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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Fusion von biologischen Membranen in eukaryotischen Organismen wird durch integrale
Fusionsproteine vermittelt. In einer Vielzahl von Arbeiten wurde demonstriert, dass besonders den
Transmembrandoménen (TMD) dieser Fusionsproteine eine bedeutende Rolle fiir den Vorgang der
Membranfusion zukommt. Es wurde gezeigt, dass Peptide, welche der TMD von Fusionsproteinen
entsprechen oder synthetische Modellpeptide, in vitro die Fusion von Liposomen bewirken kdnnen.

In der vorliegenden Arbeit erfolgte die strukturelle Charakterisierung von synthetischen TMD-
Peptiden im Vergleich mit ihrer Fusogenitidt. Basierend auf hydrophoben Aminosduren mit
unterschiedlicher Sekundérstrukturpraferenz wurde die konformationelle Flexibilitdt und Helixdynamik
synthetischer TMD-Peptide ermittelt. Es zeigte sich, dass die Konformation und Dynamik der helikalen
Peptide von der Zusammensetzung aus [-Faltblatt begiinstigenden Valin- und a-Helix favorisierenden
Leucinresten abhéngig war. Eine nicht fusogene Oligo-Leucin-Sequenz bildete eine stabile helikale
Konformation, wéhrend eine fusogene Leucin/Valin-Sequenz ein Maximum an Helixdynamik unter
Beibehaltung einer helikalen Struktur innerhalb von Membranen aufwies. Das Einfligen von Glycin und
Prolin, welche als o-Helix-Brecher bekannt sind, auf die Sequenz aus alternierende Leucin- und
Valinresten maximierte die Dynamik der a-Helix in Losung, fiihrte jedoch innerhalb der liposomalen
Membran zu einer 3-Faltblatt-Struktur. Dadurch war die Fusion durch diese Peptide mechanistisch nicht
mit den helikalen Peptiden zu vergleichen und dhnelt moglicherweise eher der durch amphipatische
Peptide. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass durch regionales Einbringen von Blocken aus Valin auf
einen Leucin-Hintergrund die Flexibilitdt einer helikalen Konformation regional gesteuert wurde. Dies
legte zudem offen, dass den terminalen Bereichen hydrophober Peptide eine spezielle Bedeutung fiir den
Vorgang der Membranfusion zukommt. Untersuchungen der basischen, flankierenden Aminosduren
zeigten, dass nicht die Helixdynamik, wohl aber deren konformationelle Flexibilitdt durch die Ladung
der jeweiligen Aminosdure beeinflusst wird. Dies weist auf eine erhohte Interaktion der Peptide in
ungeladenem Zustand hin, welche in polarem Medium eine Umfaltung der a-Helix zum (-Faltblatt
begiinstigt. In membranintegriertem Zustand wirken sich die positiv geladenen, flankierenden
Aminoséduren vermutlich iiber eine elektrostatische Interaktion mit der Phosphat-Gruppe der Lipide auf
die Membranfusion aus. N-terminal an die Peptide gekoppelte Acylketten zeigte ebenso keinen Effekt
auf die Helixdynamik der Peptide. Eine verminderte Tendenz zur kooperativen Entfaltung sowie ein
Arrest in der Hemifusion deuteten hier auf eine gestorte Peptid/Peptid-Interaktion hin.

Die Dynamik der helikalen Konformation von TMD-Peptiden stellt somit eine strukturelle
Voraussetzung fiir deren fusogene Wirkung dar. Terminal flexible Peptide, gekoppelt mit einer
potentiellen Ladungsinteraktion zwischen den basischen flankierenden Aminosduren und den Phosphat-
Gruppen der Phospholipide der Membran, scheinen die Restrukturierung der Lipiddoppelschicht

wihrend der Fusion zu erméglichen.




Kapitel 1: Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die Struktur von Peptiden und Proteinen

Peptide sind makromolekulare, biologische Strukturen, welche sich aus verschiedenen Aminoséuren
zusammensetzen. 20 Aminosduren werden als kanonisch (genkodiert) bezeichnet und kommen am
héufigsten in der Natur vor. Sie werden genkodiert in Organismen zu Proteinen aufgebaut und kdnnen
weiter modifiziert werden. Primér wird die Struktur von Peptiden und Proteinen durch die Abfolge der
einzelnen Aminosduren bestimmt.

In einem Protein sind die einzelnen Bausteine, die Aminosduren, kovalent zu einer langen
Polypeptid-Kette verkniipft. Unter Primérstruktur versteht man die Reihenfolge der Aminosauren, d.h.
die Aminosduresequenz. Polypeptidketten konnen eine grole Anzahl an Konformationen einnehmen,
jedoch kann ein Peptid durch die Ausbildung von Wechselwirkungen nur in bestimmten Konformationen
energetisch stabilisiert werden. Die Sekundérstruktur beschreibt die raumliche Anordnung der einzelnen
Aminosduren. Durch Bildung von Wasserstoftbriicken zwischen dem Carbonyl-Sauerstoff und dem
Stickstoff der Amino-Gruppe von nicht direkt benachbarten Aminosduren entstehen vorzugsweise zwei
Sekundarstrukturen: die a-Helix und das p-Faltblatt. Helikale Abschnitte konnen mit Faltblatt-Strukturen
abwechseln. Derartige Sekundérstrukturen sind meist durch Teilstiicke, in denen die Polypeptid-Kette in
unregelmifigen Schleifen verlduft, verkniipft. Unter dem Begriff Tertidrstruktur versteht man die
rdumliche Anordnung der gesamten Polypeptid-Kette.

Eine Polypeptidkette nimmt im physiologischen Milieu eine, alleine durch die Aminosduresequenz
vorgegebene und fiir das jeweilige Protein charakteristische, rdumliche Struktur an, die wiederum die

funktionellen Eigenschaften des Proteins entscheidend mitbestimmt [1].

1.1.1 Die Sekundarstruktur von Proteinen und Peptiden

Linus Pauling und Robert Corey untersuchten in den spiten dreifiger Jahren mit
rontgenkristallografischen Methoden erstmalig die genaue Struktur von Aminosduren [2]. Thr Ziel war
es, Bindungsldangen und Bindungswinkel dieser Proteinbausteine zu bestimmen, um so Voraussagen iiber
die Konformation eines Proteins treffen zu kdnnen. Zunachst postulierten sie, dass die Peptideinheit starr
und planar ist. Eine freie Rotation um die Bindung zwischen dem Carbonyl-C-Atom und dem Stickstoff-
Atom ist nicht moglich, da diese Bindung partiellen Doppelbindungscharakter besitzt. Der

Torsionswinkel um die Peptidbindung liegt aufgrund der Planaritét bei ca. 180° und wird mit dem
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Buchstaben ® bezeichnet. ¢ beschreibt den Torsionswinkel der C,-N-Einfachbindung, ¢ bezeichnet den

Torsionswinkel der C,-C-Einfachbindung (Abb. 1).

Abb. 1: Die Torsionswinkel am Peptidriickgrat. Der Winkel @ betragt aufgrund der Starrheit der Peptidbindung ca.
180°. ¢- und ¢-Winkel dagegen konnen innerhalb begrenzter Kombinationen variieren und so definierte
Konformationen bestimmen.

Die ¢- und ¢- Winkel konnen verschiedene Werte annehmen, wodurch sich unterschiedliche
Konformationen eines Proteins ergeben. Die beiden Sekundérstrukturen a-Helix und B-Faltblatt weisen
ganz bestimmte, charakteristische ¢/@-Kombinationen auf. ¢ und ¢ kdnnen keine beliebigen Werte
annehmen, da sich bei bestimmten Torsionswinkeln Atome im Peptid gegenseitig sterisch behindern
wiirden. Im Ramachandran-Plot sind die zuldssigen Kombinationen an ¢- und ¢- Winkeln aufgezeigt. Es
wird deutlich, dass die zugelassenen Kombinationen sehr begrenzt sind [3].

Bei einem [-Faltblatt ordnen sich Teile der Aminosdurekette ldngs, entweder parallel oder
antiparallel, zueinander an. Die Struktur wird durch Wasserstoffbriicken zwischen den Carbonyl- und
Amino-Gruppen der nebeneinanderliegenden Ketten stabilisiert. Die Seitenketten der Aminoséuren ragen
dabei abwechselnd nach beiden Seiten senkrecht aus der Faltblatt-Ebene.

Die oa-Helix ist die am héufigsten vorkommende Sekundérstruktur in Proteinen. Ihre helikale
Struktur resultiert aus intramolekularen Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Carbonyl- und
Amino-Gruppen des Peptidriickgrats, die sich fast parallel zur Achse der Helix ausbilden. Dabei bildet
die Carbonyl-Gruppe der ersten (i-ten) Aminosiure eine Wasserstoffbriicke mit dem Wasserstoff-Atom
der fiinften (i+4-ten) Aminosédure aus. Die Seitenketten der Aminosiuren weisen nach auflen. o-Helices
sind liberwiegend rechtsgingig. Eine Windung wird von 3,6 Aminosduren gebildet und die Ganghdhe
betragt 0,54 nm.

Die Stabilisierung der o-Helix-Konformation bedingt sich in der Hauptsache durch einen
enthalpischen Beitrag (AH®), welcher durch die Bildung der Wasserstoftbriicken des Peptidriickgrats
zustande kommt [4, 5]. Die Konformation des Zufallsknduels wird dagegen im Vergleich zur a-Helix
sehr stark durch die konformationelle Entropie (AS°®.) einer zufélligen Faltung begiinstigt [6], da es
entropisch ungiinstig ist die Dihedralwinkel des Peptidriickgrats in einer a-Helix zu fixieren [5, 7].
Dadurch kann die Bildung einer a-Helix durch die Anderung der freien Energie (AG®,) beschrieben

werden [8]. Die Anderung der freien Energie (AG®,) ist somit eine lineare Funktion aus AH°., und
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AS°, und ist proportional zur Anzahl der Aminoséuren eines Peptids, weshalb die Ausbildung helikaler
Strukturen in Abhédngigkeit der Lange einer Peptidkette geschieht. Die Seitenketten der unterschiedlichen
Aminosduren beeinflussen sowohl AS°.; als auch AH®. und entscheiden aufgrund der daraus
resultierenden Anderung der freien Energie iiber die Bildung einer a-Helix.

Eine Poly-Alanin-Sequenz beispielsweise faltet sich in eine helikale Konformation, da die
enthalpische Komponente der entropischen stark iiberwiegt. Umgekehrt ist die Zufallsknduel-
Konformation entropisch innerhalb einer Sequenz aus Glycin in wéssrigem Medium stabilisiert. Dieser
markante Unterschied wird in der Hauptsache durch eine Reduktion der mdéglichen ¢/p-Winkel-
Kombinationen im Vergleich zwischen Glycin- und Alaninseitenkette verursacht. Es konnte gezeigt
werden, dass dies vorwiegend durch den Einfluss der Alaninseitenkette auf die konformationelle
Entropie des Peptidriickgrats im Zufallsknduel bewirkt wird [9, 10]. Forderlich fiir die Bildung einer
a-Helix ist zudem ein enthalpischer Beitrag zwischen Cg und dem Helix-Riickgrat, welcher bei allen
Aminosduren mit Ausnahme von Glycin auftritt [11]. Der CH;-Gruppe des Alanins wird kein Verlust an
konformationeller Entropie wihrend der Faltung vom Zufallsknduel zur o-Helix zuteil [9]. Diese
Faktoren bestimmen demnach die hohe konformationelle Priferenz des Alanins und die niedrige
Priaferenz von Glycin a-helikale Strukturen auszubilden. Im Vergleich zu Alanin erfahren alle anderen
Aminosdureseitenketten einen unterschiedlich ausgepriagten, negativen Einfluss ihrer konformationellen
Entropie wihrend der Bildung einer a-Helix, durch die Einschrankung ihrer Seitenkettenrotamere.

Aus Untersuchungen der konformationellen Entropie-Anderung zwischen Zufallskniuel und
helikaler Faltung, kann jeder Aminosdure ein energetischer Beitrag zur Bildung einer a-Helix zugeordnet
werden. Damit kann auch die Wahrscheinlichkeit einer jeden Aminosiure sich innerhalb einer a-Helix
zu befinden ausgedriickt werden (Abb. 2). Eine Vielzahl von Faktoren wie Losungsmittel,
Sequenzposition oder benachbarte Aminoséuren beeinflussen jedoch die jeweilige Priferenz einer

Aminosdure einen Beitrag zur Bildung einer a-Helix zu leisten.
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Amino acid Helix propensity

(kcal/mol)

Ala 0.00
Glu (0) 0.16
Leu 0.21
Met 0.24
Arg (+) 0.21
Lys (+) 0.26
Gin 0.39
Glu (-) 0.40
lle 0.41
Asp (0) 0.43
Ser 0.50
Trp 0.49
Tyr 0.53
Phe 0.54
Val 0.61
Thr 0.66
His (0) 0.56
His (+) 0.66
Cys 0.68
Asn 0.65
Asp (-) 0.69
Gly 1.00
Pro 3.16

Abb. 2: Neigung der unterschiedlichen Aminosauren sich in einer a-helikalen Faltung wiederzufinden. Es ist die
mittlere Wahrscheinlichkeit in AG (kcal/mol) aus verschiedenen Untersuchungen angegeben. Die Werte spiegeln die
unterschiedliche Praferenz der Aminosduren eine a-helikale Faltung einzugehen wieder und sind als relative
Energien im Vergleich zu Alanin (0 kcal/mol) und Glycin (1 kcal/mol) ausgedriickt [12]. Bei geladenen Aminosauren
wird die unterschiedliche Ladung der Seitenkette mit 0, -, + angegeben.

Leucin wird als starker Helix-Bildner betrachtet, was auch durch seine Haufigkeit in o-Helices
innerhalb von Proteinen bestétigt wird [13]. Isoleucin und Valin dagegen sind schlechtere Helix-Bildner
als Leucin. Bei den B-verzweigten Aminosduren Valin und Isoleucin ist die Bildung der a-Helix durch
eine sterische Hinderung der Atome an der y-Position mit dem Carbonylsauerstoff in der nichsten
Windung der a-Helix erschwert. Die Seitenkette muss dabei einen weitgehend eingeschrénkten
Drehwinkel eingehen, so dass es entropisch fiir diese Aminosduren sehr ungiinstig ist sich innerhalb einer
o-Helix zu befinden [9, 14, 15].

Der Aminosédure Prolin kommt eine Sonderstellung innerhalb der Bildung von oa-Helices zu. Die
Seitenkette der Aminoséure Prolin ist zum Amid seines Riickgrats zyklisiert, wodurch keine Moglichkeit
zur Ausbildung einer intramolekularen Wasserstoffbriicke durch Prolin gegeben ist. Prolin kann somit
keinen Beitrag zur direkten Stabilisierung einer a-Helix leisten. Die Zyklisierung der Seitenkette
schrankt aulerdem die moglichen Dihedralwinkel sehr stark ein, wodurch die Bildung einer a-Helix
zusitzlich erschwert wird [16-18].

Bis heute konnten nicht alle Faktoren, welche die Neigung der verschiedenen Aminoséuren sich in
bestimmten Sekundérstrukturen wiederzufinden beschreiben, erschopfend geklért werden. Es wurden

jedoch einige Faktoren vorgeschlagen. Zu diesen zdhlen zum einen hydrophobe Wechselwirkungen,
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welche hydrophobe Aminosduren innerhalb einer o-Helix ausbilden [S5, 19], zum anderen sterische
Behinderungen von speziell langen Seitenketten innerhalb einer a-Helix [20]. AuBerdem konnen auch
elektrostatische Wechselwirkungen zwischen geladenen Resten untereinander [21, 22] oder dem
Makrodipol einer Helix [23, 24] auf die Stabilitdt einer a-Helix einwirken. Zusétzlich tragen van der
Waals Wechselwirkungen zwischen den Seitenketten und dem Peptidriickgrat zur Stabilitét einer Helix
bei [25].

Tatsdchlich entscheidend fiir die Bildung und Stabilitit einer a-Helix ist jedoch das umgebende
Medium. Die Stabilitit einer a-Helix wird in wissrigem Medium durch einen kompetitiven Effekt der
Wassermolekiile auf die Ausbildung von Wasserstoffbriicken innerhalb des Peptidriickgrats
beeintrachtigt. Dieser Effekt entfillt in apolaren organischen Ldsungsmitteln, welche daher die
intramolekularen Wasserstoffbriicken innerhalb einer a-Helix starken und diese somit stabilisieren [26,
27]. Weiterhin wurde gezeigt, dass die Stabilitét einer a-Helix einer bestimmten Peptidsequenz durch das
Zusammenspiel ihrer intrinsischen Helix-Neigung und ihrer Hydrophobizitdt in Losungsmitteln
unterschiedlicher Polaritit definiert wird. Fiir Peptide, welche unterschiedliche hydrophobe Reste
enthalten, konnte in 50% Methanol eine abnehmende Helikalitit in der Reihe
Leucin > Isoleucin > Alanin > Valin beobachtet werden, wihrend alle Peptide in 70 %Ethanol &hnlich
helikal waren [28]. Dieser maB3gebliche Effekt der Alkohole auf die Peptidstruktur entsteht durch die
niedrige Polaritit des Losungsmittels. Diese Figenschaft bewirkt eine Schwichung hydrophober
Interaktionen und fiihrt zu einer Verstirkung der elektrostatischen Interaktionen, wie z.B.
Wasserstoffbriicken [29]. Fiir viele Untersuchungen wird der halogenierte Alkohol Trifluoroethanol
(TFE) verwendet. Bei diesem Losungsmittel wurde ein stark o-Helix-fordernder Effekt nachgewiesen.
Anhand von Alanin-Modellpeptiden wurde gezeigt, dass in Mischungen aus Wasser und Alkohol mit
zunehmender TFE-Konzentration die Stirke der vorhandenen Wasserstoffbriicken zunimmt, was
wiederum die Stabilisierung der helikalen Peptidkonformation erklért [30]. Unterschiede in der Helix-
Stabilisierung zwischen wiassrigen Losungen, welche verschiedene Alkohole enthalten, konnen anhand
eines additiven Effekts der vorliegenden CH-Gruppen und bei halogenierten Alkoholen anhand der
Halogenanzahl erklért werden. Diese Gruppen iiben einen positiven Effekt auf die o.-Helix-Stabilitét aus,
wihrend die Hydroxyl-Gruppe der Alkohole eine destabilisierenden Einfluss hat [31]. Gleichzeitig kann
in diesen Mischungen ein derartiger additiver Effekt die starke Stabilisierung einer a-Helix durch TFE
nicht vollstandig erkldren. In diesem Zusammenhang wird eine verstirkte Clusterbildung der TFE-
Molekiile diskutiert [32]. Dabei konnen micellenartige Cluster aus TFE-Molekiilen in wéssriger Losung
eine hydrophobe Mikroumgebung bilden und so lokal fiir eine niedrigere Polaritdt im Vergleich zur
gesamten Losung sorgen. Dadurch konnen Wasserstoftbriicken innerhalb von TFE-Micellen weiter
verstirkt werden. Spezielle in Bereichen hydrophober Aminoséduren finden sich aufgrund hydrophober
Wechselwirkungen derartige TFE-Cluster wieder. Die Bildung derartiger Cluster ist abhidngig von der
GroBe des hydrophoben Anteils des jeweiligen Alkohols, sowie von der Anzahl an Halogenen [31-33].

Bei hoheren Alkoholkonzentrationen kann keine Clusterbildung beobachtet werden, da Wassermolekiile,
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welche notwendig sind die Micellen zu separieren und dadurch zu stabilisieren, fehlen [34]. Dagegen
kann in hoheren Alkoholkonzentrationen die niedrige Polaritit der Mischung fiir die Stabilisierung von
a-Helices verantwortlich gemacht werden. In Analogie zu halogenierten Alkoholen konnen SDS-
Micellen ebenfalls helikale Strukturen stabilisieren [35].

