrillen, was nahe
legt, dass der Antikorper ein gemeinsames Epitop l6slicher
Oligomere erkennt.

Vor kurzem wurden mutierte Formen von Wildtyp-A(42
hergestellt, in denen hydrophobe Reste in der C-terminalen
Hiilfte durch zufillige unpolare Reste ersetzt wurden.!'*!] Es
zeigte sich, dass die Fibrillenbildung davon nicht beeinflusst
wurde. Offenbar sind beliebige hydrophobe Sequenzen fiir
die Fibrillenbildung von AB42 ausreichend.

7. Fibrillenbildung von Fragmenten

Aktuelle Untersuchungen haben sich darauf konzentriert,
die kiirzeste Peptidsequenz zu bestimmen, die noch zur Bil-
dung von Amyloidfibrillen fiihren kann.*! Viele Arbeiten,
die wir im Folgenden diskutieren werden, haben sich dabei
mit AP beschiftigt; allerdings wurde die minimale Kernse-
quenz auch fiir das PHF6-Tau-Protein (VYK),'* Medin
(NFGSVQ),™! humanes Calcitonin (DFNK)!* und das
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Hefeprion Sup35 (GNNQQNY)!*! bestimmt. Interessanter-
weise bestehen die kiirzesten Kernsequenzen aus nur drei
Aminoséuren.

Die Fibrillenbildung von AB40- und AB42-Fragmenten ist
ausfiihrlich untersucht worden. Mehrere éltere Arbeiten
werden in den Aufsitzen von Teplow™ und Serpell® zusam-
mengefasst. Wir konzentrieren uns in diesem Abschnitt auf
die Fibrillenbildung durch die kiirzesten Fragmente, die fiir
die Bildung von Fibrillen entscheidend sind. Hilbich et al.
zeigten, dass eine Region im hydrophoben Kern um die Reste
17 bis 20 (d.h. LVFF) fiir die Bildung von fB-Faltblattstruk-
turen ausschlaggebend ist.'*! Sie stellten Varianten von
Af42/ApB43 her, in denen die Reste 17-20 auf verschiedene
Weise substituiert waren, und untersuchten die Fibrillenbil-
dung mit CD-, FTIR- und TEM-Experimenten. Eine Substi-
tution mit hydrophilen Aminoséduren fiihrte zu einer signifi-
kanten Reduzierung der Amyloidbildung. Tjernberg et al.
untersuchten die Bindung von AB40-Fragmenten und modi-
fizierten AB40-Fragmenten an das vollstindige Peptid.['4%147]
Die Bindung von '“I-markierten AB40-Peptiden wurde mit
Autoradiographie untersucht. Dabei wurden Ap40-Frag-
mente mit drei bis zehn Resten hergestellt. Nur Pentapeptide
oder langere Fragmente wiesen eine signifikante Bindung an
AP40 auf, wobei in allen stark bindenden Sequenzen das
Fragment AP(16-20) (d.h. KLVFF) enthalten war.¥! Die
Untersuchung verschiedener Varianten des Pentapeptids
KLVFF mit substituierten Aminosduren ergab, dass die Reste
2, 3 und 5 (K,L,F) am wichtigsten fiir die Bindung dieses
Fragments an AP40 sind.“*'*] Ein Modell fiir die Bindung
von KLVFF an AB(13-23) bestitigte die wichtige Rolle, die
diese Reste durch die Bildung einer antiparallelen [(-Falt-
blattstruktur spielen. Ebenfalls untersucht wurde das Bin-
dungsvermogen von Pentapeptiden, die die gegen Proteolyse
widerstandsfihigen D-Aminosduren anstelle von L-Amino-
sduren enthielten. Die Reste 2 und 3 waren am wichtigsten fiir
die Bindung, wobei D-Lys und D-Phe die Bindung verstirk-
ten.'”” Findeis et al. untersuchten ausfiihrlich die Inhibierung
der AP-Fibrillenbildung durch Ap-Fragmente.'*! Auch diese
Untersuchung bestétigte die Bedeutung der AP(16-21)-
Region. Als ein besonders wirkungsvoller Inhibitor der Fi-
brillenbildung erwies sich ein AB(17-21)-Derivat, namlich
Cholyl-LVFFA-OH; zwar wies dieses Peptid nur eine be-
grenzte biochemische Stabilitit auf, allerdings war die ent-
sprechende D-Aminosiureversion in der Cerebrospinalfliis-
sigkeit von Affen stabil.

An AB-Fragmenten, die die AB(16-20)-Sequenz enthiel-
ten, wurde die Abhéngigkeit der Fibrillenbildung von der
FragmentgroBe untersucht.'*) Elektronenmikroskopische
Untersuchungen ergaben, dass AP(14-23) (d.h. das Deca-
peptid HOKLVFFAED) die kiirzeste Peptidsequenz ist, aus
der sich Fibrillen bilden. Das KLVFF-Peptid allein bildet
keine Fibrillen. Meredith und Mitarbeiter untersuchten
spiter Varianten von KLVFF*" und KLVFFAE,™" in denen
bei jedem zweiten Rest Amidprotonen durch N-Methyl-
gruppen ersetzt wurden.™* ! Fiir Ac-K(Me)LV(Me)FF-
NH, wurde die Bildung von ausgedehnten -Strangen beob-
achtet.™”! Dieses Peptid weist auferdem eine hohere Was-
serloslichkeit als KLVFF auf, es kann Membranen von
Phospholipidvesikeln und Zellen durchdringen und wird
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durch Losungsmittelzugabe und Temperatur- oder pH-Wert-
Erhohung nicht denaturiert. Es ist zudem ein wirkungsvoller
Inhibitor der AP40-Fibrillenbildung und kann zuvor herge-
stellte APB40-Fibrillen auflosen; bei beiden Prozessen ist es
effizienter als KLVFF™! (dies trifft auch auf das Heptapeptid
NH,-KLV(Me)F(Me)F(Me)A (Me)E-CONH, zu!>!).

Man nimmt an, dass diese Fragmente (3-Stringe mit un-
terschiedlichen Seiten bilden: eine Seite mit den nichtmodi-
fizierten Gruppen, die Wasserstoftbriicken bilden konnen,
und eine Seite, auf der sich die unpolaren Methylgruppen
befinden. Dadurch kann die auf Wasserstoffbriicken basie-
rende (3-Faltblattstruktur des ApB-Peptids selbst unterbrochen
werden. Weitere Fragmente fiir die Inhibierung der Fibril-
lenbildung von AB40 und AP42 wurden hergestellt. Ausge-
hend von der bindenden Pentapeptidsequenz fiihrte rationa-
les Design zur Priparation und Untersuchung von LPFFD.['*?!
Dieses Peptid, das mit Prolin einen bekannten {-Faltblatt-
Blocker enthielt, reduzierte die In-vivo-Ablagerung von
Amyloidfibrillen und bewirkte in vitro die Auflosung von
zuvor hergestellten Fibrillen.®? Man hat auch beobachtet,!'>!
dass das retro-inverse Peptid ffvlk (Kleinbuchstaben kenn-
zeichnen D-Aminosduren) mit einer maBigen Affinitdt an
AP40-Fibrillen bindet, wobei die Affinitit erheblich verstarkt
werden kann, wenn mehrere Kopien dieses Peptids an acht-
armig verzweigtes Poly(ethylenglycol) (PEG) gebunden
werden. Auch Tandemdimere von ffvlk, die iiber einen
k(BA)-Abstandhalter oder eine difunktionale PEG-Kette
verkniipft wurden, weisen eine etwas verstdarkte Bindung auf.
Alle diese Konjugate sind wirksame Inhibitoren der Fibril-
lenbildung des vollstindigen ApB40-Peptids.">!

