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NMR-Spektroskopie in Kombination mit dynamischer Kernpolari-
sation enthullt mehrere Konformationen in Lipid-verankerten Peptid-

Impfstoffen™*

Eline J. Koers, Maria Pilar Lépez-Deber, Markus Weingarth, Deepak Nand, David T. Hickman,
Dorin Mlaki Ndao, Pedro Reis, Anne Granet, Andrea Pfeifer, Andreas Muhs und Marc Baldus*

Viele pharmakologische Eigenschaften von konventionellen
Medikamenten konnen durch Tragersysteme verbessert
werden, die hauptsédchlich aus Polymeren oder Lipiden be-
stehen.!! Liposomen haben sich zu vielseitigen Trigersyste-
men fiir die Induktion von Antikérper- und T-Lymphozytre-
aktionen auf entsprechende Antigenuntereinheiten entwi-
ckelt.”! Die resultierende Immunreaktion hingt von den
strukturellen und physikochemischen Eigenschaften der li-
posomalen Impfstoffe ab. Biophysikalische Methoden wie
Circulardichroismus (CD) oder ATR-Infrarotspektroskopie
(ATR = abgeschwichte Totalreflexion) sind zur Untersu-
chung von liposomalen Impfstoffen oder anderer Wirkstoff-
Triagersysteme verwendet worden (siche z.B. Lit. [3]). Die
Festkorper-NMR(fkNMR)-Spektroskopie gibt Einblicke in
Liposomen sowie in die mit ihnen assoziierten Peptide und
Proteine auf atomarer Ebene*! Die bisher notwendigen
hohen Polypeptidkonzentrationen sind aber oft nicht ver-
traglich mit der Formulierung der liposomalen Impfstoffe.
Wir untersuchten den Nutzen der fkNMR-Spektroskopie
in Kombination mit dynamischer Kernpolarisation (DNP-
kfNMR-Spektroskopie, Lit. [S]) an liposomalen Impfstoffen
gegen Alzheimer. Frithere Arbeiten®® hatten gezeigt, dass
das Lipid-verankerte tetrapalmitoylierte [-Amyloid-1-15-
Peptid (Palm1-15) zusammen mit Monophosphoryl-Lipid A
(MPLA) eine Immunreaktion verursachen kann, die kogni-
tives Fehlverhalten von APP-transgenen Méusen korrigiert
(APP = Amyloid Precursor Protein). Biophysikalische und
eindimensionale fkNMR-spektroskopische Experimente an
Palm1-15, dass einheitlich mit *C/N an den Positionen
Ala2, Ser8 und Gly9 [Palm1-15(ASG); Abbildung 1] mar-
kiert war, sprachen dafiir, dass das Peptid eine gestreckte
Riickgratkonformation annimmt, die durch die Lipidumge-
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Abbildung 1. Oben: Palm1-15(ASG)-Peptidsequenz; *C/*N-markierte
Aminosiduren unterstrichen, geladene Reste (bei pH 7) farbig markiert;
blau: positiv geladen, rot: negativ geladen. 1D-NMR-Spektren von li-
posomalem Palm1-15 in DMPC/DMPG/Chol (a,c) oder DMTAP/Chol
(b,d). CP-MAS-Daten bei 100 K sind in (a) und (b) gezeigt, die 1D-
2QF-Spektren (mit einer 2Q-Anregungszeit von 1 ms) in (c) und (d).
Alle Proben wurden mit 5 mm TOTAPOL in [Dg]Glycerol/D,0/H,0
(2:6:2) gewaschen. Signalverstirkungen sind relativ zum Fall ohne Mi-
krowelleneinstrahlung angeben.