Auch innerhalb einer Lipidmembran ist die Wahrscheinlichkeit einer Aminosdure, sich innerhalb
einer helikalen Faltung wiederzufinden, erhdht. Ahnlich wie SDS-Micellen oder Alkohol-Cluster stellen
Lipidmembranen eine lokale Umgebung sehr niedriger Polaritit dar und tragen maligeblich zur
Stabilisierung einer o-Helix bei. Zu rund 60 % werden membrandurchspannende o-Helices aus den
hydrophoben Aminoséuren Leucin, Isoleucin, Valin und Alanin gebildet [36, 37]. Ein weiteres Merkmal
membrandurchspannender helikaler Doménen ist ein erhohter Anteil an B-verzweigten Aminosiduren
[38], welcher insgesamt ca. 30 % betrdgt. Besonders in den Transmembrandominen der SNARE-
Proteine konnte eine derartige Uberreprisentation festgestellt werden. Der Anteil betriigt hier bis zu 50 %
[39]. Auch den Aminosduren Glycin und Prolin kommt innerhalb von Lipidmembranen eine besondere
Bedeutung bei der Betrachtung der Sekundarstruktur zu. Auch diese beiden Aminoséduren treten verstérkt
in helikalen Transmembrandoménen auf, obwohl sie in Losung als sehr starke Helixbrecher bekannt
sind. Das Hiillprotein des Bakteriophagen M13 beispielsweise enthdlt innerhalb seiner
Transmembrandoméne drei Glycine und neun B-verzweigte Aminosduren. Dennoch weist diese
Tarnsmembrandomidne eine helikale Struktur auf [40]. Der Anhdufung von Prolin innerhalb von
Transmembrandomédnen wurde deshalb auch eine funktionelle Eigenschaft zugeordnet [41]. Innerhalb
einer Membran wird eine a-Helix durch Prolin nur wenig destabilisiert, da seine Dihedralwinkel bereits
sehr eingeschriankt sind und deshalb ein nur geringer entropischer Unterschied zum Zufallsknéuel besteht
[17]. Dennoch kann Prolin aufgrund der fehlenden intramolekularen Wasserstoffbriickenbindung als
flexibles Gelenk innerhalb einer a-Helix dienen [42].

Der Umgebung von Aminoséuren kommt demnach eine wichtige Bedeutung fiir die Ausbildung von
definierten Strukturen zu. Diese Umgebung kann dadurch auch massgeblich die konformationelle

Dynamik von Proteinen und Peptiden beeinflussen.

1.1.2 Konformationelle Dynamik von Proteinen und Peptiden

Wie alle Molekiile haben auch Proteine keine starren Strukturen sondern sind innerhalb gewisser
Grenzen dynamische Gebilde. Durch ihren Aufbau wird bei Proteinen eine Vielfalt von dynamischen
Konformationen erreicht. Dabei kann zwischen den Bewegungen von Proteindomidnen (,,rigid body
motions®), welche im Nanosekunden-Bereich ablaufen, den Fluktuationen innerhalb von
Sekundérstrukturen, welche im Picosekunden-Bereich ablaufen, und atomaren Fluktuationen wie den
Drehungen und Streckungen von Bindungen, welche im Femtosekunden-Bereich ablaufen, unterschieden

werden.
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Doménenbewegungen sind allgemein dadurch charakterisiert, dass die Torsion einiger weniger
Aminoséuren die Tertidrstruktur signifikant verdndern kann. Beispielsweise liegt bei einer ganzen Reihe
von Enzymen das aktive Zentrum zwischen zwei Domédnen des Proteins in einer Art Spalt, der sich
schlieBt, wenn das Substrat oder das Coenzym gebunden wird. Zwei relativ starre Proteindoménen sind
dabei iiber eine flexible Schleifenregion verbunden, welche diese Art der Molekiildynamik ermoglicht
[43]. Die Konformationen einzelner Doménen dndern sich dabei wenig. Aus diesem Grund erfordern
Domianenbewegungen nur wenig Energie [44]. Proteine in Losung konnen deshalb haufig mehr als nur
eine stabile Konformation einnehmen. Energetisch bedeutet dies, dass ein Protein mehrere
Energieminima besitzt und so innerhalb physiologischer Bedingungen gleichzeitig verschiedene
Konformationen vorliegen kénnen.

Fluktuationen innerhalb von Sekundirstrukturelementen von Proteinen und Peptiden laufen
wesentlich schneller ab als Doménenbewegungen. Diese Fluktuationen dndern die globale Konformation
eines Proteins nur wenig und duBlern sich in geringen ¢/¢p-Winkeldnderungen Die Fluktuationen betreffen
z.B. die NH-Gruppen im Protein-Riickgrat, die mit dem Lésungsmittel in Wechselwirkung treten und so
zu einem transienten Offnen von intramolekularen Wasserstoffbriicken fiihren. In der Hauptsache
werden diese Fluktuationen von den jeweiligen Eigenschaften der einzelnen Aminosduren bestimmt. Wie
im vorangegangenen Kapitel beschrieben kommt in Abhingigkeit vom umgebenden Losungsmittel jeder
Aminosdure eine Neigung sich in einer bestimmten Sekundirstruktur wiederzufinden zu. Diese
Neigungen definieren die Stabilitit einer gewissen Sekundirstruktur. Damit definiert die Primérstruktur
einer Peptidsequenz dessen Dynamik, wéhrend der Dynamik einer Peptidkette eine funktionelle
Bedeutung zugeordnet werden kann, da in der Natur ein stabiles Energieminimum innerhalb einer
Struktur einfacher zu erreichen wire. Im Rahmen dieser Arbeit sollte die konformationelle Flexibilitét
von membrandurchspannenden Peptiden mit deren fusogenem Potential verglichen werden. Ein Hinweis
auf eine derartige Kausalitit wurde bereits an Peptiden, welcher der Transmembrandoménen von
SNARE-Proteinen entsprachen [39] und an de novo kreierten hydrophoben Modellpeptiden [45]
demonstriert. Auflerdem durch FElektronen Spin Resonanz Spektroskopie an einem Valin-haltigen

Sequenzabschnitt einer Transmembrandoméne gezeigt [46].

1.2 Biologische Membranen und Membranfusion

Die Natur hat mit der Ausbildung von Membranen die Voraussetzung zur Entwicklung des Lebens
geschaffen. Membranen ermdglichen die Kompartimentierung in Organellen bzw. die Abgrenzung von
Zellinnerem und -duBlerem. Diese Kompartimentierung gewahrleistet eine funktionelle und rdumliche
Aufteilung in hoch spezialisierte, membranumhiillte Reaktionsrdume innerhalb eukaryotischer Zellen.

Membranen werden aus Lipiden, welche sich zu Lipiddoppelschichten zusammenschlieen,

gebildet. Membranlipide sind Molekiile, welche aus einem hydrophilen und einem hydrophoben Teil
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bestehen. Aufgrund dieser Eigenschaften bilden sich in wéssriger Umgebung spontan geschlossene,
bimolekulare Schichten aus. Einzig nichtkovalente Wechselwirkungen zwischen den Lipidmolekiilen
stabilisieren und garantieren die Integritit dieser Membranen [47]. In biologische Membranen ist eine
Vielzahl von Proteinen mit unterschiedlichsten Aufgaben integriert. Singer und Nicolson haben in
diesem Zusammenhang den Begriff des ,,Fliissig-Mosaik-Modells* geprégt [48]. Dieser charakterisiert
die Membran als zweidimensionale Fliissigkeit mit in ihr schwimmenden Proteinen. Diese herausragende
Eigenschaft ermoglicht eine sehr schnelle laterale Diffusion sowohl der Lipide als auch der
Membranproteine.

Die Lipidschichten der Membran bilden vor allem fiir polare Molekiile eine schwer durchdringbare
Barriere. In biologischen Membranen sorgt eine Vielzahl an Proteinen dafiir, gezielt die durch die Lipide
geschaffene Barriere, zu durchbrechen. Man spricht im Zusammenspiel von Lipiden und Proteinen von
der seclektiven Permeabilitdit der Membran. Einige Kanalproteine sorgen beispielsweise fiir den
Stofftransport durch die Membran.

Eine weitere herausragende Eigenschaft der biologischen Membranen ist es jedoch, miteinander zu
verschmelzen ohne dabei ihre Integritdt zu verlieren. Innerhalb von eukaryotischen Zellen wird die
Versorgung verschiedenster Kompartimente durch einen koordinierten Vesikelfluss gewihrleistet. Der
Prozess der Membranfusion ermdglicht dabei den Austausch von Stoffen zweier Vesikel.

In vielen Transportvorgéngen der Zelle spielt der Vorgang der Membranfusion eine entscheidende
Rolle. So werden neu synthetisierte Lipide und Proteine von membranumhiillten Organellen durch
Vesikel zu anderen Kompartimenten oder zur Plasmamembran transportiert und dort freigesetzt. Aber
auch in extrazelluldren Prozessen spielt die Membranfusion eine bedeutende Rolle. Als Beispiele seien
hier genannt die Endozytose oder das Verschmelzen von Spermium und Eizelle. Auch das Eindringen

eines membranumhiillten Virus in seine Wirtszelle erfordert die Fusion von Membranen.

1.2.1 Die Fusion von Membranen

Die Membranfusion spiegelt den Vorgang der Vermischung zweier Lipiddoppelschichten zu einer
kontinuierlichen Membran wider. Der fiir die Bildung von Membranen verantwortliche hydrophobe
Effekt [49] spielt auch fiir die Fusion eine entscheidende Rolle, da er wéihrend der Fusion die Integritét
der Membranen garantiert. Fiir den Fusionsvorgang ist es notwendig, die AbstoBungskrifte, welche
durch die Hydratisierung der Lipide zustande kommen, zu {iberwinden. Der Ablauf der Membranfusion
ist noch nicht im Detail geklért, dennoch scheinen Fusionsproteine dabei eine entscheidende Rolle zu
spielen.

Wiéhrend der Fusion werden aus physikalischen Griinden verschiedene Zwischenzustinde
durchlaufen [50-52]. Eine akzeptierte Modellvorstellung zur Membranfusion mit unterschiedlichen

Zwischenzustanden wird durch die ,,Stalk“-Hypothese beschrieben [53] (Abb. 3). Dabei miissen sich
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zwei Membranen annéhern und die AbstoBung der hydratisierten Lipidschichten tiberwinden. Kommt es
zum Kontakt der beiden Membranen, konnen, durch die entstehenden lokalen Stérungen der Struktur, die
proximalen Schichten miteinander verschmelzen. Die entstehende Struktur wird als ,,Stalk* bezeichnet.
Kommt es zur lateralen Expansion des ,,Stalks* so wird dieser Zustand als Hemifusion bezeichnet. Reif3t
dieser instabile Zwischenzustand auf, erfolgt die Bildung einer Fusionspore, welche zur Vermischung
der distalen Schichten der beiden Membranen fiihrt und am Ende die Fusion zweier Vesikel komplettiert

[50, 54, 55].

A B Cc D E
positive Ku rvatur verlangerte

“Stalk”-Struktur : .
“Stalk”-Struktur Hemifusion Fusionspore Fusion

m/ o
O O~

negative Kurvatur

Abb. 3: Ubergangszustédnde der Membranfusion nach der ,Stalk-Hypothese*. Zwei getrennte Membranen (A) néhern
sich an und treten in Kontakt. Zuerst kommt es zur Vermischung der proximalen Lipidschichten, wodurch eine ,Stalk-
Struktur® entsteht (B). Dabei entsteht eine stark gekrimmte Membran und die Lipide der proximalen Schichten
mussen eine negative Kurvatur eingehen. Durch Expansion der ,Stalk-Struktur entsteht eine gréRere Kontaktflache
und bildet den Hemifusionszustand (C). Diese Struktur zerei3t schlieRlich, so dass es zur Bildung einer Fusionspore
(D) und im Folgenden zur kompletten Fusion und Vermischung der distalen Schichten kommt (E). Abbildung
verandert nach [56].

Aus Rontgenstrukturanalysen [51, 53, 55] und Energieberechnungen [57, 58] ergeben sich klare
Hinweise auf die Existenz der ,,Stalk*“-Strukturen und damit den Hemifusionszustand.

Beim Durchlaufen des Fusionsprozesses miissen die Lipidschichten verschiedene Kriimmungen
einnehmen. Diese werden durch den fliissigen Phasenzustand der Lipide ermdglicht. In einem
kugelformigen Vesikel bildet die dullere Lipidschicht dabei eine konvexe Wolbung aus, was als positive
Kurvatur bezeichnet wird. Die innere Lipidschicht dagegen besitzt eine konkave Wolbung oder negative
Kurvatur. Zum Erreichen des Hemifusionszustandes miissen jedoch die Lipide der duBeren Lipidschicht
eine energetisch ungiinstige negative Kurvatur eingehen. Die intrinsische Struktur der Lipide kann
verschiedene Kurvaturen begiinstigen und dadurch die Membran in ihren Ubergangszustinden
stabilisieren. Aufgrund des rdumlichen Ausmalles ihrer Kopfgruppe und der Acylketten kdnnen
verschiedene Lipide eine negative oder positive Kurvatur stabilisieren. Man spricht in diesem
Zusammenhang von kegelformigen (stabilisieren eine negative Kurvatur) oder invertiert kegelformigen
(stabilisieren eine positive Kurvatur) Lipiden. Die Lipidzusammensetzung kann somit direkt einen

Einfluss auf die Fusion von Membranen ausiiben [59, 60].

10
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1.2.2 Fusogene Proteine in der biologischen Membranfusion

Fiir die Rolle und Funktionsweise von Fusionsproteinen gibt es verschiedene Hypothesen. Die erste
Hypothese besagt, dass Proteine lediglich die Aktivierungsenergie fiir die Fusion herabsetzen. Einer
anderen Hypothese zufolge, interagieren Proteine direkt mit Lipiden und helfen die ndtigen
Ubergangszustinde der Membranfusion zu stabilisieren.

Der Vorgang der Membranfusion kann in einer Vielzahl von Prozessen eukaryotischer Zellen
gefunden werden. Als sehr wichtige und gut erforschte Vorgénge wéren hier nur zu nennen: (a) die
extrazelluldre Fusion eukaryotischer Zellen, wie sie z.B. bei der Befruchtung einer Eizelle durch ein
Spermium auftritt [47]. (b) die Fusion viraler Membranen mit der Plasmamembran oder der endosomalen
Membran einer Wirtszelle, wie sie z.B. bei den Influenza Viren und den Humanen Immundefizienz
Viren (HIV) vorkommt [61-63]. (c) intrazellulire Fusionsvorginge, wie die Fusion von
Transportvesikeln mit der Membran von Organellen, oder auch sekretorische Prozesse, wie die Fusion
von prasynaptischen Vesikeln mit der Plasmamembran und der damit verbundenen Exozytose von
Neurotransmittern in den synaptischen Spalt bei der neuronalen Reizweiterleitung [64, 65].

Die Gesamtheit der intrazelluldren Fusionen laufen nach dhnlichen Mechanismen unter Beteiligung
hoch konservierter Proteine ab. Zu nennen sind hier die Familie der SNARE-(soluble N-ethylmaleimide
sensitive factor attachment protein receptor) Proteine, die Rab-Proteine, welche der Familie der Ras-
GTPasen angehoren, und die SM-(Sec1/Muncl8) Proteine. Den letztgenannten Protein-Familien wird
eine regulatorische Funktion beziiglich der SNARE-Proteine zugeschrieben.

Angesichts einer groBlen Vielfalt an Fusionsvorgéingen, die sich in ihrer Funktion wesentlich
unterscheiden, jedoch dhnlichen Mechanismen unterliegen, sollen hier lediglich einige intrazelluldre

Fusionsvorgéinge, welche durch SNARE-Proteine vermittelt werden, néher betrachtet werden.

1.2.3 Struktur-/ Funktionsbeziehung von SNARE-Proteinen

SNARE-Proteine sind kleine (12 kDa - 35 kDa) Membranproteine, welche in allen eukaryotischen
Organismen vertreten sind. SNARE-Proteine besitzen {iblicherweise einen Membrananker. Das
charakteristische Merkmal aller Mitglieder dieser Protein-Familie ist ein ca. 60 Aminoséuren langer,
konservierter Abschnitt, welcher als SNARE-Motiv bezeichnet wird. Jeweils vier SNARE-Doménen
lagern sich zu einem SNARE-Komplex zusammen, dessen Bildung als die Triebkraft des
Fusionsprozesses angesehen wird [66, 67].

Die urspriingliche Klassifizierung der SNARE-Proteine erfolgte aufgrund ihrer Lokalisierung.
Entsprechend wurden die SNARE-Proteine der Vesikelmembran als v-(vesicular) und die Proteine der
Zielmembran als t-(target) SNARESs bezeichnet [68, 69]. Es zeigte sich jedoch, dass diese Klassifizierung

nicht ausreichend war, da auch gleichartige Vesikel miteinander fusionieren konnen. In einer

11
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Klassifizierung auf struktureller Basis werden SNARE-Proteine daher nach konservierten Glutamin-(Q)
Resten und Arginin-(R) Resten in Q- und R-SNARESs unterteilt [70].

Am besten untersucht sind die SNARE-Proteine, welche an der Exozytose synaptischer Vesikel in
Neuronen beteiligt sind. Dabei ist das SNARE-Protein Synaptobrevin 2 (Syb) mit der Membran der
synaptischen Vesikel assoziiert, wihrend sich die Proteine Syntaxin la (Syx) und SNAP-25 an der
Plasmamembran befinden. Synaptobrevin und Syntaxin besitzen C-terminal jeweils eine einzelne
Transmembrandoméne (TMD), an welche sich das SNARE-Motiv anschlieft. SNAP-25 dagegen ist
durch palmitoylierte Cystein-Reste in der Membran verankert. Wihrend Syx und Syb jeweils ein
SNARE-Motiv besitzen, tragt SNAP-25 zwei dieser Motive. Die vier SNARE-Doménen dieser drei
Proteine lagern sich zu einer stabilen ,,coiled-coil“-Struktur zusammen, welche aus vier verwundenen,
parallel angeordneten a-Helices besteht [71]. Die Bildung dieses stabilen, terndren Komplexes ist von
starken Konformationsdnderungen der einzeln relativ unstrukturierten SNARE-Proteine begleitet [66].
Die Kristallstruktur des neuronalen SNARE-Komplexes zeigt, dass sich im Inneren des parallelen Helix-
Biindels senkrecht zur Achse ausgerichtete Ebenen aus Aminosdureseitenketten befinden, welche die
Kontaktflachen der Helices darstellen. Diese Kontaktflichen werden groBtenteils durch apolare Reste
gebildet. Im Zentrum des Helix-Biindels befindet sich jedoch eine Interaktionsebene die aus den
hydrophilen Aminosduren Arginin (R) und Glutamin (Q) aufgebaut ist (Abb. 4). Drei der Helices tragen
je ein Glutamin und eine Helix ein Arginin bei. Aufgrund dieser zentralen hoch konservierten

Aminosduren erfolgte die oben erwihnte Klassifizierung in Q-SNAREs und R-SNARE:.

A

/ ¢ fﬂ"-.fi 1 {II ﬁ-ﬁﬁhﬁt Zanvrs

LA

Abb. 4: Struktur des SNARE-Komplexes [71]. A. Die Termini der Helices sind jeweils mit C und N markiert. Das
Helixblindel des neuronalen SNARE-Komplexes besteht aus den Helices der SNARE-Proteine Synaptobrevin 2 (Sb)
und Syntaxin 1A (Sx). SNAP-25 tragt 2 Helices (Sn1 und Sn2) zum Buindel bei. B. Die parallelen Interaktionsebenen
des SNARE-Komplexes. Die zentrale, hydrophile Interaktionsebene aus Glutamin und Arginin ist mit Position 0
bezeichnet.