TEM-Untersuchungen des KLVFF-Fragments in phos-
phatgepufferten Kochsalzlosungen (pH 7.4) deuten darauf
hin, dass dieses Fragment selbst Fibrillen bildet.'*! Dies steht
im Gegensatz zu den Beobachtungen von Tjernberg et al.,l*’]
weshalb die Frage, ob dieses Fragment selbst Fibrillen bilden
kann, bisher nicht geklirt ist. In einer anderen Untersuchung
wurde die Bildung von Fibrillen aus dem Heptapeptid Ap(16—
22) (d.h. (CH;CO-)KLVFFAE(-NH,)) beschrieben.!'*"
Elektronenmikroskopische und rasterkraftmikroskopische
Untersuchungen sowie Kleinwinkelbeugungsexperimente
lassen darauf schlieen, dass die Fibrillen dieses Peptids aus
Nanorchrchen aufgebaut sind.* In der B-Strang-Turn-f-
Strang-Gesamtstruktur (Abbildung 5) der AB42-Reste 18-42
(die Reste 1-17 sind ungeordnet) bilden die Reste 18-26 zu-
sammen mit den Resten 31-42 ein p-Faltblatt, wie NMR-
spektroskopische Untersuchungen der dreidimensionalen
Struktur von AB42 ergaben.™ Die AB(17-23)-Sequenz, die
ein entscheidender Faktor bei der Amyloidbildung zu sein
scheint, spielt offenbar auch bei der Bildung der korrekten (3-
Faltblattstruktur des AB-Peptids eine wichtige Rolle.1*>1%]

Computersimulationen, die auf Berechnungen von Kon-
figurationsverteilungen von [-Faltblattpeptiden beruhen,
sagen voraus, dass AP(17-21) zur Aggregation in (-Falt-
blattstrukturen tendiert."”'> Auch Rechnungen auf der
Basis der Aggregationseigenschaften der konstituierenden
Aminosduren sagen vorher, dass diese Region von AB(1-42)
zur Aggregation neigt."®®! Auf der Grundlage dhnlicher Un-
tersuchungen schlugen Kallberg et al. vor, dass AP(16-23)
eine so genannte diskordante Aminosiuresequenz ist,'>
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d.h., diese Sequenz bevorzugt eine B-Strangkonformation,
wihrend anhand der Proteindatenbank (Ref. 1ba6) eine o-
Helixstruktur fiir diese Region von AB40 vorhergesagt wird.
Die Proteindatenbankstruktur 1ba6!"*"! bezieht sich auf Ap40
mit einer oxidierten Methioninseitenkette (Rest 35) in wiss-
riger SDS-Losung; man weif3, dass dieses Medium a-Helices
bevorzugt.

NMR-spektroskopische Daten fiir AB40 in einer Wasser/
TFE-Losung!'®!! und einer SDS-Losung'®?! deuten ebenfalls
auf eine a-Helix fiir die Reste 15-24 in wissrigen Losungen
hin (die Daten von Sticht et al.'*!! entsprechen der Protein-
datenbankstruktur 1 AML). Wie erwihnt, weisen NMR-
Spektren in wissriger Losung®®! auf eine B-Faltblattstruktur
in dieser Region von AP42 hin. Auch Methoden zur Vorher-
sage von Sekundirstrukturen fithren zu unterschiedlichen
Aussagen fiir die Konformation von KLVFF:['*] Die Methode
von Garnier sagt a-Helices fiir KLVFF voraus, wihrend die
Chou-Fasman-Methode fiir die Reste KLV einen (-Strang
und fiir FF eine a-Helix ergibt.

Die Sequenzen in dieser zentralen Region von AB42 sind
auch deshalb interessant, weil die Spaltung durch das Enzym
a-Secretase zwischen K und L geschieht.®® Die Fragmente des
gespaltenen Peptids bilden keine Fibrillen.

8. Fibrillenbildung von de novo hergestellten
Peptiden

Aggeli und Mitarbeiter untersuchten detailliert die
Selbstorganisation von zwei Typen von de novo hergestellten
Peptiden. Die Peptide K24 und K27 (die Nummern geben die
Zahl der Reste an) wurden von der Transmembrandoméne
des IsK-Proteins mit dem Ziel abgeleitet, in organischen
Losungsmitteln B-Faltblattstrukturen zu bilden.['®1%51 Der
zweite Typ umfasste Peptide mit elf Resten, die in Wasser {3-
Faltblattstrukturen bilden sollten.'® Das Originalpeptid
(DN1 oder Py;-1I) enthielt sechs Glutaminreste, die eine hy-
drophobe Seite des (3-Faltblatts bildeten, wihrend die iibrigen
Reste eine hydrophile Oberfldche bildeten.

Die Selbstorganisation von K24 zu p-Faltblattstrukturen
und die Gelbildung in ausreichend polaren Losungsmitteln
wurde untersucht,'* ' wobei Gel-Phasendiagramme in
Abhingigkeit der Parameter Losungsmittelpolaritdt (Di-
elektrizitdtskonstante) und Féhigkeit zur Bildung von Was-
serstoffbriicken bestimmt wurden. Bei der Untersuchung der
rheologischen Eigenschaften der Gele wurde nach Scherung
ein ausgepriagter Modulanstieg beobachtet. Mit dynamischer
Lichtstreuung wurde die Struktur von Bindern, die sich in
Selbstorganisation aus K24 in 2-Chlorethanol bildeten, de-
tailliert untersucht."®” Oberhalb der kritischen Gelkonzen-
tration bildeten sich Netzwerkstrukturen, die als halbstarre,
ineinander verschrénkte Polymere beschrieben wurden.

Die Selbstorganisation von DN1 und dhnlichen Peptiden
wurde anhand eines Modells!"**! analysiert, das sowohl die
Wechselwirkungsenergien zwischen Monomeren (p-Strange),
Béndern (B-Faltbldtter) und komplexen Bandern (Stapel aus
[B-Faltbléttern) als auch die elastische Energie beriicksichtigt,
die man fiir die Verdrillung der komplexen Binder zu Helices
aufbringen muss. Abbildung 9 zeigt eine schematische Dar-
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Abbildung 9. Selbstorganisation chiraler Peptidbinder.'* a) Aufeinan-
derfolgende Stadien des Selbstorganisationsprozesses und entspre-
chende Wechselwirkungsenergien ¢. b) Berechnetes Phasendiagramm
als Funktion der Parameter &} /e% . (relative seitliche Anziehungs-
energie zwischen komplexen Bindern) und hg,.q/a (relative Helixgang-
héhe der komplexen Binder). Dicke Linien trennen die Gebiete, in
denen verschiedene Aggregatformen stabil sind, entlang den gepunkte-
ten Linien sind Fibrillen aus p komplexen Bindern stabil. Bei dieser
Berechnung'®® betrug das Verhiltnis der elastischen Konstanten kyenq/
Kyyist=0.1.

stellung der Hierarchie der Selbstorganisation und ein be-
rechnetes Phasendiagramm.