bung beeinflusst wird.®! Weitere detaillierte Strukturunter-
suchungen waren aber wegen mangelnder Empfindlichkeit
nicht moglich. Fiir unsere DNP-Studien behandelten wir Li-
posomen aus Palm1-15 und DMPC/DMPG/Cholesterol/
MPLA (9:1:7:0.06 molares Verhaltnis) (Abbildung 1a,c) oder
DMTAP/Cholestero/MPLA (10:7:0.06) (Abbildung 1b,d)
mit dem DNP-Polarisationsreagens TOTAPOL!" und
[Dg]Glycerol  (DMPC = 1,2-Dimyristoyl-sn-glycero-3-phos-
phocholin, DMPG = 1,2-Dimyristoyl-sn-glycero-3-(phospho-
rac-(1-glycerol)), DMTAP =1,2-Dimyristoyl-3-trimethylam-
moniumpropan). Diese Proben zeigten stark verbesserte
NMR-Signale im Fall von eindimensionalen Kreuzpolarisa-
tions- und Doppelquanten-gefilterten (2QF-)"*C-fkNMR-
Experimenten fiir beide Lipidzusammenstellungen (Abbil-
dung 1a-d).

Weitere Experimente legten nahe, dass geringe TOT-
APOL-Konzentrationen einen guten Kompromiss zwischen
Signalverstdrkung und paramagnetischer Relaxation bieten.
Damit wurden zweidimensionale (2Q,1Q-)Experimente
moglich (Abbildung 2). Wegen der geringen Peptidkonzen-
tration (Peptid/Lipid-Verhiltnis 1:200) enthalten die fkNMR-
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Abbildung 2. "*C-(2Q/1Q)-2D-Experimente an liposomalem Palm1-15. Liposomen bestanden aus a) DMPC/DMPG/Chol oder b) DMTAP/Chol.
c) Differenz der Verschiebungen Ad =0Ca—dCa(rc) fiir liposomalen Palm1-15-Impfstoff in DMPC/DMPG/Chol (oben) und in DMTAP/Chol
(unten); d) ATR-IR-Amid-I-Bandenspektren von liposomalem Palm1-15 in anionischem DMPC/DMPG/Chol (rot) und kationischen Liposomen
(DMTAP/Chol; blau).
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Spektren sowohl Signale der *C-markierten Peptidreste als
auch Korrelationen fiir die in natiirlicher Haufigkeit auftre-
tenden Lipide. Gegeniiber den Signalen des markierten
Peptids sollten Lipidsignale um einen Faktor 10000 abge-
schwécht sein. Dies entspricht einem effektiven Lipid/Peptid-
Verhiltnis von >500:1, was den Einsatz konventioneller
fkNMR-Methoden deutlich erschwert.”!

Das charakteristische Muster der chemischen Verschie-
bungen ermdoglicht eine einfache Unterscheidung von Peptid-
und Lipidsignalen. Fiir die drei markierten Reste (Ala2, Ser8
und Gly9) beobachteten wir zwei Signalsétze fiir die DMPC/
DMPG/Chol-Probe (Abbildung 2a; Chol = Cholesterol). Im
Fall von DMTAP/Chol konnten vier fkNMR-Korrelationen
identifiziert werden (Abbildung2b). Wie zuvor gezeigtl®
berechneten wir im weiteren sekundidrchemische Verschie-
bungen AJ, die etablierte Parameter fiir die Analyse der
Peptidstruktur in fliissiger und fester Phase sind.”! In Abbil-
dung 2¢ sind Ad-Werte fiir Ca-Signale fiir beide Lipidzu-
sammenstellungen wiedergegeben.