Die Assemblierung des SNARE-Komplexes lduft in vitro sehr langsam ab. Die Freisetzung von
Neurotransmittern in den synaptischen Spalt dagegen ist ein sehr schneller Prozess. Die Ursache fiir die

langsame Assemblierung in vitro ist vor allem der N-terminale Bereich von Syntaxin, welcher eine
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regulatorische Funktion einnimmt [72]. Dieser Bereich bildet eine Doméne aus drei a-Helices und kann
mit dem SNARE-Motiv von Syntaxin interagieren. Nur wenn das SNARE-Motiv von Syntaxin nicht mit
seiner eigenen N-terminalen Doméne assembliert ist, kann ein SNARE-Komplex mit den anderen
SNARE-Proteinen gebildet werden [73]. Das Entfernen dieser N-terminalen Doméne von Syntaxin
konnte die Assemblierung des SNARE-Komplexes in vitro deutlich beschleunigen.

Neben der N-terminalen Doméne von Syntaxin nehmen in vivo viele weitere Proteine regulatorische
Funktionen fiir die Bildung des SNARE-Komplexes ein. Die Tatsache der hohen Konservierung der
SNARE-Motive und experimentelle Befunde legen nahe, dass die Assemblierung des SNARE-
Komplexes die wesentliche Triebkraft fiir die Initiation der Fusion von Membranen darstellt, wihrend
Selektivitdt durch zusédtzliche Faktoren erreicht wird. So konnte gezeigt werden, dass SNARE-Proteine
eines Komplexes durch andere SNARE-Proteine ersetzt werden kdnnen ohne dabei die Geschwindigkeit
oder Stabilitit des SNARE-Komplexes zu beeintrachtigen [74].

Die Fusion von Membranen ldsst sich grundsdtzlich in drei Schritte unterteilen. Die zu
fusionierenden Membranen miissen zunichst zusammengebracht werden (,,priming®). Danach muss ein
zeitlich stabiler Kontakt zwischen diesen Membranen hergestellt werden (,,docking®), um im néchsten
Schritt die eigentliche Fusion der Membranen zu ermdglichen (,,fusion®).

Abb. 5 beschreibt den hypothetischen Mechanismus der SNARE-vermittelten Membranfusion [75].
Vor Beginn des Fusionsereignisses sind alle SNARE-Proteine ungebunden. Das SNARE Protein
Syntaxin liegt in seiner ,,geschlossenen Form* vor, sein aus drei o-Helices bestehender N-Terminus
bindet an das eigene SNARE-Motiv. Kommt es zum Offnen dieses Komplexes kann Syntaxin einen
bindren Komplex mit SNAP-25 eingehen. An diesen bindren Komplex lagert sich dann das vesikulire
Synaptobrevin an. Die Bildung des SNARE-Komplexes beginnt dabei an den N-Termini der vier
SNARE-Doménen (,,nucleation®) und schreitet entlang der parallel angeordneten SNARE-Doménen zu
den C-terminalen Transmembrandoménen voran (,,zippering*). Dadurch kommt es zur Ausbildung von
trans-SNARE-Komplexen, welche die beiden gegeniiberliegenden Membranen tiberbriicken [76]. Durch
das Voranschreiten der Komplexbildung Richtung C-terminaler Bereiche werden die beiden Membranen
nach dem ReiBverschlussverfahren zusammengezogen. Es kommt zur Uberwindung der durch die
Hydratisierung der Phospholipide hervorgerufenen MembranabstoBung. Danach erfolgt im Ubergang
vom trans- zum cis-SNARE-Komplex die Fusion der Membranen. Als Triebkraft fir die initialen
Schritte der Fusion wird die bei der Ausbildung der helikalen Strukturen freigesetzte Energie gesehen
[77]. Damit die einzelnen SNARE-Proteine fiir weitere Fusionsereignisse zur Verfligung stehen, muss
der cis-Komplex wieder getrennt werden. Dies erfolgt durch die ATPase NSF (N-ethylmaleimide-
sensitive fusion protein) in Zusammenspiel mit ihrem Cofaktor a-SNAP (soluble NSF-attachment
protein). Die Hydrolyse von ATP durch NSF sorgt schlieflich fiir die Disassemblierung des SNARE-
Komplexes. Die freien SNARE-Proteine kdnnen anschlieBend zu ihrem urspriinglichen Kompartiment
zuriicktransportiert werden (v-SNARESs) und fiir weitere Fusionsrunden kompetent gemacht werden (t-

SNARES).
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Abb. 5: Der hypothetische Mechanismus der Membranfusion [75]. Syntaxin muss von einer ,geschlossenen
Konformation® in eine ,gedffnete Konformation* wechseln. Dadurch kann die Assemblierung des SNARE-Komplexes
N-terminal an den SNARE-Proteinen Syntaxin, Synaptobrevin und SNAP-25 beginnen (,nucleation”). Die sukzessive
Bildung des SNARE-Komplexes (,zippering*) bringt die Membranen in raumliche Nahe. Durch Ubergang eines trans-
SNARE-Komplexes in einen cis-SNARE-Komplex kann die Fusion vollendet werden. Nach der Fusion muss der cis-
SNARE Komplex unter Aufwendung metabolischer Energie und der Hilfe der Proteine NSF (N-ethylmaleimide-
sensitive fusion protein) und a-SNAP (soluble NSF-attachment protein) wieder getrennt werden, um fiir weitere
Fusionsereignisse zur Verfligung zu stehen.

Der Vorgang der Membranfusion selbst bendtigt keine metabolische Energie in Form von ATP.
Lediglich die Disassemblierung des relaxierten cis-Komplexes erfordert Energie. Damit ist die im
SNARE-trans-Komplex gespeicherte Konformationsenergie ausreichend, um die Fusion von Membranen
Zu initiieren.

Des Weiteren kann in der finalen Struktur des cis-SNARE-Komplexes eine Kolokalisation der
Transmembrandomédnen der SNARE-Proteine festgestellt werden [71, 78]. Die Rolle der
Transmembrandoméinen wird vor allem bei der Diskussion von Ubergangszustinden der Membranfusion

erortert [50].

1.3 Rolle der Transmembrandoméanen (TMD) fusogener Proteine

Obwohl der exakte Ablauf der Membranfusion und die treibenden Krifte fiir diesen Vorgang noch
nicht gekldrt werden konnten, wurde eine grofle Anzahl an Einfliissen auf die Verschmelzung von

Lipidmembranen detailliert charakterisiert. Nachdem in den vorangehenden Kapiteln auf die Hypothesen
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beziiglich der Funktion der loslichen Doménen der Fusionsproteine und auch auf die Rolle der Lipide
eingegangen wurde, soll im weiteren Verlauf der Arbeit der Fokus auf die Rolle der
Transmembrandoménen fusogener Proteine gerichtet werden.

Die Frage, welche sich an dieser Stelle stellt, ist wie Proteine und Lipide miteinander interagieren
um den Vorgang der Membranfusion zu ermoglichen. Diese Fragestellung deutet auf eine funktionelle
Rolle der membrandurchspannenden Doménen fusogener Proteine hin.

Eine Vielzahl von Arbeiten hat sich mit der Rolle der Transmembrandoménen beschéftigt. Dabei
wurde auf klassische Weise die Transmembrandoméine verschiedener Fusionsproteine beeinflusst und
die jeweiligen Auswirkungen auf die Fusionsreaktion selbst bzw. die jeweiligen Stadien der Fusion
bestimmt.

Aus der Konsequenz ihrer Membranintegration ist ein Mitwirken der Transmembrandoménen bei
dem ersten Schritt der Fusion sehr unwahrscheinlich und wurde bisher nicht gezeigt. Desweiteren wurde,
wie im vorangehenden Kapitel beschrieben, gezeigt, dass die 16slichen Doménen der Fusionsproteine
eine entscheidende Auswirkung auf den initialen Schritt der Fusion (das Uberwinden der
Membranabstofung durch die Hydratisierung der Lipide) haben.

Die Hypothese von intermedidren Strukturen wéhrend der Membranfusion ist weitestgehend
akzeptiert und wird durch viele Hinweise bekriftigt [79, 80]. Arbeiten, welche sich mit Untersuchungen
der Transmembrandoménen fusogener Proteine beschiftigen, lieferten sowohl Hinweise beziiglich des
Einflusses der membrandurchspannenden Helices auf die Fusion als auch auf die Existenz der
angesprochenen Zwischenzustinde. Beispielsweise zeigten Fusogenitidtsdaten von Influenza
Héamagglutinin (HA) dessen Transmembrandoméne durch einen Glykosylphosphatidylinositol-Anker
ersetzt wurde, dass es zu einer Vermischung der Lipidschichten und zur Ausbildung einer kleinen
Fusionspore kam. Die Vollendung des Fusionsvorganges und das Vermischen der Inhalte der zu
fusionierenden Vesikel konnte jedoch nicht erreicht werden [81, 82]. Ahnliche Ergebnisse wurden auch
mit Mutanten von Himagglutinin gezeigt, bei denen Punktmutationen in die TMD eingefiigt wurden [83]
oder die TMD verkiirzt wurde [84]. Vergleichbare Ergebnisse lieferten Untersuchungen der SNARE-
Protein-vermittelten Fusion. Auch dort konnte gezeigt werden, dass der Zustand der Hemifusion einen
tatséchlichen Zwischenschritt der Fusion darstellt. Bei SNARE-Proteinen aus der Hefe (Sncl und Ssol)
wurden die Transmembrandomédnen durch Geranylgeranyl-Anker (C16) erstetzt. In vivo konnte
festgestellt werden, dass die Exozytose blockiert wurde, wiahrend das Andocken der Vesikel und das
Vermischen der proximalen Lipidschichten nicht durch das Ersetzen der Transmembrandoménen durch
lipidartige Anker kompromitiert wurde [85]. Aus diesen und weiteren Ergebnissen wird deutlich, dass
den Transmembrandoménen fusogener Proteine eine bedeutende funktionelle Rolle zukommt. Die
16slichen Doménen fusogener Proteine scheinen alleine nicht ausreichend zu sein, die komplette
Membranfusion zu bewirken. Vielmehr ist ein Zusammenspiel von Ioslichen Doménen und

Transmembrandoménen notwendig Membranen zu fusionieren.
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Nachdem eine Reihe von Beobachtungen eine funktionelle Rolle der Transmembrandoménen zeigen
konnte, gilt es nun die mechanistischen Einfliisse der Transmembandoménen auf die verschiedenen
Stadien der Membranfusion zu kléren.

Ein klarer Beweis, dass die Transmembrandominen bei der Vermischung der &ufBeren
Lipidschichten und der Bildung eines Hemifusionsintermediats beteiligt sind, fehlt bis jetzt. Dennoch
ergaben sich Hinweise, welche zur Hypothese fiihrten, dass Transmembrandoménen durch die
Deformation von Lipidbilayern einen Beitrag zur Initiation der Fusion leisten konnten. Die lokale
Kurvatur der Membran konnte durch die Anwesenheit der Transmembrandoménen erhdoht werden und,
dhnlich der Beitrdge von Lipiden verschiedener intrinsischer Kurvatur, die Bildung einer ,,Stalk®-
Struktur begiinstigen [79, 80]. Ein derartiger Beitrag von Transmembrandomédnen zur Fusion bedingt
jedoch eine direkte Interaktion der Proteine mit den Membranlipiden. Transmembrandomédnen von
SNARE-Proteinen weisen in ihren flankierenden Regionen hiufig positiv geladene Reste (Lysin und
Arginin) auf [86]. Aus diesem Grund wire sowohl eine Interaktion mit negativ geladenem
Phosphatidylserin denkbar [87], wie auch mit der Phosphatgruppe der Phospholipide [88].

Neben einer direkten Interaktion der Proteine mit den Lipiden wird auch ein indirekter,
mechanischer Einfluss der Proteine auf die Lipide diskutiert. Die strukturelle Dynamik der
Transmembrandomédnen konnte fiir eine mechanische Deformation der Membran sorgen und so die
Initiation der Fusion erleichtern. Um in diesem Hinblick die Rolle der Transmembrandoménen niher zu
charakterisieren, wurden Fusionsstudien in vitro an Liposomen durchgefiihrt. Dabei wurden synthetische
Peptide verwendet, deren Sequenz der Transmembrandoméne von Fusionsproteinen entspricht. Das
synthetische Peptid, welches der Transmembrandomine des VSV (vesikuldrer Stomatitis Virus) G-
Proteins entspricht, zeigte dhnliche fusogene Eigenschaften wie das komplette Fusionsprotein [89, 90].
Auch Peptide, die der Sequenz der TMD synaptischer SNARE-Proteinen entsprachen, konnten in vitro
die Fusion von Liposomen bewirken [39]. Diese Untersuchungen zeigten ebenso eine klare
Sequenzabhingigkeit der peptidvermittelten Fusion. Punktmutationen, welche im kompletten VSV G-
Protein die Fusion reduzierten [91], zeigten eine dhnliche Reduktion in der Fusogenitét der Peptide in
Liposomen. Weiterhin erwies sich eine Oligo-Leucin-Sequenz als nicht fusogen [90].

Ferner wurde durch Datenbankanalysen eine Uberreprisentation von B-verzweigten Aminosiuren
Isoleucin und Valin in den Transmembrandoménen von SNARE-Proteinen [39] und eine Anhdufung von
Isoleucin und Glycin in den Transmembrandoménen viraler Fusionsproteine festgestellt [91]. Es ist
bekannt, dass B-verzweigte Aminosduren die Bildung 16slicher a-Helices storen [92]. Bei B-verzweigten
Aminosduren ist der Verlust an Entropie wihrend der Bildung einer a-Helix hoher, dadurch, dass die
Freiheitsgrade der Seitenkette in der helikalen Konformation stirker eingeschriankt sind als in der B-
Faltblatt-Konformation. AuBerdem konnen sterische Behinderungen der Seitenketten mit dem
Peptidriickgrat die helikale Konformation destabilisieren. Jedoch kénnen in hydrophober Umgebung
auch B-verzweigte Aminosduren eine helikale Faltung eingehen [93], zusétzlich innerhalb einer helikalen

Konformation fiir ein transientes, lokales Offnen der a-Helix sorgen.
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Folglich scheint ein Kriterium von Fusogenitit nicht bloBe Hydrophobizitit zu sein. Vielmehr
konnte Fusogenitdt mit der Stabilitdt der helikalen Konformation der Transmembranpeptide korreliert
werden. Peptide, welche den Transmembrandominen von SNARE-Proteinen entsprechen, zeigten in
Losung ein Gleichgewicht aus a-Helix und B-Falblatt. Gleichzeitig zeigte sich, dass Mutationen, welche
die Stabilitdt der helikalen Faltung erhohten, die Fusogenitét der Peptide verminderten [39].

Lokales und transientes Offnen von Wasserstoftbriicken innerhalb des Peptidriickgrats einer
membrandurchspannenden a-Helix wird als treibende Kraft fiir die Fusogenitit eines Peptids diskutiert.
Hinweise darauf wurden bereits anhand des SNARE-Proteins Ssolp erhalten [46]. Dort konnte eine hohe
Dynamik eines valinhaltigen Sequenzabschnitts innerhalb der Transmembran-Helix gezeigt werden.

Diese Hypothese sollte mit Hilfe von synthetischen Modellpeptiden experimentell bestétigt werden
[45]. Basierend auf hydrophoben Aminosduren mit unterschiedlichen Sekundirstrukturpriferenzen
wurde eine Reihe von TMD-Peptiden de novo kreiert. Diese Peptide wurden in Liposomen rekonstituiert
und ihre fusogenen Eigenschaften ermittelt. Die Fusionswerte korrelierten mit dem Verhéltnis von B-
Faltblatt begiinstigenden Valin- zu a-Helix favorisierenden Leucinresten. Es zeigte sich, dass eine Oligo-
Leucin Sequenz nahezu keine Fusion von Liposomen bewirken konnte, wihrend eine alternierende

Sequenz aus Leucin und Valin ein deutliches Mal3 an Liposomenfusion erreichte (Abb. 6).
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Abb. 6: Fusogenitdt von synthetischen Modellpeptiden mit hydrophoben Kernsequenzen aus Leucin und Valin
unterschiedlicher Zusammensetzung [45]. Die Fusion nach 1h ist gegen das Peptid zu Lipid (P/L-) Verhaltnis
aufgetragen. Es erfolgte eine Korrektur der Ergebnisse bezliglich der Hintergrundfusion, welche durch Messung der
Fusion von Liposomen ohne Peptid ermittelt wurde.

Die Fusogenitit konnte ferner durch das Finfiigen von Helix-destabilisierenden Glycin- und
Prolinresten gesteigert werden.

Sekundirstrukturanalysen (Zirkular Dichroismus, FTIR) zeigten, dass Helix-destabilisierende
Aminoséduren in der Sequenz eine, innerhalb der Titration von apolarem zu polarem Medium, stirkere

Neigung des Peptids zur Umfaltung zwischen helikaler und faltblattartiger Struktur bewirken (Abb. 7).
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Abb. 7: Bestimmung der konformationellen Flexibilitdt mittels FTIR-Spektroskopie [45]. Der unterschiedliche Anteil
an o-helikaler Sekundarstruktur der Peptide in 10 % TFE und 100 % TFE stellt das MaR fir konformationelle
Flexibilitat dar. Die Anderung der Sekundarstruktur korreliert dabei mit der Fusogenitét der Peptide.

Die konformationelle Flexibilitit von membranstdndigen Peptiden stellt somit eine strukturelle
Voraussetzung fiir deren fusogene Wirkung dar.

Weiterhin ~ konnten  Hinweise gefunden werden, welche darauthin  deuten, dass
Transmembrandominen beim Ubergang des Hemifusionsintermediats zur kompletten Fusion beteiligt
sind [94]. Bei Untersuchungen eines Peptids, welches der Transmembrandomine des Hefe SNARE-
Proteins Vam3p entspricht, wurde festgestellt, dass der relative Anteil an Hemifusion im Vergleich zur
kompletten Fusion bei einer niedrigen Peptidkonzentration in den Liposomen erhoht war. Dieses nicht-
lineare Verhalten legt einen kooperativen Effekt der Transmembrandominen wihrend des Ubergangs
von der Hemifusion zur kompletten Fusion nahe. AuBlerdem zeigte sich, dass der relative Anteil an
Hemifusion wéhrend der Reaktionszeit abnimmt, so dass der Zustand der Hemifusion als reguldrer
Zwischenzustand der Membranfusion betrachtet werden muss. Eine mechanistische Erklarung, in wie
weit Protein/Protein-Interaktionen Einfluss auf die Membranfusion nehmen, fehlt bis heute. Jedoch
stiitzen weitere experimentelle Daten die Tatsache, dass eine Multimerisierung von SNARE-Proteinen,
welche durch die Transmembrandoménen vermittelt wird, eine Rolle fiir die Membranfusion spielt. Es
wurden beispielsweise Multimere von SNARE-Proteinen beobachtet [95] und eine kooperative
Wirkungsweise der SNARE-Proteine in der Exozytose gezeigt [96].

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die Transmembrandoméinen fusogener Proteine aktiv

am Fusionsprozess beteiligt sind.