An elf auf DN1 basierenden Peptiden wurde untersucht,
welchen Einfluss die Substitution von Aminosduren auf die
Bildung von Fibrillen ausiibt. Die Substitutionen beeinfluss-
ten die Ladung und die Hydrophobie der Peptide und fithrten
zu Anderungen der Linge und Breite der Fibrillen sowie
ihres Aggregationszustands.'”” Die innere Dynamik wurde
mit dynamischer Lichtstreuung studiert.!'™ Auch die Bildung
nematischer Gele wurde untersucht:'“12l Mit zunehmender
Konzentration kommt es zu einem Flissig-fliissig-Phasen-
iibergang von einer isotropen zu einer nematischen Phase; bei
hoherer Konzentration findet ein weiterer Ubergang zwi-
schen einer viskoelastischen nematischen Phase und einem
nematischen Gel statt."®) Wenn Peptide vom DN1-Typ eine
geeignete Sequenz haben, ldsst sich die Gelbildung sehr
schnell (in Sekunden) induzieren, indem der pH-Wert gedn-
dert wird.'™

Eine Datenbankrecherche iiber Sequenzen, die zur Bil-
dung von f-Faltblattstrukturen neigen, fithrte zur De-novo-
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Herstellung einer Reihe von Hexapeptiden.'” Eine Fibril-
lenbildung war nur zu beobachten, wenn die Ladung der
Peptide +1 betrug. Die Peptide bildeten eine Cross-f3-
Struktur mit vier antiparallelen 3-Faltblittern, die parallel zur
Achse der Protofilamente angeordnet waren, dhnlich dem
Modell von Blake und Serpell® (allerdings gab es keine
Angzeichen fiir eine Verdrillung der -Faltblatter).

Chen und Mitarbeiter haben die Fibrillenbildung bei
mehreren so genannten ionisch komplementdren Peptiden
untersucht.' Diese Verbindungen enthalten Peptidsequen-
zen mit alternierenden positiven und negativen Ladungen;
dabei werden mehrere Typen unterschieden: —+ (Typ I),
——++ (Typ II) oder ————++++ (Typ IV), ein Beispiel ist
AEAEAKAKAEAEAKAK (Typ II). Weitere Peptide sind
in Lit. [174] aufgefiihrt. Die Selbstorganisation dieser Peptide
hiingt von der Sequenz abl'™ und wird auch vom pH-Wert
und dem Zusatz von Gegenionen beeinflusst."” Bei einem
Typ-1I-Peptid mit einer GGH-Endgruppe, an die Metallionen
binden konnen, transformierte die Zugabe von Kupfersalzen
eine a-Helix/Zufallsknduel-Konformation in eine [3-Falt-
blattstruktur.l'’® AFM-Untersuchungen zeigten, dass ver-
schiedene Anionen die Morphologie der Fibrillen dndern.
Zweiwertige SO,*"-Ionen fiihrten zu langen Fibrillen, wiih-
rend sich bei einwertigen Gegenionen wie Cl- oder NO;~
kurze Fibrillen bildeten.'’"! Die Autoren schlugen vor, dass
die zweiwertigen Anionen eine elektrostatische Briicke zwi-
schen K-Einheiten bilden konnten, die die Fibrillenbildung
unterstiitzen wiirde. Im Fall der einwertigen Anionen wurde
eine gemischte Sekundirstruktur beobachtet, die a-Helix/
Zufallsknduel-Abschnitte enthielt und die Fibrillenbildung
unterbrechen konnte.'” Andere Arbeitsgruppen stellten
Peptide her, die bei Bindung von Metallionen ihre Konfor-
mation dnderten und B-Faltblattstrukturen bildeten.!'””:178]

Es wurde auch die Selbstorganisation mehrerer amphi-
philer B-Faltblattpeptide untersucht, die die Sequenz PK-X'-
K-X?-X*-E-X'-EP enthielten; X' und X* bezeichnen hydro-
phobe Reste (F, I, V oder Y).['™ Verschiedene Varianten mit
aromatischen X'- und X?-Resten bildeten helicale Binder, die
entsprechend dem Modell von Aggeli et al.'® zu geraden
Fibrillen aggregierten. Allerdings bildeten Varianten, die nur
aliphatische Seitenketten enthielten, bandéhnliche Fibrillen,
die keine Anzeichen fiir eine helicale Struktur innerhalb der
Fibrillen aufwiesen. Betrachtet man die Neigung der Ami-
nosduren zur Bildung von p-Faltblattstrukturen, dann zeigt
sich, dass I und F die Fibrillenbildung erheblich begiinstigen,
wihrend Peptide mit einer VV-Sequenz oder einem oder zwei
Tyrosinresten keine Fibrillen bilden. Tyrosin ist nur méBig
hydrophob, und diese Befunde unterstreichen die Bedeutung
des hydrophoben Charakters fiir den Selbstorganisations-

prozess.'””)

9. Peptidamphiphile und Peptidcopolymere

Peptidamphiphile (PAs) und Peptidcopolymere haben
verwandte Strukturen: PAs bestehen meist aus einem hy-
drophilen Peptid und einem hydrophoben Rest, z.B. einer
Kohlenwasserstoffkette oder einer Sequenz von hydrophoben
Aminosduren. Diese Amphiphile bilden typische Tensid-

www.angewandte.de

Chemie

828y


http://www.angewandte.de

Aufsiitze

8286

strukturen wie Micellen und Vesikel, aber auch Nanordhr-
chen (die in Abschnitt 10 besprochen werden). In Peptid-
blockcopolymeren sind hydrophile oder hydrophobe synthe-
tische Polymere mit Peptidsequenzen verbunden, die jeweils
den entgegengesetzten amphiphilen Charakter aufweisen;
dabei konnen Diblock-, Triblock- oder andere Architekturen
vorliegen. Die meisten Arbeiten betreffen Copolymere aus
Peptiden und hydrophilen Poly(ethylenglycol)-Einheiten.
Stupp und Mitarbeiter stellten PAs mit multifunktionalen
Bausteinen her, die zu Nanofibrillen aggregierten und zur
Konstruktion von Biomaterialien, z. B. von Geriisten fiir die
Biomineralisierung, genutzt werden konnten.'**'¥!l Die PAs
(Abbildung 10) bestanden aus einer Kohlenwasserstoffkette

a) 4
2 ——
HO-F-OH
HS.
H 9 H g H H
\/\/\/\/W\/YN\)LN N A N\)LN/YN\)L.N N\‘)LNz\,rN\)LoH
I in o, [ 5
- -
3 i OH
1 A
5

Abbildung 10. a) Chemische Struktur und b) Molekiilmodell des von
Stupp und Mitarbeitern hergestellten Peptidamphiphils (siehe Text)
sowie c) Modell einer durch Selbstorganisation gebildeten zylindri-
schen Micelle. (Wiedergabe aus Lit. [180] mit Genehmigung. Copyright
2001, American Association for the Advancement of Science (AAAS).)