Im Fall von DMPC/DMPG/Chol (Abbildung2c, oben)
sind die starksten Korrelationen (bezeichnet mit ii) fiir Ala2
und Ser8 deutlich negativ. Dies ist in Einklang mit einer ge-
streckten Peptidriickgratstruktur, bei der Ad-Werte fiir Gly-
cinreste nahe an den Werten eines ungefalteten Peptids
liegen,'” was in Einklang mit den dominanteren Signalen (ii)
in Abbildung 2a ist. Eine zweite schwichere Population (i)
zeigte sekundidrchemische Verschiebungen, die typisch fiir
eine Random-Coil-Struktur sind. Im Fall des kationischen
DMTAP/Chol (Abbildung2c, unten) beobachteten wir
ebenfalls sekunddrchemische Verschiebungen, die einer ge-
streckten Peptidriickgratstruktur entsprechen (Spezies 3 und
4); allerdings waren deren Signalintensititen vergleichbar zu
denen von Signalen, die geringe oder sogar positive Ad-Werte
zeigten und in Abbildung 2b,c mit Population 1 und 2 ge-
kennzeichnet sind. Dabei sollte beachtet werden, dass in
Abwesenheit von sequenziellen Zuordnungen die Population
X nicht notwendigerweise dieselbe Peptideinheit X darstellt.

ATR-IR-Experimente (Abbildung 2d) bestitigten die
Gegenwart zusédtzlicher Peptidkonformationen fiir lipo-
somales Palm1-15. Kurvenanpassungsverfahren sprechen fiir
einen groBen B-Faltblattanteil (insgesamt 72 %) im Falle von
DMPC/DMPG/Chol (Abbildung 2d, rote Linie) in qualitati-
ver Ubereinstimmung mit dem 60:40-Intensititsverhiltnis
zwischen den Populationen (ii) und (i) in der fkNMR-Spek-
troskopie. Wie in unseren fritheren Studien! (siehe Abbil-
dung S1 der Hintergrundinformationen) fiihrt die Verwen-
dung von kationischem DMTAP/Chol zu einer signifikanten
Reduzierung der B-Faltblattstruktur und zu einem Anstieg
von anderen Peptidkonformationen (Abbildung?2d, blaue
Linie).

Fiir weitere Untersuchungen fiihrten wir mesoskopische
Coarse-grained-Molekiildynamiksimulationen (CGMD)
durch (Abbildung 3). Peptide in wissriger Phase lagerten sich
in weniger als einer Mikrosekunde an der Membranoberfli-
che an. Dort bildeten sich gestreckte Peptidkonformationen
im Einklang mit unseren fkNMR-Daten am freien Peptid, die
nahelegten, dass p-Faltblattstrukturen an der Membran hiu-
figer auftreten als in wissriger Phase (siche Abbildung S2 der
Hintergrundinformationen).
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Abbildung 3. Dichteprofil des Peptidriickgrats in einer a) 9:1:7-DMPC/
DMPG/Chol- und b) 10:7-DMTAP/Chol-Mischung. Durchgezogene und
gestrichelte Linien geben Peptide bzw. das Membranprofil wieder.

c) Beispiel eines geordneten hexameren f3-Faltblatts von Palm1-15 in
DMPC/DMPG/Chol nach 25 ps Simulation. DMPC/DMPG-Lipide und
Cholesterol sind in Hell- bzw. Dunkelrot wiedergegeben; Palmitoylan-
ker und das Peptidriickgrat sind als graue bzw. griine Perlen gekenn-
zeichnet. d) Wihrend negativ geladene Seitenketten wie Asp7 sich in
DMPC/DMPG/Chol (rot) vorzugsweise entlang der Doppelschichtnor-
malen orientieren, liegen die Seitenketten in DMTAP/Chol fast parallel
zur Oberfliche (blau). Diederwinkel wurden iiber alle Peptide und uiber
25 ps der Simulation gemittelt.