1.4 Methoden der Strukturaufklarung von Peptiden

Untersuchungen von rdumlichen Proteinstrukturen werden seit langer Zeit verfolgt. Viele dieser
Studien wurden mit Hilfe der Rontgenstrukturanalyse durchgefiihrt. Die Ergebnisse dieser Arbeiten sind

jedoch durch die Darstellung von Rontgendaten starrer Molekiilmodelle geprédgt. In den Vordergrund
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neuerer Arbeiten riickt jedoch immer mehr der dynamische Charakter von Proteinkonformationen. Daten
zur molekularen Dynamik fiihren hierbei zu einem vertieften Verstindnis der Funktionen von Proteinen.
Die inhdrente Flexibilitdt von Proteinen beruht darauf, dass die Konformation fast ausschlieBlich durch
schwache, nichtbindende Wechselwirkungen bestimmt wird. Der Beitrag jeder einzelnen
Wechselwirkung zur freien Energie der Proteinkonformation ist von derselben Gréflenordnung wie die
thermische Energie bei physiologischen Temperaturen, so dass diese Wechselwirkungen im Laufe einer
kurzen Zeitspanne wiederholt gedffnet und neu gebildet werden. Das Ziel der heutigen Forschung ist es,
die Struktur und innere Flexibilitdt von Proteinmolekiilen detailliert zu charakterisieren. Da es in einem
Protein sehr viele schwache Bindungen gibt, welche sich unkorreliert oder simultan 6ffnen konnen, ist
eine Vielzahl unterschiedlicher interner Bewegungen zu erwarten. Die innere Flexibilitiat beruht dabei
auf dem Ablauf komplexer, kinetischer Prozesse. Aus diesem Grund ist eine Kombination vieler

strukturaufklérender Methoden bei einer Charakterisierung von Proteinstrukturen notwendig.

1.4.1 Zirkular Dichroismus Spektroskopie

Die Zirkular Dichroismus (CD) Spektrosokopie ist eine Methode, mit der die optische Aktivitéit
asymmetrischer Molekiile in Losung untersucht werden kann. Er beschreibt die Absorption von zirkulér
polarisiertem Licht durch optisch aktive Molekiile. Chirale Molekiile, also auch Aminoséuren, sind
optisch aktiv. Unterschiedliche Enantiomere dieser Molekiile weisen ein Absorptionsverhalten in
Abhingigkeit von der zirkuldren Polarisation des Lichts auf. Demzufolge ist die Absorption von links
polarisiertem Licht und rechts polarisiertem Licht unterschiedlich. Der Zirkular Dichroismus ist nach

(1) definiert.

AM(A)=[e(l)-e(r)]-1-c=As-1-c

A = Absorption; ¢ = Konzentration [mol/l]; | = optische Wellenlange [cm], € = molarer Extinktionskoeffizient [1/Mol cm]
nach Lambert Beer
(1)

Die chiralen Eigenschaften der Aminosduren erméglichen eine Sekundérstrukturanalyse mittels der
Zirkular Dichroismus Spektroskopie. CD-Spektren im fernen UV-Bereich (von 170 nm — 250 nm) liefern

flir das Auftreten bestimmter Sekundarstrukturelemente charakteristische Banden (Abb. 8).
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Abb. 8: Zirkular Dichroismus Spektren der Hauptkomponenten. Theoretische CD-Spektren 100 %-iger

Sekundarstrukturen der a-Helix, des p-Faltblatts, des Zufallsknduels und des generellen Schleifen-Motivs.
Dargestellt ist die molare Elliptizitat als Funktion der Wellenlange.

Bei Proteinen oder Peptiden, welche meist mehrere Sekundérstrukturelemente aufweisen, iiberlagern
sich diese Banden. Fiir die Entstehung eines CD-Spektrums und die Ausprigung von Maxima und
Minima dieses Spektrums spielen verschiedene Eigenschaften der Peptidbindung sowie der
Sekundaérstruktur eine Rolle [97, 98].

Die Amidbindung wird durch zwei Banden charakterisiert. Einem relativ schwachen, jedoch breiten
n — p* Ubergang bei 220 nm und einen starken p — p* Ubergang bei 190 nm. Unter den wesentlichen
Sekundérstrukturelementen zeigt die Zufallskniuel Faltung ein positives Signal bei 212 nm, was einem
p — p* Ubergang zu Grunde liegt, und ein negatives Signal bei 195 nm aus einem n — p* Ubergang.
Der n — p* Ubergang eines p-Faltblatts ist negativ und tritt bei einer Wellenlinge von 217 nm auf
wihrend sein p — p* Ubergang zwischen 195 nm und 197 nm positiv ist. Spektren von B-Faltblittern in
Proteinen konnen sehr stark variieren. Hier spielen Effekte wie Art der Seitenkette der Aminosdure oder
das umgebende Losungsmittel eine groBe Rolle. Zudem konnen B-Faltblatter parallel oder antiparallel
auftreten, sie kdnnen verdrillt sein und inter- oder intramolekular gebildet werden. Im Vergleich zu den
charakteristischen Banden des B-Faltblatts kommt es bei der a-Helix zu einer Excitonenkopplung
wodurch es zu einer Aufspaltung des p — p* Ubergangs in eine senkrecht polarisierte Komponente bei
192 nm und eine parallel polarisierte Komponente bei 209 nm kommt. Die Energie des n — p*
Ubergangs wird auBerdem durch die Excitonenkopplung gesenkt, so dass eine Rotverschiebung des
Minimums hin zu 222 nm zu beobachten ist. Diese charakteristischen Banden ermdglichen es, anhand
des Vergleichs von Proteinen und Peptiden bekannter Struktur die Sekundérstruktur der untersuchten
Peptide abzuschétzen.

Zur Ermittlung der Sekundérstruktur muss die gemessene Elliptizitdt einer Protein- oder Peptidprobe

als molare Elliptizitdt auf die Anzahl der Aminosduren bzw. der Peptidbindungen bezogen werden ( 2 ).
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0(1)- M
n-1000-c¢-/

MRW=mean residue weight; n=Anzahl der Peptidbindungen; M=Molmasse; c=Konzentration des Proteins oder
Peptids; I=optische Weglange; [6](A\)=molare Elliptizitat; 6(A\)=gemessene Elliptizitat
(2)

[0XA)MRW) =

Die gemessenen Spektren konnen im Anschluss dekonvolutiert werden [99, 100]. Um den relativen
Anteil der Sekundirstrukturelemente zu bestimmen, werden die spektralen Informationen wie
individuelle, iiberlagerte Spektren der einzelnen Sekundirstrukturmerkmale des Peptids behandelt. Durch
den Vergleich mit Referenzspektren kann so eine Bestimmung dieser einzelnen Elemente vollzogen
werden. Verschiedene Computerprogramme nutzen auf Grundlage neuronaler Netzwerke Algorithmen

zur Quantifizierung der unterschiedlichen Sekundéarstrukturelemente [101, 102].

1.4.2 Massenspektrometrie

Die Massenspektrometrie wurde in den 20er Jahren von den beiden Physikern J. J. Thomson und
F. W. Aston zur Analyse von Elementen entwickelt. Ab Beginn der 50er Jahre fand diese Technik ihren
Weg in die komplexere organische Chemie. Mit Entwicklung der Elektrospray-lonisierungs-Technik
(ESI) hielt die Massenspektrometrie schlieBlich auch Einzug in die Analytik von Biomolekiilen, speziell
von Proteinen und Peptiden.

Das Prinzip der Massenspektrometrie macht sich die Tatsache zunutze, dass elektrische und
magnetische Felder einen Einfluss auf geladene Teilchen ausiiben. Im Vakuum ist der Einfluss dieser
Felder direkt mit der Masse sowie der Ladung des Teilchens verkniipft. Da eine Beeinflussung von
Teilchen im elektromagnetischen Feld nur auf geladene Teilchen erfolgen kann, miissen demnach
neutrale Teilchen erst geladen werden. Ein Massenspektrometer fiithrt deshalb zwei entscheidende
Funktionen aus: die Ionisierung von Teilchen und deren Analyse. Es stellt deshalb ein analytisches
Instrument dar, welches zuerst Teilchen in die Gasphase bringt und sie ionisiert und die Bewegung dieser
Ionen weiterhin als Funktion ihres Masse-/Ladungs-Verhéltnisses misst. Der letzte Schritt wird in den
meisten Massenspektrometern zweigeteilt ausgefiihrt, wobei die Ionen zuerst entweder rdaumlich oder
zeitlich hinsichtlich ihres Verhéltnisses von Masse zu Ladung getrennt und dann detektiert werden.

Ein Massenspektrometer ist meist aus drei funktionellen Einheiten aufgebaut: einer Ionenquelle,

einem Massenanalysator und einem Detektor (Abb. 9).
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Abb. 9: Klassischer Aufbau eines Massenspektrometers. Eine Probe wird Uber einen lonenquelle in den
Masseanalysator eingebracht und dort hinsichtlich ihres Verhaltnisses von Masse zu Ladung getrennt, um dann am
Detektor detektiert zu werden. Zusatzlich kann im Masseanalysator Einfluss auf die lonen ausgeiibt werden,
beispielsweise diese zu selektieren (MS1) und zu fragmentieren (Kollisionszelle).

Klassische lonisierungstechniken, wie Elektronen Einschlag oder Chemische lonisierung, waren
nicht geeignet, labile und grof3e biologische Makromolekiile fiir die Massenspektrometrie zugianglich zu
machen. Erst mit der Entwicklung der lonendesorptionstechniken, insbesondere der FAB (,,Fast Atom
Bombardment®) lonisierungsmethode, konnten nun auch sensible Biomolekiile massenspektrometrisch
analysiert werden. Abgeldst wurden diese Techniken jedoch mittlerweile von den erfolgreichsten
Ionisierungsmethoden fiir Biomolekiile, der ,,Matrix Assisted Laser Desorption Ionisation* (MALDI)
und der Elektrospray-lonisierung (ESI).

Bei der Elektrospray-lonisierung wird eine Losung des zu untersuchenden Analyten mittels eines
Stickstoffstroms in ein elektrisches Feld verspriiht. Der Analyt selbst muss in Losung als Ion vorliegen,
also eine Ladung tragen. Beim Versprilhen der Losung im elektrischen Feld bilden sich kleinere
Tropfchen, welche an ihrer Oberfliche Ladungen tragen. Durch LadungsabstoBung auf der Oberflache
kommt es zur Teilung der Tropfchen in immer kleinere Tropfchen, da diese eine groflere Oberfldche
besitzen und damit entropisch begiinstigt sind. Dieser Effekt wird durch die Verdunstung des
Losungsmittels wéahrend des Spriithens weiter beschleunigt. Wird die Ladungsdichte auf den Tropfchen
zu grofl, kommt es zu Coulomb-Explosionen, wodurch geladene Analytmolekiile schlieBlich in die
Gasphase iibergehen. Als Gasphasen-lonen konnen sie dann in den Masseanalysator des

Massenspektrometers gelangen und analysiert werden.
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1.4.3 Wasserstoff/Deuterium-Austauschreaktion

Eine Methode die strukturelle Dynamik (Stabilitét) von Proteinen und Peptiden zu charakterisieren
ist die Wasserstoff/Deuterium-Austausch-Massenspektrometrie. Die thermodynamische Beschreibung
dieser Stabilitdt setzt ein reversibles Gleichgewicht zwischen nativem (gefaltetem) und denaturiertem
(entfaltetem) Zustand voraus. Unter Nativbedingungen ist die Entfaltung des Nativzustands (N) tiber den
Entfaltungsiibergangszustand zum entfalteten Zustand (D) energetisch ungiinstig. Die Differenzen der
freien Enthalpien der Zustdnde beschreiben die Stabilitéit. Die thermodynamische Stabilitdt von Proteinen
und Peptiden ergibt sich aus den Gleichgewichtskonzentrationen an N und D bzw. aus den
Geschwindigkeitskonstanten der Entfaltung k, und k¢ [103] (Abb. 10) und kann mittels des

Wasserstoff/Deuterium-Austauschexperiments bestimmt werden.

Abb. 10: Zwei-Zustandsmodell zwischen gefaltetem (N) und entfaltetem (D) Zustand eines Proteins oder Peptids.
Die Entfaltung wird durch die Geschwindigkeitskonstante ky, die Faltung durch die Geschwindigkeitskonstante ks
beschrieben.

Im Wasserstoff/Deuterium-Austauschexperiment macht man sich die Tatsache zunutze, dass einige
Protonen von Proteinen und Peptiden gegen Protonen des Losungsmittels austauschen kdnnen. Es gibt
unterschiedliche Arten von Protonen in Peptiden, welche gegen Protonen des Ldsungsmittels
austauschen konnen. Wie in Abb. 11 gezeigt, zdhlen dazu die Protonen von polaren
Aminosdureseitenketten, die der terminalen Amino- und Carboxylgruppe, sowie die Amidprotonen des

Peptidriickgrats.

Austauschbare Protonen des Peptidrickgrats
R | o R | o
NH NH
N
1 0 R t o R 1

Austauschbare Protonen der Peptidseitenkette
0}

?2N\/\/\HJ\OH

NH,

Abb. 11: Beispiele fiir austauschbare Protonen in Peptiden. Protonen, welche in wassrigem Medium gegen Protonen
des Lésungsmittels austauschen kénnen, sind mit einem Pfeil gekennzeichnet. Kohlenstoff-gebundene Protonen
tauschen nicht gegen Protonen des Losungsmittels aus.
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Der Austausch derartiger Protonen setzt zwei Teilschritte voraus. Dabei muss zuerst das Proton des
Peptids auf einen Protonen-Akzeptor iibertragen werden, so dass es dann durch das Proton eines
Protonen-Donors ersetzt werden kann. Entscheidend ist hierbei anfinglich die Ausbildung einer
Wasserstoffbriicke zwischen Protonen-Donor (hier dem Peptid) und einem Protonen-Akzeptor (hier z.B.
OH"). Die Wahrscheinlichkeit des Aufeinandertreffens dieser beiden Spezies ist lediglich durch die
Diffusion limitiert. Innerhalb dieser Wasserstoftbriicke ist das Proton zwischen Donor und Akzeptor frei

beweglich [104, 105]. Dabei liegt die Geschwindigkeit derartiger Prozesse sehr hoch.

k1
PH+OH —> P +H,0

kZ
P +H,0 —— PH+OH

Abb. 12: Teilreaktionen der Protonen-Austauschreaktion. P=Peptid, H=austauschbares Proton. Ein Proton eines
Peptids wird auf einen Protonen-Akzeptor ibertragen (k+). Protonen-Donor Ubertragt Proton auf das Peptid (k).

Ein Amidproton, welches z.B. in einer a-Helix in einer Wasserstoffbriicke gebunden ist (H,), kann
nur dann ausgetauscht werden, wenn diese sich offnet (H,) und das Amidproton somit Austausch-
kompetent wird. Mit den Ratenkonstanten fiir die Offnungsreaktion (k,), die SchlieBreaktion (k) und der
chemischen Austauschrate (k) kann nun fiir den Reaktionsmechanismus folgender Ablauf angenommen

werden.

H, H, D, D,
G DO e

Abb. 13: Mechanismus der Wasserstoff/Deuterium-Austauschreaktion in Peptiden und Proteinen. Ein Proton,
welches in einer Wasserstoffbriicke gebunden ist (Hg) mit einer Rate fiir die Offnung (ko) und das SchlieRen (kg) der
Wasserstoffbriicke, kann im deuterierten Ldsungsmittel (D.O) im gedffneten Zustand (H,) mit der chemischen
Austauschrate (ken) gegen Deuterium ausgetauscht werden (D). Dieses Deuteron kann mit einer Rate kg eine
intramolekulare Wasserstoffbriicke eingehen, welche mit einer Rate ko reversibel ist. Durch den Uberschuss von
Deuterium im Lésungsmittel kann jedoch kein Austausch von D, nach H, stattfinden.

Dadurch, dass die Austauschrate eines frei zuginglichen Amidprotons durch eine Protonen-
Transfer-Reaktion entlang der Wasserstoffbriicke zu einem Hydroxidion bestimmt wird, ist die
chemische Austauschrate (k) abhdngig vom pH-Wert. Aullerdem wird diese von weiteren Faktoren, wie
der Temperatur, Isotopen-Effekten oder den Einfliissen der benachbarten Atome beeinflusst. Aus den
Arbeiten an unstrukturierten Peptiden, in welchen die Amidprotonen keine Wasserstoffbriicken
eingehen, wurden die intrinsischen Austauschraten (k;,) bestimmt [106-108].

ko =k [OH 7]

int

(3)
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Falls ein Amidproton in eine Wasserstoffbriicke mit einem Carbonylsauerstoff eingebunden ist,
muss diese Wasserstoffbriicke vor einem Austausch erst gebrochen werden [109, 110]. Die gesamte

Austauschrate (k.y) kann demnach durch die in Abb. 13 definierten Parameter in ( 4 ) dargestellt werden.

_ ko 'kch
C ok, +k,

(4)
Im Falle, dass das erneute SchlieBen der Wasserstoffbriicke innerhalb des Peptids schneller

vonstatten geht als der chemische Austausch (k, > k) spricht man von einem EX2-Mechanismus und

(4) vereinfacht sich zu ( 5).

(5)

Falls jedoch der chemische Austausch schneller geschieht als das SchlieBen der Wasserstoffbriicke
(kg <ken), d.h. das SchlieBen zum Raten-limitierenden Schritt wird, so spricht man von einem EX1

Mechanismus und ( 4 ) vereinfacht sich zu ( 6 ).

(6)

Der Austausch der Amidprotonen der Peptidbindung kann sowohl Base-katalysiert als auch Séure-
katalysiert ablaufen [109]. Damit ist die chemische Austauschrate (k.,) ebenfalls abhidngig von der Art
und Konzentration des Katalysators ( 7).

k,, = k,,[Katalysator]

kat

(7)

Der Grund hierfiir ist der ampholytische Charakter der Peptidbindung. Dabei dient in wéssrigem
Medium bei der Base-katalysierten Reaktion ein Hydroxid-lon als Protonen-Akzeptor, wihrend ein
Wassermolekiil als Protonen-Donor fungiert. Umgekehrt dient bei der Sdure-katalysierten Reaktion ein

Hydronium-Ion als Protonen-Donor und ein Wassermolekiil als Protonenakzeptor (Abb. 14).
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Base-katalysierter Austausch

4 OD\_}OD DZO\_AOD)- 4
o (0] o
c—< c—<
T_Cu —_— c“—< L~ T_Ca
N—C
H D

Séaure-katalysierter Austausch

o D0 D0 oo o—p o

¢t 2 \_j c 7 Cu—< O0—D D,0 c& ,{2
« ——— <—> - ‘=‘ CL< + H+—) Ao
N—C* ~ —c® N—C \ o N—C

| | | N—C |

H H H D

Abb. 14: Reaktionsmechanismus der Wasserstoff/Deuterium-Austauschreaktion. Im Base-katalysierten Austausch
dient ein Hydroxid-lon als Protonenakzeptor und Wasser als Protonendonor. Im Saure-katalysierten Mechanismus
dient ein Hydronium-lon als Protonendonor und Wasser als Protonenakzeptor.

Die geschwindigkeitsbestimmenden Teilreaktionen sind im Falle des Base-katalysierten
Mechanismus der Ubertrag des Protons vom Peptid auf das Hydroxid-Ion und im S#ure-katalysierten
Mechanismus der Ubertrag des Protons vom Hydronium-lon auf das Peptid. Die anderen beiden
Teilreaktionen laufen sehr schnell ab, da jeweils Wasser als Reaktionspartner (Protonen-Akzeptor oder -
Donor) dient und im wissrigen Medium in einer sehr hohen Konzentration vorliegt.

Dabei lauft der Base-katalysierte Austausch in Wasser sehr viel schneller ab als der Séure-
katalysierte, da die Deprotonierung der Peptidbindung durch OH™ (oder OD") energetisch sehr viel
giinstiger ist als die Protonierung dieser Peptidbindung durch H;O" (oder D;O").

Die Anzahl an notwendigen Molekiilkollisionen, welche jeweils zu einer Ubertragung der Protonen
vom Protonen-Donor auf den -Akzeptor fiihrt, ist demnach abhingig von den pK,-Werten der jeweiligen
Partner.