(Region 1), an die sich eine Sequenz aus vier Cysteineinhei-
ten anschloss (um eine Vernetzung iiber Disulfidbindungen
zu ermoglichen, Region 2); eine flexible Region (3) aus drei
G-Resten bildete die Verbindung zwischen der vernetzten
Region und der Kopfgruppe. Die Kopfgruppe bestand aus
einem einzelnen phosphorylierten Serinrest (4) und einem
RGD-Liganden (5), der an Zellen binden kann. Der phos-
phorylierte Serinrest wurde fiir die Wechselwirkung mit Ca®'-
Ionen eingefiihrt und sollte bei der Biomineralisierung die
direkte Mineralisierung von Hydroxyapatit unterstiitzen.

www.angewandte.de

© 2007 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

I. W. Hamley

Diese PAs zeigten bei niedrigen pH-Werten eine reversible
Selbstorganisation.™ Auch der Einfluss einer Modifizierung
der Aminosduresequenz und der Alkylkette auf die Mor-
phologie der Fibrillen wurde untersucht."®! Bei Zugabe von
zweiwertigen Kationen entstand ein Gel, und durch Trocknen
bei pH 8 bildeten sich Fibrillen, was die Bedeutung der
Konzentration fiir den Selbstorganisationsprozess unter-
streicht.!'®! Ahnliche Peptidamphiphile wurden mit speziel-
len Kopfgruppen hergestellt, die Erkennungssequenzen wie
IKVAYV oder YIGSR enthielten, die mit Sdugetierneuronen
wechselwirken.'® Paare von entgegengesetzt geladenen
Peptidamphiphilen bildeten bei neutralem pH-Wert Fibrillen.
Die Bildung von Fibrillen wurde auch fiir die negativ gela-
denen Molekiile in saurer und fiir die positiv geladenen
Molekiile in basischer Umgebung beobachtet. FTIR-Mes-
sungen ergaben einen erheblichen Gehalt an (-Faltblatt-
strukturen in diesen Fibrillen. Die gleiche Arbeitsgruppe
beschrieb auch die Bildung von Fibrillen in wéssriger Losung
eines Peptid-Bolamphiphils, in dem zwei hydrophile Kopf-
gruppen durch einen hydrophoben Abstandhalter verbunden
waren.['®]

Peptidamphiphile bilden auch Netzwerke aus Fibrillen,
die aus Nanorohrchen aufgebaut sind.'3*!1%! Die Peptide be-
stehen aus sieben bis acht Einheiten, wobei die geladene
Kopfgruppe eine bis zwei Aminosduren umfasst und der hy-
drophobe Rest eine Mehrfachsequenz aus hydrophoben
Aminosduren enthilt, z.B. A;D, G¢D, oder eine dhnliche
Sequenz. Fiir die Nanorohrchen wurde eine Struktur aus
Peptid-Doppelschichten vorgeschlagen, die &hnlich wie
Lipid-Doppelschichten aufgebaut sind (die Peptide haben
eine dhnliche Lange wie Phospholipide); TEM-Bilder zeigten
eine Helixstruktur und Verzweigungen der Nanorshrchen '
Die gleiche Arbeitsgruppe gab auch eine Ubersicht iiber
andere Aspekte der Selbstorganisation amphiphiler Pep-
tide.'®!! Peptidnanofibrillen wurden auch fiir PAs aus 13
Aminoséduren beobachtet; die Peptide enthielten eine Struk-
tureinheit, die durch Enzyme spaltbar war, einen Glutamin-
sdurerest zur Unterstiitzung der Bindung von Calcium sowie
eine RGDS-Sequenz zur Bindung an Zellen.'""! Netzwerke
aus diesen Fibrillen konnten enzymatisch abgebaut werden.
Diese PAs fanden auch Anwendung als Wachstumsmedium
fiir Zellen.

Die Bildung amyloiddhnlicher Strukturen an Wasser/
Luft-Grenzflachen wurde fiir ,,Peptidolipide beobachtet, die
aus der Peptidsequenz IIGLM, entsprechend dem Fragment
AB(31-35), und einer C,s-Kette bestanden.'™ Die Bildung
von faden- und nadeldhnlichen Aggregaten wurde mit Epi-
fluoreszenzmikroskopie verfolgt.

Peptidamphiphile wurden mit DNA-bindenden Kopf-
gruppen (GCN4-Sequenz) und mit Cj,-Ketten hergestellt,
deren Ende mit einer polymerisierbaren Methylmethacry-
latgruppe versehen war.'® In wissriger Losung wurde die
Bildung von Fibrillen beobachtet. Bei der Bindung von DNA
wandelte sich die Morphologie zu Lamellen (verursacht
durch die Verdnderung der Kopfgruppen). Auch sehr grof3e
PA-Molekiile wurden hergestellt, in denen ein grof3es Protein
(eine Lipase) an ein synthetisches Polymer (Polystyrol) ge-
bunden war.'™ Das Polystyrol hatte eine funktionelle End-
gruppe und wurde iiber eine Disulfidbriicke an die Oberfla-
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che des Proteins gebunden. TEM-Bilder zeigten stéibchen-
formige Fibrillenstrukturen.

Verschiedene Arten von Peptidamphiphilen wurden von
van Hest und Mitarbeitern hergestellt. Die Bildung von Fi-
brillen wurde fiir das Peptidamphiphil C,;-GANPNAAG-OH
beobachtet."”! Die Fibrillen bestanden aus verdrillten f-
Faltblattbandern. Kiirzere Peptide, die N-terminal acyliert
waren (Cq-, Cy- oder Cj,-Ketten), zeigten unabhingig von der
Temperatur Zufallskniduelstrukturen. Peptide mit hydropho-
ben C- und C;-Resten wiesen eine temperaturabhidngige
Selbstorganisation auf und bildeten bei niedrigen Tempera-
turen p-Faltblattstrukturen. Diese Befunde zeigen die Mog-
lichkeit auf, Peptide sekundér zu stabilisieren, indem sie an
eine Kette mit einer geeigneten Lénge gebunden werden
(dieser Punkt wird unten im Zusammenhang mit Peptid-
blockcopolymeren diskutiert). Die gleiche Arbeitsgruppe
untersuchte vor kurzem, wie die Selbstorganisation von Ac-
KTVIIE-NH, durch terminale hydrophobe Alkylketten be-
einflusst wird.'”? Dieses Hexapeptid bildet p-Faltblattfibril-
len. Hauptsichlich wurden CD-Messungen durchgefiihrt, um
zu priifen, welche Auswirkungen das Vorhandensein von
Alkylketten (CH; bis C¢Hj;) an einem oder beiden Enden
auf die Stabilitit der Fibrillen hat. Die Alkylierung erhohte
die thermische Stabilitdt des Peptids, ein Verhalten, das auch
bei einer Verkniipfung mit PEG (siche unten) beobachtet
wird. Die Verstdrkung des hydrophoben Charakters fiihrte
auflerdem zur Fibrillenbildung bei niedrigeren Konzentra-
tionen.

Die Bindung von Peptiden an synthetische Polymere wie
PEG kann eine bessere Loslichkeit, eine erhohte Stabilitit
gegen Verdiinnung sowie eine Reduzierung der Toxizitit und
der immunogenen Aktivitit bewirken." ! Einen Aufsatz
iiber die Selbstorganisation peptidhaltiger Blockcopolymere
in Losung findet man in Lit. [196].