Wir beobachteten spontane Peptidaggregation zu B-Falt-
blatt-artigen Aggregaten in beiden Lipidmischungen. Eine
weitere Analyse der oberflichengebundenen Peptide offen-
barte ein deutlich breiteres Dichteprofil des Peptidriickgrats
in DMTAP/Chol als in DMPC/DMPG/Chol (Abbil-
dung 3a,b). Im Fall von DMPC/DMPG/Chol konnen sich
Peptidriickgrate ohne sterische oder elektrostatische Behin-
derung (Abbildung 3¢) annihern, da negativ geladene Sei-
tenketten hauptsdchlich senkrecht zur Membranoberfldche
stehen (Abbildung 3d). In kationischen DMTAP-Lipiden
liegen die anionischen Seitenketten fast parallel zur Dop-
pelschichtoberfldche. Dies deutet darauf hin, dass die Mem-
branladung das Aggregationsverhalten des Peptids modulie-
ren konnte.”! Dariiber hinaus kénnten die verringerte Dicke
und Kopfgruppengrofle im Fall der DMTAP-Lipide, die zu
einer leicht positiven Kriimmung der Peptid-Lipid-Schicht in
den Simulationen fiihren, eine Rolle spielen.

Insgesamt zeigen unsere Resultate, dass DNP-unter-
stiitzte fkNMR-Spektroskopie eine wirkungsvolle Methode
ist, um Strukturuntersuchungen an Oberfldchen-assoziierten
Biomolekiilen in geringer Konzentration durchzufiihren. Im
Fall von Palm1-15 belegen unsere Studien, dass der aktive
Impfstoff in p-Faltblattumgebungen auftritt, die zumindest
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zum Teil durch Peptid-Peptid-Wechselwirkungen bestimmt
sind die nach Dimerbildung zur Entstehung von gréBeren
Oligomeren an der Membran fithren. Unsere Daten sprechen
dafiir, dass nur im DMPC/DMPG/Chol-Fall groBere 3-Falt-
blitter entstehen und dass zusétzliche Strukturen, die be-
sonders im DMTAP-Fall auftreten, die In-vivo-Zielspezifitat
reduzieren konnten. Diese Resultate eroffnen neue Mog-
lichkeiten fiir ein zielgerichtetes, strukturbasiertes Design von
liposomgebundenen Peptidimmunogenen mit definierten
Konformationen fiir optimierte Impfstoffe gegen eine Reihe
von Proteinfehlfaltungserkrankungen. Zukiinftige Studien
konnten auch zellulire Umgebungen, in denen DNP-
fkNMR-Experimente moglich sind,' umfassen. Dariiber
hinaus konnte DNP-unterstiitzte fkNMR-Spektroskopie ge-
nerell auch bei der Aufklarung der Rolle von Lipidoberfla-
chen bei der Proteinaggregation, Toxizitdt und Porenbildung
sowie bei der Untersuchung von Intermediaten der Amy-
loidfaltung behilflich sein.

Experimentelles

Liposomales Palm1-15 wurde wie zuvor gezeigt® hergestellt. Fiir die
NMR-Experimente wurden 666 pL Liposomen durch Zentrifugation
auf ein Volumen von etwa 25 puL (100000 g, 1 h) verringert. Das Pellet
wurde mit 50 uL einer 5mMm TOTAPOL-Losung (DyNuPol) in
[Dg]Glycerol/D,O/H,0 (2:6:2) gewaschen. Die Liposomen wurden
1-3 h bei 100000 g pelletiert, und danach wurde der Uberstand ent-
fernt; diese Prozedur wurde zweimal wiederholt. Die NMR-Experi-
mente wurden mithilfe eines 400-MHz/263-GHz-DNP-Systems
(Bruker Biospin) durchgefiihrt. Die Probe wurde bei etwa 100 K in
einem 3.2-mm-Saphirrotor unter 8-kHz-MAS untersucht. DNP-Ver-
starkungsfaktoren wurden durch Vergleich von HC-CP/MAS-Spek-
tren mit und ohne Mikrowelleneinstrahlung bestimmt. (2Q/1Q)-Ex-
perimente wurden mit der SPC5-Sequenz!'? mit einer 1-ms-Doppel-
quantenanregungszeit gemessen. CGMD-Simulationen!**! wurden fiir
beide Lipidmischungen unter Zuhilfenahme von 18 Palm1-15-
Kopien tiber 25 ps durchgefiihrt (siehe auch Hintergrundinformatio-
nen).
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