Der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der beiden Austauschmechanismen (S&ure- oder Base-
katalysiert) ist jeweils die erste Teilreaktion. Im Base-katalysierten Mechanismus ist dies die
Deprotonierung des Amids an der Peptidbindung. Der pK,-Wert dieser Peptideinheit betragt ca. 18,5
[108], wodurch sich ein erfolgreicher Ubertrag auf OH™ (pK,= 15,7 H,0) und damit die chemische
Ratenkonstante (kg,) als 10° M bestimmen lisst (also jede tausendste Kollision erfolgreich eine
Deprotonierung der Peptideinheit ermdglicht). Fiir die Protonierung der Peptideinheit im Séaure-
katalysierten Mechanismus (pK, = -13) durch das Hydronium-Ion (H;0") (pK, = -1,7) ergibt sich jedoch
eine chemische Ratenkonstante von ca. 10" M™.

Theoretische Geschwindigkeiten ergeben sich fiir den Base-katalysierten Austausch nach ( 8 ) und
fiir den Séure-katalysierten Austausch nach ( 9 ). Aus der jeweiligen Differenz der Protonen-Affinititen
(pKa,-Werte) zwischen Protonen-Donor und -Akzeptor und der durch die diffusionsbestimmte Zahl an
Molekiilkollisionen (kp=10'"s™) ergibt sich die vom pH-Wert abhingige Austauschrate (Anzahl der

Molekiilkollisionen, welche zu einem erfolgreichen Protoneniibertrag fiihren).
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ko =107k, -[OH~ [= 100107 5
(8)
ko =107k, - [,07 [= 1070
(9)

Damit wird deutlich, dass der Austausch von Amid-Protonen ab einem pH-Wert von 3,0 vorwiegend
Base-katalysiert stattfinden muss.

Fiir die Austauschgeschwindigkeit polarer Seitenkettenprotonen durch OH" gilt eine noch hdhere
Geschwindigkeit als fiir die Amid-Protonen. Deren Geschwindigkeitskonstante betrigt 10P"Ve ynd ist
damit um den Faktor 10° schneller als der Base-katalysierte Austausch der Amid-Protonen.

Die Austauschrate von Amid-Protonen ist damit vom pH-Wert abhéingig und besitzt durch die
beiden unterschiedlich schnellen Mechanismen ein Minimum bei einem pH-Wert von ca. 2,5[109]. Aus
diesem Grund erhoht sich oberhalb eines pH-Werts von 2,5 (Base-katalysiert) die
Reaktionsgeschwindigkeit mit der Erhhung einer pH-Einheit um den Faktor 10. Ebenso unterhalb von

2,5 (Séaure-katalysiert) (Abb. 15).

Log [k(sec-1)]
o

pH

Abb. 15: Abhangigkeit der Austauschgeschwindigkeit vom pH-Wert [106]. Die Geschwindigkeit des Austausches
steigt bei einer schrittweisen Erhohung des pH-Werts um den Faktor 10 an.

Weitere Einfliisse auf die Austauschrate k., konnen auch die Seitenketten der Aminosduren in
Nachbarschaft zum beobachteten Amid-Proton ausiiben. Dieser Effekt kann sowohl induktiv sein, wie im
Falle polarer Seitenketten, oder auch eine sterische Hinderung des Austausches bewirken. Weiterhin sind
die Effekte der beiden Aminosduren in Nachbarschaft additiv [108]. Hierbei spielt die
Elektronenverteilung innerhalb des Molekiils eine tragende Rolle, welche das Deprotonieren oder
Protonieren des Amids beeinflusst. Diese Effekte wurden von Bai et al. fiir alle 20 gencodierten

Aminosduren bestimmt[106].
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Tatséchlich beobachtete Austauschgeschwindigkeiten in Peptiden und Proteinen sind jedoch héufig
um den Faktor 10° langsamer. Grund hierfir sind die bereits erwédhnten intramolekularen
Wasserstoffbriicken der Amidprotonen, welche den Austausch verlangsamen und damit den Raten-
limitierenden Schritt im Wasserstoff/Deuterium-Austauschexperiment darstellen. Aus diesem Grund
kann die Austauschgeschwindigkeit als MaB3 fiir die Stabilitdit von Wasserstoffbriickenbindungen
innerhalb von Peptiden oder Proteinen genutzt werden, mit der einzigen Einschrinkung, dass diese auch

durch sterische Effekte beeinflusst werden [111].

28



Kapitel 2: Ziel der Arbeit

2 Ziel der Arbeit

Es wurde gezeigt, dass de novo kreierten Modellpeptiden sequenzspezifisch die Fusion von
Liposomen in vitro mediieren konnen[45]. In Abhédngigkeit ihrer Aminosdurezusammensetzung
deutete sich eine Korrelation der Fusogenitét mit der konformationellen Flexibilitdt dieser Peptide an.
In dieser Arbeit sollte der strukturelle Zusammenhang zwischen Fusogenitdt und der
konformationellen Flexibilitdt der Peptide geklart werden. Das Augenmerk galt der Funktion und
Helixdynamik membranfusogener Peptide. Es sollten die entscheidenden konformationellen
Erfordernisse von Transmembranpeptiden fiir den Vorgang der Membranfusion offengelegt werden.

Dabei wurde sowohl die globale Flexibilitdt der Peptide, welche sich aus der Entfaltung helikaler
Peptide ergibt, als auch die Dynamik der a-Helix membrandurchspannender Peptide betrachtet. Durch
Zirkular Dichroismus Spektroskopie sollte die konformationelle Flexibilitdt der Peptide untersucht
werden und durch Wasserstoff/Deuterium Austausch Massenspektrometrie die Dynamik der o-
helikalen Konformation der Peptide charakterisiert werden. Die experimentelle Betrachtung der
Struktur sollte sowohl in Losung als auch innerhalb der Membran von Liposomen stattfinden.

Peptide, deren hydrophobe Kernsequenz regelmiflig aus unterschiedlichen Zusammensetzungen
von Leucin und Valin variiert wurde, sollten im Vergleich zu ihrer Fusogenitét untersucht werden. Die
strukturellen Konsequenzen von Glycin und Prolin im Zentrum eines hydrophoben Peptids aus Leucin
und Valin sollten abenso ermittelt werden.

Nachdem gezeigt werden konnte, dass Valin die Dynamik helikaler Peptide erhoht, wéhrend
Leucin die Stabilitét dieser Peptide fordert, sollte durch gezieltes Design von Peptiden regional deren
Helix-Stabilitdt erniedrigt bzw. erhoht werden. Die Auswirkungen von terminal oder zentral
destabilisierten Peptidhelices sollten einen Aufschluss iiber den Mechanismus der Membranfusion
liefern.

Ein weiterer Schwerpunkt der Arbeit betraf die flankierenden Regionen der Peptide. Hier sollte
die Art und der Ladungszustand der flankierenden Aminosduren auf die Konformation der Peptide
betrachtet werden. N-terminal acylierte Peptide sollten kldren, ob Acylketten, wie sie auch an
Fusionsproteinen in der Natur gefunden werden konnen, einen Einfluss auf die Fusion von Liposomen
ausiiben. Dabei sollten ebenfalls die strukturellen Verédnderungen, welche sich durch das Anfiigen der
Acylketten ergaben, untersucht werden.

Zusammenfassend sollte mit Hilfe dieser verschiedenen Transmembranpeptide durch die Fusion
von Liposomen in vitro und die detaillierte strukturelle Charakterisierung eine
Struktur/Funktionsbeziehung von Transmembrandoménen natiirlicher Fusionsproteine erhalten

werden.
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3 Materialien und Methoden

3.1 Materialien

Die verwendeten Peptide wurden durch tert-Butoxycarbonyl-(Boc)-Methode synthetisiert und
mittels HPLC aufgereinigt (PSL GmbH, Heidelberg). Die gelieferten Lyophilisate wurden bei -80 °C
gelagert. Die Reinheit der Peptide wurde nach Lieferung in 10 uM Losung der Peptide in
Trifluoroethanol (TFE) massenspektrometrisch bestimmt. Die Reinigung der Peptide erfolgte durch
Festphasenextraktion (SPE) mittels SepPak tC,-Sdulen (Waters).

Fiir die Herstellung von deuterierten Peptiden wurden die Lyophilisate zu ca. 500 puM in
Trifluoroethan(ol-d) (d-TFE) gelost und anschlieBend zu einer Losungsmittelkonzentration von 40 % d-
TFE (% V/V) mit deuteriertem Ammoniumacetat Puffer pD 7,0 verdiinnt. Die Proben wurden fiir 24 h
bei 50 °C inkubiert und anschlieBend lyophilisiert. Mit diesen Lyophilisaten wurde dieselbe
Vorgehensweise wiederholt und die dann erhaltenen Lyophilisate in d-TFE geldst und bei -20 °C
gelagert. Die Konzentration der Peptide wurde iiber die Intensitit des Absorptionsmaximums des
eingebauten Tryptophans bei 280 nm (g = 5500 M'cm™) bestimmt.

Die synthetischen Lipide 1,2-Dioleoyl-sn-Glycero-3-Phosphoethanolamin (DOPE), 1,2-Dioleoyl-sn-
Glycero-3-Phosphoserin  (DOPS), 1,2-Dimyristoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholin (DMPC) und 1,2-
Dilauroyl-sn-Glycero-3-Phosphocholin (DLPC) wurden von der Firma Avanti (Avanti Polar Lipids,
USA) bezogen. 1-Palmitoyl-2-Oleoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholin (POPC) wurde von der Firma Lipoid
(Lipoid, Schweiz) bezogen. Diese wurden zu 10 mg/ml in CHCl; geldst. Die Fluoreszenzfarbstoffe N-(7-
nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)-dihexadecanylphosphatidylethanolamine (NBD-PE) und Lissamine™
rhodamine B-dihexadecanylphosphatidylethanolamine (Rh-PE) wurden als Feststoffe von Molecular
Probes bezogen. Diese wurden zu 1 mg/ml in CHCl; gelost und die Konzentration der Farbstoffe mit
Hilfe eines UV-Absorptionsspektrums bestimmt. Die Konzentration von NBD-PE wurde durch die
Intensitit des Absorptions-Maximums bei 460 nm (g =21000 M'cm™) und die von Rh-PE durch die
Intensitit im Maximum bei 530 nm (g = 75000 M'cm™) bestimmt. Alle Lipide wurden mit Stickstoff
tiberschichtet bei -20 °C gelagert.

Alle weiteren verwendeten Chemikalien wiesen Analysenqualitit auf. Alle verwendeten Puffer
wurden mit milliQ-Wasser angesetzt und vor der Benutzung filtriert. Deuterierte Losungsmittel wiesen

eine Reinheit von mindestens 99 % Deuterium auf.
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3.2 Gerate

Die Peptidkonzentration wurde anhand eines Tryptophan-Restes am Ultrospec 3100pro UV/Vis-
Spektrometer (Amersham Bioscience, USA) ermittelt. Die Messungen wurden in einer Quarzkiivette
(Hellma, Deutschland) durchgefiihrt.

Fiir die Lyophilisation der Peptide wurde eine Gefriertrocknungsanlage vom Typ Delta 1-20KD
(Christ, Osterode, Deutschland) benutzt.

Zirkular Dichroismus Spektren wurden mit Hilfe eines J-710 Spektral-Polarimeters (Jasco, Easton,
MD, USA) in einer 0,5 mm Quarzkiivette (Hellma, Deutschland) aufgezeichnet. Die Temperatur
wihrend der Messung wurde mittels eines Wasserbads auf 20 °C gehalten. Fiir die Datenaufzeichnung
wurde die Spectra Manager Software verwendet. Zur Auswertung der CD-Daten wurde die CDNN-
Software [101] mit Benutzer-definierten Referenz-Spektren (siehe 4.1) verwendet.

Zur Herstellung von Liposomen wurde zur Rehydrierung der Lipidfilme ein Thermomixer
(Eppendorf, Hamburg, Deutschland) verwendet. Zur Herstellung von kleinen unilamellaren Liposomen
wurde ein Branson Sonifier mit Becherresonator (Branson, USA) benutzt. Wahrend der Beschallung der
Proben wurden diese stets durch Eiswasser gekiihlt.

Die Aufzeichnung von Fusionskinetiken wurde am BMG FLUOstar (BMG LabTechnologies, USA)
durchgefiihrt. Die Messungen erfolgten dabei in 96-Loch Platten. Die Auswertung erfolgte durch die
FLUOstar Galaxy Software und durch die Kalkulations-Software Origin 7.0 (OriginLab Corporation,
USA).

Die Quantifizierung der Peptide in Liposomen wurde in einer Quarzkiivette (Hellma, Deutschland)
mit Schichtdicke 1 cm am Fluoreszenz-Spektrometer RF-1501 (Shimadzu, Japan) durchgefiihrt. Die
Datenaufzeichnung erfolgte mittels Hyper-RF Software.

Die Ultrazentrifugation erfolgte in Zentrifugenrohrchen aus Polyallomer in einer LE-80K
Ultrazentrifuge (Beckman-Coulter, USA). Als Rotor wurde ein SW60-Ti Rotor eingesetzt.

Die massenspektrometrischen Messungen wurden an einem Waters (Micromass) Quadrupol-Time of
Flight-(Q-ToF-) Elektrospray lonisierungs-(ESI-) Massenspektrometer (Waters, UK) durchgefiihrt. Zur
Injektion der Proben wurden Hamilton Gastight Spritzen (Hamilton, Schweiz) verschiedener Volumina

verwendet. Fiir die Datenaufzeichnung wurde die MassLynx 4.0 Software (Waters, UK) benutzt.
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3.3 Methoden

3.3.1 Peptidlosungen

Die Peptide wurden in lyophilisiertem Zustand bei -80 °C gelagert. Vor dem Herstellen von
Peptidlosungen wurde das Lyophilisat im geschlossenen Gefaf3 fiir 30 min auf Raumtemperatur gebracht.
Eine entsprechende Menge Peptid wurde dann in ein ReagiergefdB (2 ml) eingewogen und mit TFE
(Trifluoroethanol) zu ca. 2 mg/ml geldst. Der Losungsvorgang wurde fir 15 min im gekiihlten
Ultraschallbad unterstiitzt. Durch Zentrifugation (13000 rpm, 4 °C, 10 min) wurde ungeldstes Peptid und
Partikel abgetrennt. Die exakte Menge an gelostem Peptid wurde anhand der Absorption von Tryptophan
bestimmt. Am UV/Vis-Spektrometer wurde hierfiir ein Spektrum von 220 nm-320 nm aufgezeichnet.
Die Peptide wurden fiir die Messung in TFE/DMSO (Dimethylsulfoxid) 1:1 (v/v) verdiinnt und gegen
TFE/DMSO 1:1 (v/v) vermessen. Die Absorption der Tryptophan-Seitenkette im Maximum bei 282 nm
und einem Extinktionskoeffizienten von & = 5500 M'cm™ erméglicht mit Hilfe des Lambert-Beerschen
Gesetzes eine ausreichende Konzentrationsbestimmung. Die Lagerung von gelosten Peptiden konnte bei

-20 °C erfolgen.

3.3.2 Aufreinigung der Peptide

Eine Aufreinigung der Peptide wurde mittels einer Festphasenextraktionsmethode von Hofmann et
al. [112] durchgefiihrt. Diese Art der Aufreinigung wurde bei élteren Peptidchargen benutzt, um Kresol
aus der Synthese der Peptide zu entfernen. Ferner zeigte sich auch, dass kurzkettige Peptidfragmente
erfolgreich entfernt wurden. Die Methode wurde standardmidBig fiir Rohsubstanzen aus der
Peptidsynthese benutzt.

Eine SepPak tC,-Plus Sdule wurde fiir die Aufreinigung verwendet. Mit Hilfe einer 1 ml
Einmalkunststoffspritze wurde die S&ule zundchst mit 4 ml Acetonitril (AcN) konditioniert
(FlieBgeschwindigkeit ~ 2-5 ml/min). Die Siule wurde danach mit AcN/H,O 5:95 (v/v) bei etwa 1-
2 ml/min equilibriert. Eine ca. 400 uM Peptidldsung in AcN/H,0 20:80 (v/v) wurde bei einer maximalen
Auftragsmenge von 2 mg Peptid langsam bei 1 ml/min iiber die Sdule gedriickt. Der Durchfluss und die
folgende Waschfraktion von 0,5 ml AcN/H,O 5:95 (v/v) wurden vereinigt und in einem Reagiergefal3
gesammelt. Da das Peptid nicht an das Sdulenmaterial bindet, befindet sich das Peptid in dieser ersten
Fraktion. Die Saule wurde mit 4 ml AcN/H20 5:95 (v/v) gewaschen. Danach wurden die gebundenen
Verunreinigungen und kiirzere Peptidfragmente mit 100 % AcN eluiert. Nach weiterem Spiilen mit 4 ml
100 % AcN konnte die Sdule wieder verwendet werden. Die erhaltenen Fraktionen wurden

gefriergetrocknet und fiir die weiteren Untersuchungen wieder in TFE geldst.
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3.3.3 Herstellung kleiner unilamellarer Liposomen (SUV's)

Kleine unilamellare Liposomen wurden fiir die Ermittlung von Fusionskinetiken, die
Strukturaufklarung mittels CD-Spektroskopie (Zirkular Dichroismus), sowie die Deuterium/Wasserstoff-
Austauschexperimente verwendet. Fiir alle drei Untersuchungsmethoden wurden Liposomen mit
integrierten Peptiden hergestellt. Fiir die Fusionsexperimente wurden zusétzlich Liposomen ohne Peptide
und Liposomen mit den Lipidfarbstoffen NBD-PE und Rh-PE benétigt.

Die in CHCI; gelosten Lipide POPC, DOPE und DOPS (Konzentration 10 mg/ml) wurden im
Verhiltnis 3:1:1 (v/v/v) in einem 2 ml ReagiergefdB3 gemischt. Fiir eine Liposomensuspension mit einem
Endvolumen von 600 pl wurden dazu 90 ul POPC, 30 pul DOPE und 30 pl DOPS gemischt, was einer
Lipidmenge von ca. 1,87 pmol, bei einem ungefdhren Molekulargewicht der Lipide von 800 g/mol,
entspricht. Daraus folgt, dass die absolute Konzentration, in 600 pl rehydrierten Liposomen 3,1 mM
betrdgt. Diese Mischung an Lipiden wurde standardméBig zur Herstellung von Liposomen benutzt. Fiir
weitere Experimente wurde diese Mischung durch Liposomen aus purem POPC bzw. DMPC oder DLPC
ersetzt. Hierflir wurden die entsprechenden Mengen von DOPE und DOPS einfach durch POPC, DMPC
oder DLPC erginzt. Die zu untersuchenden Peptide wurden in unterschiedlichen molaren Peptid/Lipid-
(P/L)-Verhiltnissen in die Liposomen integriert. Der Arbeitsbereich fiir die nominellen P/L-Verhiltnisse
betrug 0,0025-0,01. Die zu pipettierende Menge an Peptidlosung errechnete sich aus der bestimmten
Konzentration der Peptidlosung und dem angestrebten P/L-Verhiltnis wie folgt: Um ein nominales P/L-
Verhiltnis von 0,01 in den Liposomen zu erreichen, muss, der Menge an Lipid pro Ansatz entsprechend,
eine Menge von 0,0187 pmol Peptid pipettiert werden. Bei einer Konzentration der Peptidldsung von
400 uM mussten folglich 46,8 ul verwendet werden. Fiir die Herstellung der farbstoffmarkierten
Liposomen zur Messung der Fusionskinetiken {iber FRET (Fluroszenz Resonanz Energietransfer)
wurden jeweils 0,8 mol-% oder 0,16 mol-% der Lipide NBD-PE (Mr=956,3 g/mol) und Rh-PE
(Mr=1333,8 g/mol) zusitzlich in die Ansédtze gebracht. Die Mischungen aus geldsten Lipiden und
gelosten Peptiden bzw. Farbstofflipiden wurden gut vermischt. Durch Abdampfen der Losungsmittel
unter einem leichten Stickstoffstrom und gleichzeitigem Drehen der Reagiergefile wurde ein diinner
Lipidfilm an der Wand der Gefédfle erzeugt. Reste von Losungsmittel wurden im Vakuum {iber Nacht aus
den Lipidfilmen getrocknet. Die Lipidfilme wurden in unterschiedlichen wéssrigen Puffersystemen
rehydriert. Fiir die Fusionsexperimente wurde hierzu ein Tris-HCI Puffer verwendet (150 mM NaCl,
20 mM Tris-HCI [pH 7,4], 0,1 mM EDTA). Fiir die CD-Spektroskopie wurde ebenso ein Tris-HCI Puffer
verwendet (20 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI (pH 7,4)). Fiir die massenspektrometrischen Untersuchungen
wurde ein Ammoniumacetat oder Ammoniumformiat Puffersystem (10 mM - 50 mM Ammoniumacetat
bzw. Ammoniumformiat mit variierenden pH-Einstellungen) eingesetzt. Dazu wurden 600 pl des
entsprechenden Puffers auf den Lipidfilm pipettiert, dieser mit Stickstoff tiberschichtet und zur Bildung
multilamellarer Vesikel bei 37 °C fiir 1 h geschiittelt (1400 rpm). Aus grolen MLV ’s (multilamellaren

Vesikeln) wurden durch Sonifizieren SUV’s (kleine unilamellare Vesikel) hergestellt. Dazu wurden die
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Proben im Becherresonator unter Eiswasserkiihlung fiir 8 min bei einer Amplitude von 80 % (Output
35%-40 %) beschallt. In einem Reinigungsschritt wurden Peptid— bzw. Lipidaggregate durch
Zentrifugation (13000 rpm, 4 °C, 20 min) entfernt. Zur Herstellung von Liposomen mit deuteriertem
Peptid wurden alle aufgefiihrten Losungsmittel gegen deuterierte Losungsmittel ersetzt.