In einer Reihe von grundlegenden Arbeiten haben Mere-
dith und Mitarbeiter die Bildung von Fibrillen in wissrigen
Losungen von PEG-Peptid-Blockcopolymeren untersucht;
dabei entsprach der Peptidblock der zentralen hydrophoben
AB(10-35)-Domine des B-Amyloidpeptids, und der PEG-
Block hatte ein Molekulargewicht von 3000 gmol*.[7-%]
Die Autoren beobachteten mithilfe von Kleinwinkel-Neu-
tronenstreuung(SANS)- und TEM-Experimenten, dass die
Fibrillen von einer PEG-Schicht umhiillt waren, die wie eine
»sterische Stabilisierungsschicht“ wirkte. Collier und Mes-
sersmith studierten den Einfluss der Bindung an PEG auf die
Breite der Peptidfibrillen; sie untersuchten PEG-b-Peptid-
und Peptid-b-PEG-b-Peptid-Copolymere mit Sequenzen, die
B-Faltblattstrukturen bildeten.”™ Sie untersuchten die Se-
kundirstruktur durch FTIR und machten TEM-Aufnahmen
von Fibrillen fiir ein Peptid aus elf Aminosiduren (und eine
Kernsequenz aus sieben Aminosiuren), das in Form eines
Transglutaminase-Substrats aufgebaut worden war; zudem
untersuchten sie Copolymere mit terminalen PEG-Ketten
oder mit einer zentralen PEG-Doméne, die zwei Ketten aus
je sieben Aminosduren verbindet.

Klok und Mitarbeiter untersuchten an zwei Gruppen
kurzer Peptide, welchen Einfluss die Bindung an PEG auf die
thermische Stabilitdt und die pH-Wert-Stabilitit der Sekun-
dirstrukturen ausiibt.**®! Die erste Gruppe umfasste de
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novo hergestellte Peptide mit Coiled-coil-Struktur,”* und
bei der zweiten Gruppe handelte es sich um ,,Switch-Pep-
tide“. Switch-Peptide haben hydrophobe und hydrophile
Substituenten, die so angeordnet sind, dass sie, abhédngig vom
pH-Wert, entweder amphiphile a-Helices oder amphiphile {3-
Striinge bilden; die f-Faltblattstruktur ist bei pH ~ 7 stabil.”*
Die Bindung an PEG zerstort die Sekundarstruktur nicht,
sondern erhoht die Stabilitidt gegen Konzentrations- und pH-
Wert-Anderungen verglichen mit dem freien Peptid.**!! Mit
CD-Spektroskopie, Kleinwinkel-Rontgenbeugung und TEM
wurde die Selbstorganisation in wissriger Losung einer Reihe
von Hybrid-Blockcopolymeren untersucht, die amphiphile {3-
Strangsequenzen und ein oder zwei terminale PEG-Ketten
enthielten.”™ Die CD-Messungen wiesen hauptsichlich auf
B-Strang-Sekundirstrukturen hin. Die Sekundérstruktur der
PEG-haltigen Di- und Triblockcopolymere war stabiler gegen
pH-Wert- und Temperaturédnderungen als das native Peptid.
SAXS-Experimente deuteten auf das Vorhandensein von
Fibrillen hin, deren Abmessungen vergleichbar mit der ge-
schitzten Breite der $-Stringe (mit terminalen PEG-Ketten
im Fall der Copolymere) waren. TEM-Bilder von selektiv
eingefarbten und getrockneten Proben belegten das Auftre-
ten von Fibrillen. Die Autoren schlugen vor, dass diese Fi-
brillen das Ergebnis einer hierarchischen Aggregation sind,
bei der zunéchst B-Stridnge helicale Bénder bilden, die dann
zu Fibrillen aggregieren (siche Abbildung 9).

Bei Poly(styrol)-b-poly(isocyandipeptid)-Diblockcopoly-
meren wurden helicale Filamente und andere Morphologien
beobachtet.”™ Das Poly(isocyanid)-Grundgeriist des Peptids
nahm eine helicale Konformation an. Die Selbstorganisation
wurde durch Wasserstoffbriicken und elektrostatische
Wechselwirkungen zwischen den Peptiden unterstiitzt.

Auch ABA-Triblockcopolymere aus f-Faltblattpolypep-
tiden mit einer seidendhnlichen Struktur und PEG-Endblo-
cken bilden Fibrillen in aus Methanol gewonnenen, getrock-
neten Proben.”™ Das Polypeptid besteht aus [(AG);EG];,
und dhnelt der AGAG-Wiederholungssequenz, die in den
kristallinen Bereichen der Seide der Seidenraupe beobachtet
wird. Die Morphologie der Fibrillen wird von der Lénge der
PEG-Ketten beeinflusst, wobei Kkiirzere Fibrillen fiir die
PEG-Einheiten mit dem groten Molekulargewicht
(5000 gmol ') beobachtet wurden.

10. Peptidnanoréhrchen

Bemerkenswerterweise bildet das einfache Dipeptid Di-
phenylalanin in wissriger Losung Nanorohrchen.®” Als Ur-
sache fiir dieses Verhalten wurden aromatische st-7t-Stapel-
wechselwirkungen vorgeschlagen.?™?*! Zur Priifung dieser
Hypothese wurden die Endgruppen des FF-Dipeptids vari-
iert, um den Einfluss von Ladungen auf die Selbstorganisa-
tion zu untersuchen.”"”! Dazu wurden Varianten des ur-
spriinglichen Peptids NH,-FF-COOH (das entgegengesetzt
geladene Endgruppen aufweist) synthetisiert, die ungeladene
Endgruppen oder eine Nettoladung aufwiesen; auch diese
Varianten bildeten Nanorohrchen oder Amyloidstrukturen.
Bei anderen aromatischen Dipeptiden wurde ebenfalls die
Bildung von Nanorohrchen beobachtet.”!!l Diese Befunde

www.angewandte.de

Chemie

8287


http://www.angewandte.de

Aufsiitze

8288

unterstreichen die wichtige Rolle der aromatischen Wech-
selwirkungen. Allerdings wurde auch vorgeschlagen, dass
andere oder noch weitere Ursachen fiir die Bildung der Na-
norohrchen infrage kommen konnten. Rontgenbeugungsex-
perimenten zufolge hat die Schale der Nanorohrchen die
gleiche Struktur wie die entsprechenden Einkristalle;*'” dies
lasst darauf schlieBen, dass keine m-mt-Stapelwechselwirkun-
gen fiir den Selbstorganisationsprozess in Losung erforderlich
sind. Die Bildung von hydrophoben Poren in der Kristall-
struktur hydrophober Dipeptide®*?* war bereits bekannt,
bevor die selbstorganisierte Bildung von Nanorohrchen in
Losung beobachtet wurde.

Die bereits in diesem Aufsatz diskutierten Arbeiten be-
legen die wichtige Rolle von elektrostatischen und hydro-
phoben Wechselwirkungen sowie von Wasserstoffbriicken fiir
die selbstorganisierte Bildung von Amyloidfibrillen aus
Peptiden mit vier oder mehr Aminosduren. Tracz et al. un-
tersuchten Varianten und Fragmente von Amylin; sie wiesen
nach, das die Substitution des einzelnen aromatischen Restes
(F) durch L die Amyloidbildung nicht verhindert, obwohl sie
unterbunden wird, wenn F durch A ersetzt wird. Diese Be-
funde demonstrieren die wichtige Rolle von hydrophoben
Wechselwirkungen und der Tendenz zur (-Faltblattbildung
fiir die Fibrillenbildung.”?*®! Mit Fluoreszenzmessungen an
Thioflavin T untersuchten Bemporad et al. den Einfluss aro-
matischer Reste auf die Kinetik der Aggregation von mu-
tierten Varianten humaner Muskelacylphosphatase.”' Die
Substitution aromatischer Reste fithrte zu einer Reduzierung
der Aggregation, allerdings wurde dieses Verhalten eher auf
die Reduzierung des hydrophoben Charakters und die Ten-
denz zur B-Faltblattbildung zuriickgefiihrt als auf bestimmte
Wechselwirkungen zwischen aromatischen Gruppen. Die
wichtige Rolle von aromatischen Wechselwirkungen fiir die
Stabilisierung von Amyloidfibrillen wurde auch durch Un-
tersuchungen eines synthetischen Peptids mit FF-Einheiten
bestitigt.!”! (In dieser Arbeit werden auch weitere Unter-
suchungen aufgefiihrt, die auf aromatische Wechselwirkun-
gen bei der Amyloidbildung schlieBen lassen.)

Rontgenbeugungsexperimente erbrachten auch den
Nachweis fiir die Bildung von Nanordhrchen aus Peptiden,
die eine dhnliche Morphologie aus helicalen Filamentpaaren
wie das Tau-Protein aufwiesen und die Sequenzen VQIINK
und VQIVYK enthielten.”"® Die Wasserstoffbriicke lag ent-
lang der Fibrillenachse mit einer radialen réhrenformigen
Peptid-Doppelschichtstruktur. Die Struktur wurde durch
aromatische Wechselwirkungen zwischen Tyrosinresten sta-
bilisiert.

Bei verschiedenen Dipeptiden wurde die Bildung von
Hydrogelen mit einer Struktur aus vernetzten Fibrillen be-
obachtet.?”? Die Dipeptidnanorohrchen wurden als
Template fiir die Herstellung von metallischen Nanodrdhten
verwendet; auch andere Anwendungen in der Bionano-
technologie wurden diskutiert.?*'-???!

Ghadiri und Mitarbeiter untersuchten die Herstellung
von Peptidnanorohrchen durch das Stapeln cyclischer Peptide
aus alternierenden D- und L-Aminosiuren.””! Diese Peptide
bilden Nanorohrchen mit einer -Helixstruktur; bereits vor
ihrer experimentellen Realisierung war diese Struktur auf der
Basis von Konformationsmodellen vorhergesagt worden.??*
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Abbildung 11 zeigt diese Strukturen, die als kiinstliche
Membrankanile eingesetzt wurden und weitere Anwen-
dungen in der Nanotechnologie finden kénnten.?”! Vor
kurzem wurden hybride Peptidnanorohrchen hergestellt, die
aus einer thermoresponsiven Polymerschale aus Poly(N-iso-
propylacrylamid) (PNIPAM) und einem Kern aus einem cy-
clischen Peptid bestehen.??’!
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Abbildung 11. ) Cyclische Peptide mit einer alternierenden Abfolge von
D- und L-Aminosiuren. b) Peptidnanorshrchen, die sich durch Wasser-
stoffbriicken (gepunktete Linien) zwischen den cyclischen Peptiden
bilden.??!

Zu weiteren Peptidstrukturen, die Nanorohrchen bilden
konnen,”®! zihlen hydrophobe Dipeptide im kristallinen
Zustand,”* Peptide mit B-Helixstrukturen®® sowie Peptid-
amphiphile und Peptidcopolymere (siche Abschnitt 9). Die
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Kontroverse iiber das Perutz-Modell fiir die Bildung von
Nanorohrchen aus Amyloidpeptiden wurde in Abschnitt 2
diskutiert.

11. Gele aus Peptidfibrillen

Bei geniigend hohen Konzentrationen wird die Bildung
von Peptidfibrillen von einer Gelbildung begleitet. In diesem
Abschnitt betrachten wir die Strukturen von Hydrogelen und
Organogelen, die aus Fibrillen natiirlicher oder synthetischer
Peptide gebildet werden.

In Abschnitt4 haben wir die Fibrillenbildung durch
thermisch induzierte Denaturierung von 3-Lactoglobulin und
Lysozym vorgestellt. 3-Lactoglobulin bildet eine Gelphase
aus Fibrillen, wenn es bei niedrigem pH-Wert erwéarmt wird.
Bei hoheren pH-Werten nahe am isoelektrischen Punkt, wo
das Protein eine niedrige Nettoladung besitzt, werden parti-
kulire Gele gebildet,”” % die wir im Rahmen dieses Auf-
satzes nicht betrachten. Im Zusammenhang mit der Gelbil-
dung ist zu beachten, dass die Gele auch aus Zweiphasen-
systemen bestehen konnen, in denen nematische Tropfchen in
einer isotropen Matrix dispergiert sind.”® Das Phasendia-
gramm wurde in Abhéngigkeit von der (3-Lactoglobulinkon-
zentration und der Ionenstdrke bestimmt. Rheologische
Messungen der kritischen Perkolationskonzentration zur
Netzwerkbildung lieferten die Persistenzlédnge der Fibrillen.
B-Lactoglobulin hat eine erheblich groBere Persistenzlinge
als Rinderserumalbumin oder Ovalbumin bei pH 2.

Ross-Murphy und Mitarbeiter untersuchten die Bildung
von Gelphasen aus fB-Lactoglobulinfibrillen in einer Reihe
von Arbeiten."'®*>>¥ Die Struktur der Fibrillen wurde
mithilfe von AFM-Messungen, FTIR- und Raman-Spektro-
skopie sowie Rontgenbeugungsexperimenten be-
stimmt.®%324 Der Mechanismus der Fibrillenbildung
wurde fiir zwei Félle verglichen: fiir die thermische Induzie-
rung bei pH 2 und fiir die Induzierung durch Zugabe von
organischen Losungsmitteln wie TFE.?* Die thermisch in-
duzierte Aggregation wies einen eher kooperativen Charak-
ter auf, und die Fibrillen bildeten sich nach einer definierten
Verzogerungsphase; dies ist in Einklang mit dem in Ab-
schnitt 4 diskutierten Keimbildungs- und Wachstumsmecha-
nismus. Dieses Verhalten wurde auch bei rheologischen
Messungen beobachtet, in denen die Zeitabhéngigkeit des
isochronen dynamischen Schermoduls bestimmt wurde.!62%l
Mit zeitabhédngigen Schermodulmessungen wurde die Sol-
Gel-Phasengrenze in Abhingigkeit von der Konzentration
bestimmt und das Skalierungsverhalten analysiert.”** Durch
eine Reskalierung der Daten in der Form G'/G';; als Funktion
von t/t,, wurden universelle Diagramme der Kinetik der
Gelbildung bei 75 und 80°C erhalten; hier bezeichnet G
den auf unendliche Zeit extrapolierten Speichermodul, und
ty ist die Gelzeit. Mit dhnlichen Messungen wurde auch die
pH-Abhingigkeit der Gelbildung untersucht.”” Lysozym
kann in wéssriger Losung bei hohen Temperaturen mithilfe
des Losungsmittels Dithiothreitol denaturiert werden. Die
resultierende reversible Gelbildung wurde mit rheologischen
Schermessungen und Mikro-DSC-Messungen (DSC = dyna-
mische Differenzkalorimetrie) untersucht, TEM- und SEM-
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Experimente lieferten Bilder der Fibrillmorphologie.’ Die
Hydrogele eignen sich als Gertiste fiir Zellkulturen.