Das Bleichen von NBD in Donorliposomen zur Messung der Vermischung der inneren Lipidschicht
erfolgte durch 20 mM Natrium Dithionit (DTN; Mp = 174,1) auf Fis fiir 30 min. 100 pl der
farbstoffmarkierten Liposomen wurden mit 10 pl frisch hergestellter Dithionitldsung (200 mM bzw.
34,6 mg/ml) gut gemischt und im Dunklen auf Eis aufbewahrt. Zur Entfernung des DTN in der Lésung
wurde eine Sadulenchromatographie (,,Spin-Column®) durchgefiihrt. Sephadex G50 fine (Amersham
Bioscience, Schweden) wurde in Fusionspuffer (150 mM NaCl / 20 mM Tris-HCI (pH 7,4) / 0,1 mM
EDTA) gelost und iiber Nacht quellen gelassen. Die Séulen wurden aus 2ml-Einwegspritzen préipariert,
die in 15 ml Falcon-Tubes gesteckt wurden. Zunéchst wurde ein Antibiotika-Testpldttchen in die Saule
gegeben und diese dann mit der Losung von Sephadex G50 (nach Aufschlammen) bis zum oberen Rand
gefullt. Es wurde 7 min bei 1.000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Nach nochmaligem Befiillen der Saule
wurde 3 min bei 1.000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Nach Austausch des 15 ml Falcon-Tubes wurde die
Probe aufgetragen (110 pl) und 3 min zentrifugiert (1.000 rpm, 4 °C). Im Durchlauf wurden so in der

duBeren Lipidschicht gebleichte Liposomen erhalten.

3.3.4 Fusionskinetik

Fir die Bestimmung des fusogenen Potentials der Peptidsequenzen wurden gebleichte oder
ungebleichte Donorliposomen (farbstofftragende Liposomen 0,8 mol-%) mit Akzeptorliposomen
(Liposomen mit oder ohne Peptid) im Verhéltnis 1:4 unter Eiskithlung gemischt und je 100 pl dieser
Mischung in eine 96-Loch Platte pipettiert. Eine mogliche Zersetzung des NBD-Farbstoffes oder eine
Adsorption der Liposomen an die Wand der Platte sowie eine elektronische Schwankung des Gerites
wiahrend der Messung wurde mit Hilfe einer Drift-Kontrolle ausgeglichen. Fiir die Drift-Kontrolle
wurden Donorliposomen 1:4 mit Puffer vermischt und gemessen. Kontrollliposomen mit 0,16 mol-%
Farbstofflipiden wurden unverdiinnt auf die Platte aufgetragen.

Die gekiihlte Platte wurde vor Beginn der Messung im Wasserbad fiir 2 min auf 37 °C temperiert
und die Messung im Fluoreszenz-Spektrometer anschlieBend sofort gestartet. Dabei wurde im Gerit die
Fluoreszenz des Farbstoffes NBD bei 530 nm und einer Anregungswellenldnge von 460 nm jede Minute
fiir jedes Loch iiber eine Stunde gemessen. Durch Zugabe des Detergenz Triton X-100
(Endkonzentration 0,5 %) wurden die Liposomen zerstdrt und somit der Abstand von NBD und Rh
maximiert, um die maximale Fluoreszenz zu bestimmen. Der ermittelte Wert wurde als 100 % Fusion
definiert und diente zur Bestimmung der prozentualen Fusion zu jedem aufgenommenen Zeitpunkt. Die

Verdnderung des Fluoreszenzsignals vollstindig fusionierter Liposomen nach Detergenzlyse wurde
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durch die Probe mit Kontrollliposomen (0,16 mol-% Farbstofflipide) korrigiert. Der Abstand der
Fluoreszenzlabel, welcher bei einer Konzentration von 0,16 mol-% vorherrscht, entspricht dem Abstand
bei vollstindiger Fusion aller Liposomen. Der Fluoreszenzwert der Kontrollliposomen vor Detergenzlyse
dividiert durch den Wert nach Detergenzlyse ergibt den Korrekturfaktor, um welchen der

Fluoreszenzwert der Proben nach Detergenzlyse korrigiert wird.

3.3.5 Zirkular Dichroismus

Die Bestimmung der Sekundarstruktur der Peptide wurde sowohl in Losung (unterschiedliche

Mischungen aus TFE und wissrigem Puffer), als auch von Peptiden integriert in liposomalen
Membranen durchgefiihrt.
Die Messungen von Peptiden in Liposomen wurden bei einer Lipidkonzentration von 1,5 mM und einem
molaren P/L-Verhéltnis von 0,01 durchgefiihrt. Die Messungen wurden in einer Quartzkiivette mit
0,5 mm Schichtdicke bei 20 °C durchgefiihrt. Die Spektren wurden iiber einen Wellenldngenbereich von
200 nm - 260 nm und mit einer Geschwindigkeit von 100 nm min™ aufgezeichnet. Das gemessene Signal
wurde dabei iiber 10 Messungen gemittelt und die Basislinie, welche durch Liposomen ohne Peptid
bestimmt wurde, von den Peptidspektren subtrahiert.

Die Bestimmung der Peptidstruktur in Losung wurde bei einer Endkonzentration von 25 uM Peptid
vorgenommen. Dazu wurde ein entsprechendes Volumen einer Peptidstammldsung in ein Reagiergefa3
pipettiert. Das Losungsmittel wurde in der SpeedVac bei einem Druck von 50 mbar fiir ca. 20 min
verdampft. Die Peptide wurden dann mit einer Mischung von TFE und 20 mM Tris HCI1 Puffer (von
100 % TFE bis 20% TFE (v/v) in 20 % Schritten) und verschiedenen pH-Werten zu einer
Endkonzentration von 25 pM resuspendiert und fiir 10 min im Ultraschallbad gelost. Zur Einstellung
eines Gleichgewichts der Sekundérstrukturelemente wurde die Losung iiber Nacht bei Raumtemperatur
stehen gelassen. Die Messungen wurden in einer Quartzkiivette mit 0,5 mm Schichtdicke bei 20 °C
durchgefiihrt. Die Spektren wurden in einem Wellenldngenbereich von 190 nm - 260 nm und mit einer
Geschwindigkeit von 100 nm min" aufgezeichnet. Das gemessene Signal wurde dabei iiber 10
Messungen gemittelt und die Basislinie, durch jeweiliges Losungsmittel ohne Peptid definiert, von den
Peptidspektren subtrahiert.

Zur Bestimmung der jeweiligen prozentualen Gehalte an Sekundirstrukturelementen wurde das

Signal in mittlere Elliptizitdt pro Residuum (0,,) konvertiert ( 10 ).

0(4)- M
n-1000-c-/

MRW=mean residue weight; n=Anzahl der Peptidbindungen; M=Molmasse; c=Konzentration des Peptids; |I=optische
Weglange; [Bmr](A)=molare Elliptizitat; 6(A)=gemessene Elliptizitat

[0, A MRW )=

(10)
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Mit Hilfe der CDNN/Pepfit Software wurden die relativen Anteile an Sekundérstrukturelementen
bestimmt. Dieser Algorithmus vergleicht hierzu das gemessene und auf molare Elliptizitdt umgerechnete

Spektrum mit einem Satz an Peptidspektren bekannter Sekundéarstruktur [102].

3.3.6 Bestimmung des P/L-Verhéltnisses

Zur quantitativen Auswertung der Fusionskinetiken und der Strukturbestimmung von eingebauten
Peptidfraktionen mittels Zirkular Dichroismus-Spektroskopie wurde das exakte Peptid/Lipid-(P/L)-
Verhiltnis in den Liposomen bestimmt. Um die Konzentration des Peptids, welches in die Membran
integriert ist zu bestimmen, wurde zundchst ungebundenes Peptid mittels Ultrazentrifugation (UZ)
entfernt. Dazu wurden in einem Zentrifugenréhrchen (Polyallomer; 11 mm x 60 mm; Beckman) 300 pl
Probe mit 700 pul 60 %-iger Saccharose (w/v) gemischt und mit 2,5 ml 30 %-iger Saccharose
iiberschichtet. Nach Uberschichten mit 0,5 ml des jeweiligen Puffers wurden die Réhrchen mit Puffer
austariert. Eine Ultrazentrifugation wurde anschlieBend im SW60Ti Rotor bei 56000 rpm fiir 20 h bei
20 °C durchgefiihrt. Nach der Zentrifugation wurden Fraktionen von je 1 ml abgenommen. Dabei
wurden die Fraktionen in der Reihenfolge von unten nach oben mit einer 1 ml Spritze abgenommen und
darauf geachtet eine Vermischung der Fraktionen zu vermeiden. Liposomen schwimmen im Dichtefeld
des Saccharosegradienten auf und sind demnach in der oberen Fraktion enthalten. Ungebundenes Peptid
wird am Boden des Zentrifugenréhrchens pelletiert und findet sich demnach in der unteren Fraktion.

Das in die Liposomen inkorporierte Peptid wurde iiber die Fluoreszenz der Seitenkette der
Aminosédure Tryptophan quantifiziert. Fiir diesen Zweck wurden 135 pl Probe, 90 ul 10 % SDS (w/v),
90 pl abs. EtOH und 215 pl Puffer gemischt. Diese Mischung wurde zur kompletten Lyse der Liposomen
unter Schiitteln (1400 rpm, Eppendorff Schiittler) fiir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Diese
peptidhaltigen Liposomenproben wurden anschlieend zu 3x 160 pl aliquottiert. Zu einem Aliquot (i)
wurden 10 pl TFE hinzugefiigt und gemischt. Zum nichsten Aliquot (ii) wurden 5 pl TFE und 5pl
interner Standard (Peptid 50 uM in TFE) zupipettiert und vermischt. Zum dritten Aliquot (iii) wurden
10 pl interner Standard gegeben. Zu 160 ul einer Kontrolllosung (Liposomensuspension ohne Peptid)
wurden 10 ul TFE gegeben. Alle Aliquote wurden zur Gleichgewichtseinstellung fiir 10 min bei RT
unter schiitteln inkubiert. Ein Emissionsspektrum von 250 nm - 400 nm wurde am Fluoreszenz-
Spektrometer bei einer Anregung von 280 nm aufgenommen. Die Emission wurde dabei im Maximum
zwischen 325nm und 330 nm ausgelesen. Hierfiir wurde zuerst die Kontrolle in Form der
Liposomenprobe ohne Peptid vermessen. Die Messungen der Proben i; ii; iii erfolgten unter denselben
sowie dem Wert der Probe (i) und dem Kontrollwert lasst sich nun die Konzentration des inkorporierten
Peptides anhand der zugegebenen Menge an internem Standard und der damit einhergehenden Erh6hung

der Fluoreszenz bestimmen.
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Die Quantifizierung der Lipide erfolgte liber die Bestimmung der Menge an Phosphat in den Proben.
Dabei wurde ein Molybdophosphat-Komplex mit der in den Lipiden enthaltenen Phosphatgruppe
gebildet. Vor Bestimmung der Menge an Lipid in den Proben wurden diese 1:4 mit Puffer verdiinnt. Von
dieser verdiinnten Suspension wurden 75 ul in Reagenzglédser pipettiert und durch Zugabe von 400 ul
70 % Perchlorsdure bei 200 °C fiir ca. 2 h auf einem Heizblock aufgeschlossen. Daneben wurde die
Bestimmung mit Phophat-Standardlésungen (0, 20, 40, 60, 80 und 100 nmol) durchgefiihrt. Nach dem
Abkiihlen der aufgeschlossenen Proben und der Standards wurden zu den Ansétzen jeweils 2,4 ml einer
0,44 %-igen (w/v) Losung von Hexa-Ammoniumheptamolybdat-4-hydrat und 2,4 ml einer 2,5 %-igen
(w/v) Losung von Fiske Subarrow Reduktionsreagenz gegeben und gut gemischt. Nach Erhitzen fiir
10 min in siedendem Wasser wurden die Reagenzgliaser im Eisbad abgekiihlt. Diese Losung wurde in
Kiivetten tberfithrt und im UV/Vis-Spektrometer die Absorption bei 820 nm gegen die Kontrolle
(0 nmol Phosphat) gemessen. Durch Doppelbestimmung wurde ein Mittelwert gebildet. Mit Hilfe der
Phosphat-Standardmessungen wurde eine Kalibriergerade aufgestellt, welche dazu diente die Phosphat-
bzw. Lipidmenge in den Proben zu bestimmen. Durch die Quantifizierung von Peptid und Lipid in den
Proben errechnete sich das P/L-Verhdltnis durch Division von Peptidkonzentration und

Lipidkonzentration.

3.3.7 Deuterium/Wasserstoff-Austauschreaktionen

Fir Deuterium/Wasserstoff-Austauschreaktionen wurden Peptide an ihren austauschbaren
Positionen deuteriert. Fiir die Herstellung von deuterierten Peptiden wurden Lyophilisate zu ca. 500 uM
in Trifluoroethan(ol-d) (d-TFE) gelost und anschlieBend zu einer Konzentration von 40 % d-TFE (%
V/V) mit deuteriertem Ammoniumacetat-Puffer pD 7,0 verdiinnt. Die Proben wurden fiir 24 h bei 50 °C
inkubiert und anschlieBend lyophilisiert. Mit diesen Lyophilisaten wurden die beschriebenen Schritte
wiederholt und die dann erhaltenen Lyophilisate in d-TFE gelost. Die Konzentration der Peptide wurde
iiber die Intensitdt des Absorptionsmaximums des eingebauten Tryptophans bei 280 nm (g = 5500
M "em™) bestimmt.

Fir die Aufnahme der Deuterium/Wasserstoff-Austauschkinetiken wurden drei unterschiedliche
Methoden verwendet.

(1) Fiir die Aufnahme der Kinetiken wurden Losungen von deuteriertem Peptid (100 uM in 80 %
(V/V) d-TFE, 10 mM NDsAc pD 6,0) 1:20 in protischem Ldsungsmittel (80 % (V/V) TFE, 10 mM
NH4Ac pH 6,5) verdiinnt (Endkonzentration 5 uM Peptid) und bei einer definierten Temperatur
inkubiert. Zu unterschiedlichen Zeitpunkten wurde die Austauschreaktion abgestoppt, indem ein Aliquot
der Proben unter Eiskiihlung mit Ameisenséure (Endkonzentration 0,5 % (V/V)) versetzt wurde, so dass

der pH-Wert der Probe auf ca. 3,0 gesenkt wurde.
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Austauschreaktionen von Peptiden in liposomalen Membranen wurden durch Verdiinnen (1:10) der
deuterierten Liposomen-Suspensionen in protisches Losungsmittel (50 mM NHyAc in H,O pH 5,5)
gestartet. Diese wurden ebenfalls bei einer definierten Temperatur inkubiert (37 °C - 50 °C) und nach
unterschiedlichen Zeitpunkten die Reaktion durch Abkiithlen und Zugabe von Ameisensédure
(Endkonzentration 0,5 % (V/V)) gestoppt.

(i) Fir kontinuierlich vermessene Austasuchkinetiken wurden Losungen von deuteriertem Peptid
(100 uM in 80 % (V/V) d-TFE, 10 mM ND4Ac pD 6,0) 1:20 in protischem Losungsmittel (80 % (V/V)
TFE, 10 mM NH4Ac pH 6,5) verdiinnt (Endkonzentration 5 uM Peptid) und die Masse der Peptide sofort
und kontinuierlich iiber einen Zeitraum von maximal 4 h vermessen.

(iii) Fiir Messungen von Austauschreaktionen, welche direkt die gewiinschte Endkonzentration von
5 uM enthielten, wurden 3,0 nmol deuterierte Peptide lyophilisiert. Im Unterschied zu Methode (i) und
(i1) musste sich in diesem Ansatz kein Gleichgewicht in Losung einstellen, da hier keine konzentrierte
Stammlosung im Austauschpuffer verdiinnt wurde. Das Lyophilisat wurde in 600 pl protoniertem Puffer
(80 % (V/V) TFE, 10 mM NHyAc pH 3,0) gelost und fiir 10 min unter Eiskiihlung im Ultraschallbad
behandelt (Endkonzentration an Peptid 5 uM). AnschlieBend wurde zum Starten der Reaktion ca. 0,63 %
(V/V) Ammoniak (25 %) zugegeben (finaler pH-Wert 6,8) und die Reaktion sofort und kontinuierlich
massenspektrometrisch vermessen.

Zur Messung der Proben wurde Elektrosprayionisations-(ESI-) Massenspektrometrie (MS) bei einer
Flussrate von 2-4 ul/min betriecben. Die Spektren wurden im Positiv-lonen-Modus bei einer
Kapillarspannung von 2-3 kV aufgezeichnet. Mit Hilfe der MassLynx 4.0 Software wurden die
Isotopenmuster der dreifach geladenen Peptid-lonen durch einen Savitzky-Golay Algorithmus gegléttet
(50 channels, 5 iterations) und anschlieBend zentriert. Die Masse zu Ladung der geglétteten, zentrierten
Isotopenverteilung wurde zur Berechnung der Massedifferenzen und Anzahl an geschiitzten Deuteronen
verwendet.

Der Deuterierungsgrad der Peptide wurde mit Hilfe der aufgefiihrten Formel ( 11 ) berechnet. Dabei
konnte fiir alle Peptide ein minimaler Deuterierungsgrad von ca. 95 % bestimmt werden. Ein
Deuterierungsgrad von 100 % war mittels ESI-MS schwer zu bestimmen, da sehr labile Deuteronen
bereits wihrend des Spray-Prozesses durch die Luftfeuchte ausgetauscht wurden. Da diese Deuteronen
im Austauschexperiment bereits ausgetauscht haben konnten die Peptide im Folgenden als zu 100%

deuteriert betrachtet werden.

100
dp = [3(mD _mH)_3]‘D—

max

dr=Deuterierungsgrad; mp=Masse zu Ladung der deuterierten Peptide; my=Masse zu Ladung der protonierten
Peptide; Dmax=Zahl aller labilen Deuteronen.
(11)
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Die Bestimmung der geschiitzten Deuteronen zu einem bestimmten Zeitpunkt im Experiment in
Losung wurde durch die Verdiinnung von deuterierter Losung in protonierter Losung, um den Faktor an

Deuteronen im Losungsmittel korrigiert ( 12 ).