Die Bildung von Hydrogelen aus mehreren 9-Fluore-
nylmethoxycarbonyl(Fmoc)-Dipeptiden wurde beschrie-
ben,”") wobei die Gelbildung bei sieben verschiedenen Di-
peptiden untersucht wurde. SEM-Bilder zeigten Fibrillen-
strukturen, und CD-Spektren enthielten Merkmale, die auf -
nt*-Wechselwirkungen der Fluorenylgruppen und die Bildung
von Helixstrukturen hinwiesen. Es wurde eine Verwendung
der Gele als Geriiste fiir Zellkulturen vorgeschlagen.

Hybridhydrogele bildeten sich selbstorganisiert aus was-
serloslichen synthetischen Polymeren und Peptiden mit
Coiled-coil-Struktur, die gentechnisch mit E.-Coli-Bakterien
hergestellt worden waren.”**” Es wurde ein hydrophiles
Copolymer aus N-(2-Hydroxypropyl)methacrylamid(HP-
MA)- und N-(N,N'-Dicarboxymethylaminopropyl)meth-
acrylamid(DAMA)-Einheiten hergestellt. Die DAMA-Ein-
heiten enthielten eine angehidngte Metallchelatgruppe, iiber
die die Verbindung mit dem Peptid hergestellt wurde. Zwei
Coiled-coil-Peptide wurden eingesetzt: Dem ersten Peptid
lag eine natiirliche Sequenz aus dem Motorprotein Kinesin
zugrunde (die einen Block von sechs Histidinresten enthielt),
das zweite Protein war ein Blockcopolymer mit der Struktur
HHHHHH-b-(nichtverkniuelte Sequenz aus 30 Aminosdu-
ren)-b-(VSSLESK),. Die Heptad-Sequenz fordert die Coiled-
coil-Bildung, und der Histidinblock fungiert als Chelatgruppe
fiir Ni*"-Ionen, an die auch die Ligandgruppen des Polymers
binden. Die Hydrogele, die mit dem Wildtyp-Peptid vernetzt
waren, wiesen einen Volumenphaseniibergang auf, der durch
thermische Entfaltung induziert wurde. Die Hydrogele mit
dem Blockpolypeptid zeigten keinen Volumenphaseniiber-
gang. Allerdings zeigten beide Hydrogele ein Quellverhalten
der Gelphase, wenn der Histidinblock durch einen Metall-
chelatliganden ersetzt wurde.”*! Danach wurden Peptide mit
Blocksequenzen untersucht, in denen sich nichtverknéuelte
Regionen (A) mit Sequenzen aus dem Kinesinstammprotein
(B) abwechselten, die die Tendenz zur Bildung von Coiled-
coil-Strukturen aufwiesen.”! Mit rekombinanten DNA-
Techniken wurden Histidin-markierte AB-Diblock-, ABAB-
Tetrablock- und ABABAB-Hexablockpolymere hergestellt.
Mit GroBenausschluss-Chromatographie wurden Multimer-
Aggregatstrukturen nachgewiesen (hauptsichlich Dimere
und Tetramere). Das Ausmaf3 der Quellung nahm wegen der
eintretenden Entfaltung mit zunehmender Temperatur ab.

An synthetischen Proteinen, die Coiled-coil-Doméanen
mit der Leucin-ReiBverschlusssequenz enthielten (siche Ab-
schnitt 12), wurde eine reversible, durch pH-Wert- oder
Temperaturdnderungen induzierte Bildung von Hydrogelen
untersucht.?*”) Mit CD-Messungen wurden helicale Sekun-
darstrukturen nachgewiesen, und die viskoelastischen Fi-
genschaften wurden untersucht, indem mit dynamischer
Vielfachstreuung von Licht (diffusing wave spectroscopy,
DWS) die mittlere ortliche Verschiebung von Sondenparti-
keln gemessen wurde.

Deming und Mitarbeiter verwendeten synthetische Po-
lypeptidblockcopolymere fiir die Synthese von Hydroge-
len.?*222 Sie untersuchten die Gelbildung bei einer Reihe
von Diblockverbindungen, die einen hydrophilen und einen
hydrophoben Block enthielten: Der hydrophile Block war ein
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Polyelektrolyt aus PLys oder Poly(L-glumatinsiure), und der
hydrophobe Block bestand aus Poly(L-leucin) in einer a-He-
lixstruktur oder aus Poly(L-valin) in einer (-Faltblattstruk-
tur.?'! Um eine Gelbildung zu beobachten, musste die hy-
drophobe Kette ein hohes Mafl an Konformationsordnung
aufweisen; a-Helixstrukturen eigneten sich etwas besser fiir
die Gelbildung. Die Bedeutung der Kettenpackung wurde
auch durch folgende Beobachtung unterstrichen: Bei einem
gemischten Copolymer, das einen bestimmten Anteil an
racemischem Leucin enthielt, wurde kein Gel gebildet, wih-
rend das Copolymer mit einem gleichgroBen Anteil des
reinen Enantiomers eine Gelbildung zeigte. Man fand eine
hierarchische Ordnung, die einander durchdringende Netz-
werkstrukturen auf der Nanometerebene aufwies und im
Mikrometermaf3stab eine pordse bikontinuierliche Morpho-
logie besaB3, die aus einer Gelmatrix mit Wasserkanélen be-
stand.”* Mit konfokaler Laser-Rastermikroskopie und Kryo-
TEM-Experimenten wurde die zellulire Netzwerkstruktur
eines PLys-b-poly(L-leucin-stat-L-valin)-Diblockcopolymers
untersucht (Abbildung 12). SANS-Messungen bestitigten
eine geordnete Struktur im Nanometerbereich.

Abbildung 12. Kryo-TEM-Bild der zelluldren Struktur in der Gelphase
eines Poly(L-lysin)-b-poly(L-leucin-stat-L-valin)-Diblockcopolymers.?*2

Pochan und Mitarbeiter untersuchten die pH-abhidngige
Selbstorganisation eines Peptids, in dem VK-Wiederho-
lungssequenzen mit einer D-Prolin-L-Prolin(PP“P)-B-Schleife
verbunden waren.?*?*! Das Peptid faltet sich unter basi-
schen Bedingungen, wobei sich Hydrogele bilden. Auch eine
Erhohung der Ionenstédrke, die durch Abschirmung positiv
geladener Lysinreste eine elektrostatische Abstofung zwi-
schen verschiedenen Lysinresten verhindert, kann eine Fal-
tung induzieren.*! Spiter wurde eine Variante dieses Peptids
hergestellt, indem mehrere Valinreste durch Threonin ersetzt
wurden (T ist weniger hydrophob als V).?*! Das neue Peptid
bildete thermisch reversibel Hydrogele, wobei die Gelbildung
bei hohen Temperaturen auftrat. Eine lichtinduzierte Bildung
von Hydrogelen wurde fiir ein homologes Peptid mit einer [3-
Schleife beschrieben, das eine a-Carboxy-2-nitrobenzylgrup-
pe enthielt, die an einen Cysteinrest gebunden war.**! Be-
strahlung mit UV-Licht induzierte eine intramolekulare Fal-
tung, die von einer Hydrogelbildung begleitet wurde.
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12. Fibrillen aus a-Helixpeptiden

Die Bildung von Fibrillen aus Peptiden mit a-helicalen
Strukturen wurde nur selten beobachtet. Woolfson und Mit-
arbeiter synthetisierten ,,SAF-Peptide“ (,,Self-Assembling
Fibril“) mit Coiled-coil-Strukturen, die auf der Heptad-Se-
quenz HPPHPPP aus hydrophoben und polaren Resten ba-
sieren.??¥! Aufgrund von komplementiren Wechselwir-
kungen zwischen den Kernbereichen, die zusédtzlich von
komplementiren lonenpaaren flankiert wurden, bildeten sich
gestaffelte Heterodimere (Abbildung 13a).242% Diese Pep-
tide hatten auBlerdem ,klebrige Enden®, die — ebenfalls auf-
grund von Wechselwirkungen zwischen geladenen Resten —
die Bildung langer Fibrillen begiinstigten (Abbildung 13b).

a) A B
SAF-pl KIAALKQKIASLKQEIDALEYENDALEQ|

SAF-p2a KIRRLKOKNARLKOE IAALEYEIAALEQ|

Abbildung 13. a) Selbstorganisation von Peptidfibrillen durch komple-
mentire elektrostatische Wechselwirkungen zwischen Heterodimeren
(A mit D, B mit C). Wechselwirkungen zwischen Asparaginresten (ge-
kennzeichnet mit *) fiihren zu einer zusitzlichen Stabilisierung.®% Fi-
brillen werden durch eine gestaffelte Anordnung der Peptide gebildet
(b). Abgewinkelte Peptide mit flexiblen f-Alaninresten (c,d) kénnen
Verzweigungen in die Fibrillen einfiihren.

Die Struktur dieser Peptide wurde spater im Hinblick auf
stirkere Wechselwirkungen zwischen den Protofibrillen ver-
bessert. Zur Synthese verzweigter Fibrillen wurden in ge-
mischte Peptidsysteme nichtlineare, ,,faserformende* (,,fibre-
shaping®, FiSh) Peptide integriert (Abbildung 13c,d).?**>!
Stark verzweigte Netzwerkstrukturen und regelméBig seg-
mentierte und terminierte Fibrillen konnten hergestellt
werden, indem Peptide mit dreiarmigen dendritischen Ab-
standhaltern verbunden wurden.” Eine Modifizierung der
usrpriinglichen linearen SAF-Peptide durch eine Substitution
an der e-Aminogruppe von Lysin ermoglichte die Funktio-
nalisierung von Fibrillen mit Liganden, z. B. mit Biotin oder
dem FLAG-Octapeptid.™ Diese beiden Peptide wurden
eingesetzt, um mit Streptavidin funktionalisierte Goldnano-
partikel zu binden (im zweiten Fall waren biotinylierte Anti-
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FLAG-Antikorper fiir die molekulare Erkennung erforder-
lich).

Mehrere Gruppen beschrieben die Synthese von Switch-
Peptiden, die eine parallele Coiled-coil-Dimerstruktur auf-
weisen (diese Struktur ist bekannt als Leucin-ReiBver-
schlusssequenz).”232%*2% Der Einbau passender Reste in
die Heptad-Sequenz der Coiled-coil-Struktur kann unter ge-
eigneten Bedingungen die Bildung von fB-Faltblattstrukturen
begiinstigen.”™! Mutter et al. synthetisierten de novo ein
Switch-Peptid, das bei pH 4 eine B-Faltblattstruktur und bei
hoheren pH-Werten eine partiell a-helicale Struktur bildete.
Eine Peptidstruktur von Woolfson et al. enthielt eine f(3-
Schleife (Abbildung 14).”** Infolge der Bildung intramole-

a) ) ) b)
) @)
Ol . ~ B m
AT
- A‘\\([, ‘\“/}’ . Yo Co b d / R e
(28 i R A A A A
I da) [dNA TR .
0, \(; i 5 o) C_u‘ . b 8 g Ep a.g

Abbildung 14. a) Helixrad-Projektionsdarstellung eines Coiled-coil-
Dimers. b) Struktur einer -Schleife; gestrichelte Linien kennzeichnen
Wasserstoffbriicken zwischen den Stringen.”*

kularer Disulfidbindungen zwischen den Cys-Resten neben
der Schleife kommt es bei Wirmezufuhr zu einem Ubergang
von einer a-Helix- zu einer (3-Faltblattstruktur; einhergehend
mit diesem Ubergang findet eine Gelbildung statt. Dariiber
hinaus wurden dhnliche Peptide synthetisiert, die nicht nur
auf thermische, sondern auch auf chemische Ausloser rea-
gierten.™” Pagel et al. stellten ein Peptid aus 26 Aminosiuren
her, das bei entsprechenden pH-Wert- und Konzentrations-
bedingungen Zufallsknduel, (B-Faltblatt- oder Coiled-coil-
Strukturen bilden kann.™ Zudem wurde ein Peptid mit 17
Resten entwickelt, das bei Raumtemperatur Coiled-coil-
Strukturen und bei hoheren Temperaturen Amyloidfibrillen
bildet.?!

Fiir ein Peptid aus drei Heptad-Sequenzen, das eine
Struktur aus wasserldslichen helicalen Biindeln hat, wurde bei
bestimmten pH-Werten die Bildung von Fibrillen beobach-
tet.” Ein weiteres Peptid bildete Fibrillen, die aus fiinf he-
licalen Stridngen in einer gestaffelten Anordnung bestan-
den.™ Aus drei helicalen Stringen bestehende Peptidbiindel
bildeten Fibrillen, wenn die Helices eine geeignete Orien-
tierung aufwiesen.”! Die intermolekulare Assoziation der
Monomere bildet ein Beispiel fiir eine dreidimensionale
Proteinstruktur mit Doménenaustausch, in der eine struktu-
relle Doméne eines Proteinmonomers gegen die gleiche
Domine eines anderen Proteins ausgetauscht ist, woraus ein
verflochtenes Oligomer resultiert.

13. Zusammenfassung und Ausblick

Langsam erhalten wir ein klares Bild vom Mechanismus
der Amyloidbildung aus AP und dhnlichen Proteinen. Dieses
Wissen wird nun genutzt, um Inhibitoren fiir die Fibrillen-
bildung zu entwickeln — damit konnte ein Durchbruch in der
Therapie gelingen. Es bleiben allerdings noch wichtige
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Fragen zu den thermodynamischen Grundlagen der Fibril-
lenbildung von f-Faltblattstrukturen und dem Zusammen-
hang mit der Proteinfaltung zu beantworten. Unterdessen
arbeitet man mit Selbstorganisationskonzepten auf der Basis
nichtkovalenter Wechselwirkungen, um neuartige Peptide
und Peptidverbindungen mit niitzlichen Eigenschaften her-
zustellen; Beispiele sind kontrollierbare Fibrillenmorpholo-
gie, verbesserte Stabilitét, responsive Gelbildung oder funk-
tionelle Gruppen fiir bio-anorganische Hybridverbindungen.
Damit eroffnet sich ein vielversprechendes neues Feld, das
noch aufregende Entdeckungen erwarten lasst.

Ich danke Dr. Adam Squires (University of Reading) fiir
hilfreiche Diskussionen und Marta Krysmann fiir die TEM-
Aufnahmen im Titelbild und in Abbildung 2. Den Gutachtern
danke ich fiir die Hinweise auf mehrere zusdtzliche interes-
sante Literaturstellen.
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