D(t):?)(mX _mH)_Vf 'Dmax
D(t)=Zahl geschutzter Deuteronen als Funktion der Zeit; mx=Masse zu Ladung zum Zeitpunkt t; my=Masse zu
Ladung des protonierten Peptid-lons; Vi=Verdinnungsfaktor (Mischungsverhaltnis deuteriertes zu protoniertem

Lésungsmittel); Dmax=Zahl aller labilen Deuteronen.
(12)

Die Korrektur der Anzahl der geschiitzten Deuteronen im Austauschexperiment in Liposomen
wurde wegen der Abschirmung einiger Amid-Deuteronen durch die Lipidmembran mittels ( 13 )

bestimmt.

D(t)=3(m, —m,)-(1-7,)

D(t)=Zahl geschiitzter Deuteronen als Funktion der Zeit; mx=Masse zu Ladung zum Zeitpunkt t; my=Masse zu
Ladung des protonierten Peptid-lons; Vi=Verdinnungsfaktor (Mischungsverhaltnis deuteriertes zu protoniertem
Lésungsmittel).

(13)

Die kinetische Analyse der Anzahlen an geschiitzten Deuteronen als Funktion der Zeit erfolgte
durch einen Algorithmus auf Basis der Maximum Entropie Methode (MEM) und wird im folgenden
Kapitel detailiert beschrieben.

Mittels der Software LAPLACE, welche von Dr. Z. Zhang entwickelt und zur Verfiigung gestellt
wurde [113], wurden die kinetischen Verldufe der Austauschreaktion in einheitslosen
Haufigkeitsverteilungen als Funktion der Ratenkonstanten dargestellt. Da die LAPLACE Software
entwickelt wurde, Austauschreaktionen von Wasserstoff nach Deuterium zu analysieren, mussten die
erhaltenen Zahlen an geschiitzten Deuteronen in Anzahl an ausgetauschten Deuteronen umgerechnet

werden ( 14 ).

H(t)=19-D(t)

H(t)=Zahl ausgetauschter Amid-Deuteronen als Funktion der Zeit; D(t)=Zahl geschiitzter Amid-Deuteronen als
Funktion der Zeit.
(14)

Die Anzahl an 19 austauschbaren Deuteronen ergibt sich aus der Anzahl an 19 Wasserstoffbriicken-
gebundenen Amid-Deuteronen in einer idealen a-Helix aus 23 Aminoséduren. Diese 19 Amid-Deuteronen
wurden gleichzeitig als Startpunkt (t=0) der Reaktion angesehen, da die Austauschgeschwindigkeit von
nicht Wasserstoffbriicken-gebundenen Deuteronen deutlich schneller ist. Gerechtfertigt wird dies auch
dadurch, dass die Anzahl an geschiitzten Deuteronen auch unter Stoppbedingungen in jedem Experiment

bereits unterschritten wurde. Die erhaltenen Ergebnisse und die Anzahlen der Deuteronen in definierten
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Ratenkonstantenbereichen wurden durch Integration der Fldche der Héaufigkeitsverteilung in diesen

Bereichen mittels der Kalkulationssoftware Origin (OriginLabs Corporation, USA) erhalten.

3.3.8 Kinetische Analyse der Austauschreaktionen

Die Austauschreaktion eines einzelnen zu beobachtenden Amid-Protons folgt einer Kinetik 1.
Ordnung. Dies wird in einer Austauschkinetik als die Anzahl geschiitzter noch nicht ausgetauschter
Protonen als Funktion der Zeit ausgedriickt. Die Amid-Protonen eines Peptids oder Proteins
unterscheiden sich in ihren Ratenkonstanten, weshalb eine Austauschkinetik als Verteilung von
Ratenkonstanten beschrieben werden kann.

Eine gebriauchliche Methode zur Auswertung Kkinetischer Austauschdaten wird durch das
Dreikomponentenmodell beschrieben. Hier werden allen austauschbaren Amid-Protonen drei
unterschiedliche Ratenkonstanten zugeordnet und mit deren Hilfe versucht den kinetischen Verlauf der
Austauschreaktion zu beschreiben. Da jedoch jedes Amid-Proton eine individuelle Austauschrate besitzt,
kann eine derartige Auswertung nur eine ungenaue Néherung beschreiben.

Am genauesten kann eine Austauschkinetik von N austauschbaren Amid-Protonen demnach durch
eine Summe von N Exponentialfunktionen beschrieben werden. Da jedoch in einer derartigen
Auswertung keine Riicksicht auf den experimentellen Fehler genommen wird, ist hier im Gegensatz zur
Gruppierung in drei Ratenkonstanten von einer Uberinterpretation der Daten auszugehen.

Aus diesem Grund wurde von Z. Zhang et al. [113] eine Maximum-Entropie-Methode (MEM) zur
Auswertung von Wasserstoff/Deuterium Austauschreaktionen entwickelt. Mit Hilfe dieser Methode
konnen Austauschreaktionen als Ratenkonstantenverteilung unter Einbeziehung des experimentellen
Fehlers ausgedriickt werden. Dabei stellt MEM eine statistische Methode dar, welche es erlaubt, das
Ergebnis mit der hochsten Wahrscheinlichkeit auf Basis der experimentellen Fehler zu liefern.

In einem Peptid mit N austauschbaren Protonen kann die Austauschkinetik durch ( 15 ) dargestellt

werden.

N
D=N - Zexp(— kit)

i=1

(15)

Dabei wird die Zahl der in ein Peptid oder Protein eingebauten Deuteronen (D) als Summe von
Exponentialfunktionen eines jeweiligen Deuterons (i) mit dessen spezifischer Ratenkonstante (k;) und
seiner Reaktionszeit (t) definiert.

Durch Anwenden der Laplace-Transformation kann ( 15 ) auch durch ( 16 ) ausgedriickt werden.
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D=N - ifk exp(—kt)

k=k,

(16)

Dabei wird die Austauschkinetik durch die Wahrscheinlichkeit (fy) beschrieben, dass das
Reaktionssystem Ratenkonstanten zwischen log k und log k + A log k aufweist. k; und k, beschreiben
jeweils die niedrigste und hochste Ratenkonstante, welche im System vorkommen kann. Definiert
werden kann dieser Bereich durch die Zahl und den Zeitraum der experimentellen Bedingungen.

Ziel der Darstellung von Ratenkonstanten-Wahrscheinlichkeiten ist es, ebenfalls den
experimentellen Fehler mit in die Kalkulation der Verteilung einzubeziehen. Aus diesem Grund wird die
Entropie, also die Unschirfe des Systems, maximiert, so dass ein Ergebnis, welches um den
experimentellen Fehler bereinigt ist, vorliegt.

Aus diesem Grund geht in die MEM-Auswertung die Definition der Entropie nach Skilling mit ein
[114].

S = —if{ln(%]—l}
(17)

Dadurch kann die Wahrscheinlichkeit (fy) bestimmt werden, mit welcher die Ratenkonstante k
erhalten wird. A spiegelt den wahrscheinlichsten Wert oder die relative Haufigkeit von f; wieder, falls
keine weiteren Bedingungen eingefiihrt werden kdnnen.

Der Prozess der Maximierung der Entropie unterliegt als einziger Bedingung der Einschrinkung

gemil des experimentellen Fehlers, welcher durch ( 18 ) berticksichtigt wird.

(Dcalc _Dexp)
2 _
7’ = Z t O_tz t

(18)

Ohne die Einfilhrung dieser Einschrinkung wére die Entropie dann maximal, wenn alle
Wahrscheinlichkeiten (fi) eine Ratenkonstante k zu erhalten gleich wéren. Damit erhielte man eine
gleichmiBig Verteilung von Ratenkonstanten in Form einer Parallele zur X-Achse. Die Bedingung der

Entropiemaximierung (y°) ist nun an die Standardabweichung (o) zum Zeitpunkt t mit der experimentell

bestimmten Anzahl an ausgetauschten Deuteronen ( D;*" ) zum Zeitpunkt t und der aus ( 16 ) ermittelten

Anzahl an Deuteronen ( D) gekniipft.
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Dadurch erhilt man eine Héufigkeitsverteilung von Ratenkonstanten als Funktion des Logarithmus

der Ratenkonstanten.
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4 Ergebnisse

Die Ergebnisse dieser Arbeit werden im Folgenden prisentiert. Verschiedene synthetische
Modellpeptide wurden hinsichtlich ihrer Struktur und strukturellen Dynamik charakterisiert. Des
Weiteren wurden einige der Peptide noch hinsichtlich ihrer Fusogenitit untersucht.

Zunidchst wird eine verbesserte Auswertung von Zirkular Dichroismus Daten kleiner Peptide
gezeigt.

Weiterhin wird in den folgenden Kapiteln der Einfluss von unterschiedlichen Zusammensetzungen
der beiden Aminoséuren Leucin und Valin auf die Sekundérstruktur und Dynamik fusogener Peptide
genauer beleuchtet.

Ein weiteres Augenmerk gilt den flankierenden Resten derartiger Modellpeptide. Die beiden
Aminosduren Histidin und Lysin wurden hier vergleichend betrachtet.

N-terminale Acylketten an Modellpeptiden wurden ebenfalls einer detaillierten Untersuchung

unterzogen.

4.1 Entwicklung des Zirkular Dichroismus-CDNN/PEPFIT Algorithmus

Die Sekundérstruktur von Proteinen bis hin zu kleinen Peptiden kann mit Hilfe der Zirkular
Dichroismus-Spektroskopie schnell bestimmt werden. Fiir die Interpretation der CD-Spektren werden in
den meisten Fillen die Spektren von strukturell gut charakterisierten, globuldren Proteinen,
herangezogen, mit deren Hilfe eine unbekannte Struktur eines Proteins iiber einen Vergleichs-
Algorithmus bestimmt wird.

Eine weit verbreitete Software zur Auswertung von CD-Spektren ist der CDNN-Algorithmus, mit
dessen Hilfe die Sekundérstruktur von Proteinen bestimmt werden kann. Fiir die Auswertung von
Sekundarstrukturanteilen kleiner Peptide hat sich dieser Algorithmus jedoch als ungeniigend erwiesen.
Globuldre Proteine haben im Gegensatz zu Peptiden Tertidrstrukturen, wie sehr lange gedrehte
B-Faltblatt-Strukturen oder auch geknickte, gepackte a-helikale Strukturen. AuBlerdem findet sich in
globuldren Proteinen eine Uberreprisentation von a-helikaler Sekundirstruktur. Dies fiihrt hiufig zu
einer deutlichen Missinterpretation von CD-Daten kurzer Peptide, vor allem einer Uberbewertung des
Anteils an a-Helix innerhalb der Peptide.

Das Hauptaugenmerk dieser Arbeit richtete sich auf die strukturelle Charakterisierung von
synthetischen Peptiden, weshalb eine exakte und schnelle Methode der Auswertung von CD-Daten
notwendig war.

Zur verbesserten Bestimmung der Sekundarstruktur kleiner Peptide wurde der PEPFIT-Algorithmus

[115] entwickelt. In diesen PEPFIT-Algorithmus wurden kiinstliche Modellspektren, welche auf einer
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Reihe von kleinen Homopolymeren als auch Heteropolymeren basierten, implementiert. Die Strukturen
der Polymere waren aus NMR-Daten und/oder Rontgenstrukturaufkldrungen bekannt. Aufgrund der
Tatsache, dass die PEPFIT-Software ein manuelles Angleichen der Kurven an die experimentellen Daten
erfordert und somit ebenfalls nicht frei von Fehlern ist und dies aulerdem eine duferst zeitaufwendige
Prozedur darstellt, wurde in dieser Arbeit eine Moglichkeit entwickelt, die Schnelligkeit und
automatisierte Auswertung der CDNN-Software mit der Spezifitit der PEPFIT-Software fiir kleine
Peptide zu kombinieren.

Zuerst wurden dafiir 20 virtuelle CD-Spektren mit Hilfe von PEPFIT unter Vorgabe bestimmter
Sekundarstrukturgehalte riickgerechnet. Diese 20 Spektren repridsentieren einen Querschnitt iiber
verschiedenste Kombinationen aus den Sekundérstrukturelementen o-Helix, B-Faltblatt, allgemeinem
Schleifen-Motiv und unstrukturiertem Zufallsknduel. Abb. 16 A zeigt die prozentualen Sekundérstruktur-
anteile der virtuellen Referenzpeptide und Abb. 16 B deren zugehdrigen CD-Spektren.

>
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Sekundarstrukturanteil
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N o-Helix [ Schleife 180 200 220 240 260
[ B-Faltblatt pmm Zufallsknauel Wellenlange [nm]

Molare Elliptizitat x10-*[deg cm2dmol-']

Abb. 16: Referenzspektren fir den CDNN/PEPFIT-Algorithmus. A, Sekundarstrukturanteile der 20 virtuellen
Referenzpeptide. B, CD-Spektren der 20 Referenzpeptide. 100% der Strukturen o-Helix, B-Faltblatt, Schleife und
Zufallsknduel sind markiert.

Die Referenzspektren wurden mit Hilfe der Kalkulationssoftware Origin in numerische Werte,
welche Wellenlinge zu molarer Elliptizitit darstellen, konvertiert. Ein Datenfile, welches diese
numerischen Reihen aller zwanzig Peptide enthielt, wurde in ein CDNN kompatibles File konvertiert. Da
der CDNN-Algorithmus auf einem kiinstlichen neuronalen Netzwerk beruht, wurde die Software mit den
neu implementierten Spektren trainiert.

Die Funktionalitit der trainierten CDNN-Software mit den Peptid-Referenzspektren wurde im
Vergleich zur herkdmmlichen PEPFIT-Software und der CDNN-Software mit einem Standardsatz an
TMD-Peptiden evaluiert. Abb. 17 A zeigt CD-Spektren von LV16 in verschiedenen Mischungen von
TFE und wissrigem Puffer. Das Peptid wurde von 100 % TFE nach 20% TFE/ 10 mM
Ammoniumacetat Puffer (v/v) titriert. Dabei zeigte sich, dass das Spektrum des Peptids in 100 % TFE

einem sehr a-helikalem Muster entspricht und wihrend der Titration hin zu wéssrigem Medium in ein

44



Kapitel 4: Ergebnisse

B-Faltblatt Spektrum wechselt. Die Auswertung der aufgezeichneten Spektren ist in Abb. 17 B gezeigt.
Dabei reprasentieren die geschlossenen Symbole die Ergebnisse des neuen CDNN/PEPFIT-Programms
und die offenen Symbole zeigen die Auswertung mittels CDNN. Nur CDNN/PEPFIT offenbarte auch in
der Auswertung den markanten Umschwung von a-Helix zu B-Faltblatt, wihrend CDNN das B-Faltblatt

Spektrum als sehr a-helikal interpretierte.

A = B —— [-=- a-Helix; —— /-« - B-Faltblatt
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Abb. 17: Validierung von CDNN/PEPFIT: A, CD-Spektren von 20 uM LV16 in verschiedenen Mischungen von TFE
und 10 mM Ammoniumacetat Puffer pH 7,4. Die Prozentangaben beschreiben die Konzentration an TFE (% V/V). B,
Auswertung der Spektren aus A mit Hilfe von CDNN und Protein Referenzspektren (offene Symbole), und mit Hilfe
von CDNN/PEPFIT (geschlossene Symbole); kreisformige Symbole bezeichnen die a-Helix, dreieckige Symbole das
B-Faltblatt. C, CD-Spektrum von LV16 G8P9 1 mol-% in POPC/DOPE/DOPS Liposomen. D, Auswertung nach
Sekundarstruktur mit Hilfe von CDNN, PEPFIT und CDNN/PEPFIT (C/P).

Als weiterer Test wurde das in Abb. 17 C gezeigte Spektrum von LV16 G8P9 in
POPC/DOPE/DOPS Membranen ausgewertet. Dabei wurden fiir die Auswertung des Spektrums,
welches die charakteristischen Merkmale eines P-Faltblatt-Spektrums aufweist, alle drei Algorithmen
benutzt. CDNN/PEPFIT erkennt wie die original PEPFIT-Software den hohen Anteil an [3-Faltblatt,

wihrend der CDNN-Algorithmus einen markanten o-helikalen Sekundérstrukturanteil anfittet (Abb. 17
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D). Der CDNN/PEPFIT-Algorithmus zeigte in weiteren Tests eine verbesserte Auswertung im Vergleich

zu CDNN und erwies sich als wesentlich einfacher in seiner Handhabung als die PEPFIT-Software.

4.2 Synthetische Modellpeptide

Eine Reihe von synthetischen Modellpeptiden wurde in vorliegender Arbeit hinsichtlich ihrer
strukturellen und funktionellen Eigenschaften charakterisiert. Das Design dieser Peptide wurde zum Teil
in frilheren Arbeiten entwickelt [45]. In Anlehnung an natiirlich vorkommende TMDn von SNARE-
Proteinen wurden hydrophobe Kernsequenzen aus unterschiedlichen Verhiltnissen von a-Helix-
stabilisierenden und -destabilisierenden Aminosduren zusammengesetzt.

Die Primarstrukturen dieser synthetischen Modellpeptide sind in Abb. 18 zusammengefasst.

Nachfolgend werden diese Peptide als ,,LV-Peptide* bezeichnet.

A
L16 KKKWLLLLLLLLLLLLLLLLKKK
LLV16 KKKWLLVLLVLLVLLVLLVLKKK L/V-
LV16 KKEWLVLVLVLVLVLVLVLVKKK Verhaltnis
VVL16 KEKEWVVLVVLVVLVVLVVLVEKKK
LVL KEKWLLLLLVVVVVLLLLLLEKKK
VLV KEKKWVVLLLLLLLLLLLVVVEEKEK unregelmaBige
L-LV-L KEKWLLLVLVLVLVLVLLLLEKK Varianten
LV-L-LV KEKWLVLVLLLLLLLVLVLVEKKK
H6-L16 HHHWLLLLLLLLLLLLLLLLHHH .
HB6-LV16 HHHWLVLVLVLVLVLVLVLVHHH H'S'
HB6-LV16 G8P9 HHHWLVLVLVLGPVLVLVLVHHH Varianten
LV16 KEKWLVLVLVLVLVLVLVLVEKK
LV16 G8 KEKWLVLVLVLGLVLVLVLVEKK
LV16 P8 KKEWLVLVLVLPLVLVLVLVKKK Helix-
LV16 G8P9 KKKWLVLVLVLGPVLVLVLVKKK brecher
LV16 P8G9 KKKWLVLVLVLPGVLVLVLVKKK
LV16 GB6P10 KEKWLVLVLGLVLPLVLVLVKKK
LV16 GPPG KEKKWLVLVGPLVLVPGLVLVKKK
LV12 KEKWLVLVLVLVLVLVEKEKK
LV16  KKKWLVLVLVLVLVLVLVLVKKK hydrophobe
LV20 KEKKWLVLVLVLVLVLVLVLVLVLVKEKK Lange
LV24 KEKKWLVLVLVLVLVLVLVLVLVLVLVLVEKKK
ac2 LV16 ac2-KKKWLVLVLVLVLVLVLVLVEKKK
ac8 LV16 acB8-KKKWLVLVLVLVLVLVLVLVEKKK acylierte
ac12 LV16 acl2-KKEKWLVLVLVLVLVLVLVLVEKKK Varianten
acl16 LV16 acl6-KKKWLVLVLVLVLVLVLVLVKKK

Abb. 18: Die Primarstruktur der verwendeten synthetischen Modellpeptide. A, Peptide mit unterschiedlichem
Leucin/Valin (Leu/Val) Verhaltnis im hydrophoben Kern. B, o-Helix-stabilisierendes Leucin (Leu) und oa-Helix-
destabilisierendes Valin (Val) wurden zur terminalen Stabilisierung oder Destabilisierung des hydrophoben Bereichs
der Peptide genutzt. C, Peptide mit Histidin (His) als flankierenden Aminosauren. D, Auf dem Hintergrund einer LV16
Sequenz wurde an unterschiedlichen Positionen und in unterschiedlicher Zusammensetzung Glycin (Gly) und/oder
Prolin (Pro) eingefugt. E, Auf Basis einer alternierenden Leu/Val Sequenz wurde die Lange des hydrophoben
Kernsegments variiert. F, Auf Basis einer alternierenden Leu/Val Kernsequenz wurde N-terminal eine Acetyl-,
Octanoyl-, Lauryl- bzw. Palmitoyl-Kette gekoppelt.
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Abb. 18 A zeigt Sequenzen deren hydrophober Kern eine Linge von 16 Aminosiduren aufweist.
Strukturelle Unterschiede sollten mit diesen Sequenzen den Einfluss der B-verzweigten Aminoséure
Valin auf eine a-Helix von Leucin-Resten klidren. Valin wirkt wegen seiner Seitenkette als o-Helix-
destabilisierend wahrend Leucin die Ausbildung einer a-helikalen Struktur nicht behindert[92, 116, 117].

Um zu testen ob die unterschiedliche konformationelle Flexibilitdt der Peptide im Zentrum der
hydrophoben Kernsequenz oder in den terminalen Bereichen dieser Kernsequenz in Korrelation zur
Funktion entscheidend ist, wurden die in Abb. 18 B gezeigten Sequenzen benutzt. Sie enthalten entweder
im Zentrum ihrer Sequenz einen Block aus Valin-Resten oder jeweils terminal des hydrophoben Bereichs
Blocke von Valin.

In vorhergehenden Arbeiten konnte gezeigt werden, dass der Ladung nicht jedoch der Art der
flankierenden Aminosduren der Peptide eine wichtige Bedeutung fiir die Fusion zukommt [118]. In
Abhéngigkeit der Ladung der flankierenden Aminosduren konnte das fusogene Potential auf die Sequenz
des hydrophoben Kerns reduziert werden. Histidin(His)-flankierte Peptide wiesen die gleiche Fusogenitit
auf wie Lysin(Lys)-flankierte Peptide, solange die Histidin-Seitenkette geladen war. Bei
physiologischem pH ist die e-Aminogruppe der Lysine sehr wahrscheinlich protoniert, wéhrend der
Imidazolring der Histidine (pKa = 6) ungeladen ist. Anhand der in Abb. 18 C gezeigten Sequenzen sollte
der strukturelle Einfluss der flankierenden Aminoséduren getestet werden.

Glycin(Gly) und Prolin(Pro) sind bekannt dafiir a-helikale Strukturen zu brechen. Thr Einfluss auf
die Struktur und strukturelle Dynamik wurde getestet, indem jeweils eine oder beide dieser Aminosduren
auf eine alternierende hydrophobe Kernsequenz aus Leucin und Valin aufgesetzt wurden. Abb. 18 D
zeigt die verschiedenen Sequenzen mit den Helixbrecher-Motiven.

Hydrophobe Sequenzen zeigten beziiglich ihrer Fusogenitidt in dem verwendeten Membransystem
eine Préferenz fiir eine bestimmte Linge ihrer hydrophoben Kernsequenz. Mittels der in Abb. 18 E
dargestellten Peptide, welche eine alternierende Leu/Val Kernsequenz unterschiedlicher Lénge
aufwiesen, wurden strukturelle Eigenschaften in Abhingigkeit der Lange der Kernsequenz getestet.

Natiirlich vorkommende, fusogene Proteine weisen zum Teil Acylierungen auf. Aus diesem Grund
wurde ein weiterer Satz an Peptiden mit N-terminaler Acylierung unterschiedlicher Lénge genutzt
(Abb. 18 F), um den Einfluss der Acylketten aus strukturellen Einfliissen heraus zu untersuchen.

Diese Peptide werden in den folgenden Kapiteln hinsichtlich ihrer strukturellen und
strukturdynamischen Figenschaften charakterisiert. Die Fusogenitét einiger Peptide wurde bereits in
fritheren Arbeiten untersucht [45, 118]. Einige neue Sequenzen wurden hier hinsichtlich ihrer

Fusogenitit untersucht.
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4.3 Struktur-Eigenschaften der aliphatischen Varianten

Peptide mit unterschiedlichem Verhéltnis an Leucin zu Valin bildeten die Basis der vorliegenden
Arbeit. In fritheren Arbeiten [45] wurde ein Zusammenhang zwischen Fusogenitit membranintegrierter
Modellpeptide und deren konformationeller Flexibilitdt festgestellt. Verantwortlich fiir die
konformationelle Flexibilitdt dieser Peptide scheint ein sinkendes Leu/Val Verhéltnis zu sein. Die
B-verzweigte Aminosdure Val behindert die a-helikale Faltung und sorgt innerhalb einer a-Helix fiir
strukturelle Flexibilitdt. Als Flexibilitdit wird im Folgenden die Tendenz bezeichnet eine bestehende
a-Helix zum B-Faltblatt umzufalten bzw. lokal Wasserstoffbriickenbindungen zu 6ffnen ohne eine
a-Helix komplett zu entfalten.

Die Tendenz der Peptide von einer a-Helix zu einem [B-Faltblatt umzufalten, wurde mit Hilfe von
Polarititstitrationen und Zirkular Dichroismus-Spektroskopie (CD-Spektroskopie) bestimmt. Das lokale
Offnen von Wasserstoffbriicken, also die lokale Dynamik einer o-Helix, wurde mit Hilfe von
Wasserstoff/Deuterium-Austauschexperimenten ~ (H/D-Austausch) und  Elektrospray-lonisations-

Massenspektrometrie (ESI-MS) untersucht.

4.3.1 Sekundarstruktur und konformationelle Flexibilitit der aliphatischen

Varianten

Die Stabilitdt der a-helikalen Faltung wurde bestimmt, indem 20 uM Losungen der Peptide in
Trifluoroethanol (TFE), welches die Ausbildung von a-helikalen Strukturen begiinstigt [30, 119], hin zu
polaren wiassrigen Pufferlésungen (Ammoniumacetat, 10 mM, pH 7,4) titriert wurden. Ein Umfalten der
Sekundarstruktur der Peptide im Verlauf der Titration von apolarer Losung in Richtung wissriges
Medium wird als konformationelle Flexibilitit betrachtet. Die Polaritdt des Losungsmittels bei der es
zum Entfalten der a-helikalen Struktur der Peptide kommt, kann als MaB fiir die Stabilitét der Helix des
jeweiligen Peptids verwendet werden und beschreibt damit seine konformationelle Flexibilitit.

Abb. 19 A und B zeigen die jeweiligen prozentualen Sekundérstrukturanteile an a-Helix (Abb. 19
A) und p-Faltblatt (Abb. 19 B) fiir die Peptide der aliphatischen Reihe in Abhéngigkeit der
Konzentration an TFE. Aus Abb. 19 A und B wird ersichtlich, dass die Peptide ab einem 1:1 Verhéltnis
von Leucin zu Valin im hydrophoben Kern dazu neigten, im polareren Losungsmittel ihre Struktur von
einer a-Helix zu einem B-Faltblatt umzufalten. Ein hoher Anteil an Leucin dagegen stabilisierte die
a-Helix der Peptide auch in polarem Losungsmittel.

Die Sekundérstruktur der Peptide wurde ebenfalls in ihrer funktionell relevanten Umgebung,
integriert in liposomalen Membranen, bestimmt. Dazu wurden die Peptide in kleine unilamellare

Liposomen, welche aus den synthetischen Lipiden Palmitoyloleoyl-Phosphatidylcholin (POPC),
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Dioleoyl-Phosphatidylethanolamin (DOPE) und Dioleoyl-Phosphatidylserin (DOPS)
(Gewichtsverhéltnis 3:1:1) bestanden, in einem Peptid/Lipid-(P/L-)Verhéltnis von 0,01 integriert und
mittels CD-Spektroskopie deren Sekundérstruktur bestimmt.

Abb. 19 C zeigt exemplarisch Spektren einer Messung der Peptide in liposomalen Membranen. Alle
Peptide wiesen ein ausgeprigt a-helikales Spektrum auf. Lediglich das Peptid VVL16 mit einem
Leu/Val Verhiltnis von 0,46 zeigte in liposomalen Membranen eine Mischung aus o-Helix und
B-Faltblatt. Auch in Losung konnte fiir VVL16 bedingt durch die hohe Anzahl an Valin-Resten ein
erniedrigter Gehalt an o-Helix bestimmt werden. Auflerdem war fiir dieses Peptid die Polaritdt des

Losungsmittels bei der es zur Entfaltung der o-Helix kam am niedrigsten.
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Abb. 19: Bestimmung der Sekundarstruktur der aliphatischen Varianten mittels Zirkular Dichroismus-Spektroskopie.
A, Der prozentuale Anteil an a-helikaler Sekundarstruktur als Funktion der TFE-Konzentration. B, Der prozentuale
Anteil an B-Faltblatt als Funktion der TFE-Konzentration. C, CD-Spektren der aliphatischen Varianten in Liposomen
(1 mol-% Peptid in POPC/DOPE/DOPS 3:1:1 Membranen). D, Die Auswertung der Spekitren aus C nach
prozentualem Sekundarstrukturanteil (a-Helix, B-Faltblatt); Die angegebenen Fehlerbalken beschreiben die
Standardabweichung aus n=3-5 Messungen.

Die Ergebnisse der Sekundérstruktur-Analyse zeigten somit, dass ein Leu/Val-Verhéltnis von 1 noch
vorwiegend a-helikale Faltung erlaubte, wihrend ein niedrigeres Verhéltnis schnell zum Entfalten der

a-Helix fiihrte. In hohen TFE-Konzentrationen waren auch Peptide mit einem hohen Anteil an Valin

49



Kapitel 4: Ergebnisse

noch tberwiegend als a-Helix gefaltet. Auch hier zeigte sich jedoch der Einfluss von Valin

destabilisierend auf eine a-Helix einzuwirken.

4.3.2 D/H-Austausch und Helixdynamik der aliphatischen Varianten

Die Tendenz einer a-Helix zum [-Faltblatt umzufalten driickt in Ldsung die globale
konformationelle Flexibilitdt eines Peptids aus. Da jedoch in der funktionellen Umgebung der Peptide,
also integriert in Membranen, die a-Helix als dominante Struktur bestimmt wurde (Abb. 19 C, D), sollte
mittels Wasserstoff/Deuterium(H/D)-Austauschreaktionen die Stabilitdt der a-Helix eines Peptids selbst
genauer charakterisiert werden. Als Flexibilitdt einer helikalen Struktur kann nédmlich auch der Zustand
bezeichnet werden, in dem die globale Struktur makroskopisch unverdndert bleibt, jedoch kleinere
Anderungen, wie das Offnen und SchlieBen der Wasserstoff-Briicken zwischen Carbonyl-Sauerstoff und
dem Wasserstoff der Amino-Gruppe des Peptidriickgrats auftreten konnen. Eine normale rechtsgéingige
a-Helix resultiert aus intramolekularen Wasserstoff-Briicken zwischen der Carbonyl-Gruppe der ersten
(i-ten) Aminosdure und dem Wasserstoff der Amino-Gruppe der 5-ten (i+4-ten) Aminosdure. Die
Seitenketten der Aminoséuren ragen dabei nach aufen.

Der Austausch der Amid-Deuteronen im protischen Losungsmittel ist nur dann mdglich, wenn die
Amid-Deuteronen nicht Wasserstoftbriicken-gebunden sind und auflerdem zugénglich sind fiir Wasser
bzw. im Base-katalysierten Mechanismus fiir ein OH -Ion. Dadurch ist es im H/D-Austauschexperiment
moglich die Offnung einer Wasserstoffbriicke innerhalb einer a-Helix zu messen. Die Kinetik dieser
Austauschreaktion bzw. des Offnens und SchlieBens von intramolekularen Wasserstoffbriicken diente als
Mabh fiir die Dynamik der helikalen Konformation der verschiedenen Peptide.

Hierfiir wurden Losungen von deuteriertem Peptid (Amid-Protonen und austauschbare Seitenketten-
Protonen wurden durch Deuterium ersetzt) zu einer Endkonzentration von 5 pM Peptid in protoniertem
Puffer (Ammoiumacetat 10 mM, pH 6,5, 60 % TFE) verdiinnt. Die Proben wurden bei einer Temperatur
von 20 °C inkubiert. Nach definierten Zeitintervallen wurde ein Aliquot entnommen, durch Zugabe von
Sdure (Ameisensdure mit einer Endkonzentration von 1 % V/V) und durch Absenken der Temperatur
(Eisbad) die Reaktion verlangsamt, und die Masse des Peptids sofort bestimmt. Durch den
Masseunterschied zwischen dem protonierten Peptid und dem gemessenen Peptid nach einer definierten
Reaktionszeit konnte die Anzahl an geschiitzten (zum gemessenen Zeitpunkt noch nicht ausgetauschten)
Deuteronen bestimmt werden. Die Kinetik der Austauschreaktion wurde als direktes Mal} fiir die
Dynamik der a-Helix der unterschiedlichen Peptide betrachtet.

Abb. 20 zeigt exemplarisch die Massenspektren eines D/H-Austauschexperiments. Aus den
Massenspektren wird deutlich, dass sich die deuterierten dreifach geladene Peptidionen mit der Linge
der Reaktionszeit kontinuierlich hin zur Masse des protonierten Zustandes verschieben. Dem

kontinuierliche Verlauf dieser Masseverkleinerung aufgrund des Austausches von Deuterium gegen
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Wasserstoff liegt ein sogenannter EX2 Mechanismus, welcher auf lokalen Fluktuationen von

Wasserstoffbriicken-Bindungen beruht, zugrunde.

[L16 + 3D

100

deuteriert -

t =0 min
100
t=0.5min - 1
e
.
t=20h
° a2a azs a2 anG aa0 “aa Ban anz a5 G600 aGa
protoniert
B} s

Abb. 20: Reprasentative Massenspektren des L16 Peptids aus einem D/H-Austauschexperiment. Massenspektren
zeigen das Peptid zu verschiedenen Austausch-Zeitpunkten (komplett deuteriert, t=0 min (in sauren protonierten
Puffer verdlinnt), t=0,5 min, t=2 h, t=20 h und im protonierten Zustand).

Die Kinetik dieses Verlaufes konnte also im Folgenden dazu dienen die Dynamik des Offnens und
Schlieflens von Wasserstoftbriicken in o-Helices zu charakterisieren.

Abb. 21 zeigt fiir die Peptide der aliphatischen Reihe die Anzahl der verbleibenden Deuteronen als

Funktion der Zeit.
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Abb. 21: D/H-Austausch-Kinetik der aliphatischen Varianten in 80 % TFE/20 % 10 mM Ammoniumacetat Puffer

pH 6,5 (% V/V) bei 20 °C. Die Standardabweichung ergaben sich aus 3 Messungen und sind als Fehlerbalken
angegeben. Die Linien bezeichnen den exponentiellen Fit der Auswertung mittels der MEM-Analyse.
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Alle Peptide wiesen in 80% TFE eine a-helikale Struktur auf (Abb. 19). Der Unterschied in der
Kinetik des D/H-Austausches spiegelt demnach die unterschiedliche Dynamik der a-Helix wider. Dies
bedeutet, dass sich die Wasserstoffbriicken zwischen Carbonyl-Sauerstoff und Amid-Wasserstoff in den
schnell austauschenden Peptiden héufiger 6ffnen bzw. linger gedffnet bleiben als in den langsam
austauschenden. Durch Anfitten von mehrfachen Exponentialfunktionen und Auswerten der Ergebnisse
mittels Maximum-Entropie-Methode (MEM) [113] konnte jedem Amid-Deuteron eine individuelle
Austauschgeschwindigkeit zugeordnet werden. Als Ergebnis erhélt man eine
Wahrscheinlichkeitsverteilung von Ratenkonstanten, welche bereinigt auf die experimentelle
Ungenauigkeit das genaueste Resultat liefert. Um den Vergleich der Peptide auf Basis der kinetischen
Parameter zu vereinfachen, wurden die ausgetauschten Amid-Deuteronen in Bereiche verschiedener
Ratenkonstanten gruppiert. Dabei wurde zwischen stabilen Deuteronen (k < 1,7*¥107 min™), welche
innerhalb der Messzeit nicht austauschten, langsam austauschenden Amid-Deuteronen (1,7%107
min” <k < 5,3*10” min™"), Deuteronen mittlerer Geschwindigkeit (5,3*10” min" <k <1,7 min") und
schnell austauschenden Deuteronen (1,7 min" <k) differenziert. Dabei reprisentiert die stabile und
schnell austauschende Gruppe Deuteronen, welche innerhalb des Experiments nicht messbar waren.

Abb. 22 und Abb. 23 zeigen zum Einen das Ergebnis der MEM-Analyse und zum Anderen die
Populationsgrofe innerhalb der definierten Gruppen. Hier konnte gezeigt werden, dass mit steigendem
Valin-Gehalt die Anzahl der stabilen Deuteronen abnahm und hin zu schneller austauschenden Bereichen
wanderte. Bei gleichem Gehalt an a-helikaler Sekundérstruktur in 80% TFE wiesen die Peptide demnach

abhingig von ihrer Primérstruktur eine unterschiedlich stark ausgepréigte Helixdynamik auf.
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Abb. 22: Die kinetische Auswertung durch MEM-Analyse. Die Haufigkeit (relative Anzahl an ausgetauschten
Deuteronen fur einen definierten Ratenkonstantenbereich) als Funktion des Logarithmus der Ratenkonstanten fir
den Austausch der Amid-Deuteronen der Peptide, L16, LLV16, LV16 und VVL16. Die definierten Bereiche fiir stabile
Amid-Deuteronen, langsam, mittel und schnell austauschende Deuteronen sind mit gestrichelten Linien markiert und
deren PopulationsgroRe angegeben.

Weiterhin konnte offengelegt werden, dass die Geschwindigkeit im Maximum, d.h. die Spitze der
Verteilung der Ratenkonstanten, mit einem Leu/Val-Verhéltnis von <1 (VVL16) hin zu schnelleren
Ratenkonstanten wanderte. Das unterschiedliche Verhalten von VVL16 im Vergleich zu den anderen
Peptiden der aliphatischen Reihe kdnnte in seiner leicht unterschiedlichen Sekundérstruktur begriindet
sein. In der Betrachtung der Anzahlen der Deuteronen innerhalb der Ratenkonstantenbereiche (Abb. 23)

wurde jedoch eine klare Abhéngigkeit der jeweiligen Populationsgrofle vom Leu/Val Verhiltnis gesehen.

53



Kapitel 4: Ergebnisse

16
CJLLV16
[ 1LV16
I VVL16

Anzahl an Deuteronen
O N A O ©

stabil langsam mittel schnell
Ratenkonstantenbereich

Abb. 23: Die Anzahlen an Deuteronen in den definierten Ratenkonstantenbereichen aus der Auswertung mit Hilfe
der MEM-Methode. Stabile Deuteronen bezeichnen den Bereich der Ratenkonstanten k<1,7*10 min™", langsam
austauschende Deuteronen den Bereich der Ratenkonstanten 1,710 min"'<k<5,3*102 min™", mittel austauschende
Deuteronen den Bereich der Ratenkonstanten 5,3*10'2 min'1<k<1,7 min” und schnell austauschende Deuteronen
den Bereich der Ratenkonstanten 1,7 min~'<k.

Um die Aussagen der punktuell vermessenen Kinetiken zu verbessern, wurden im Folgenden
kontinuierlich vermessene Austausch-Kinetiken ausgewertet. Hierbei wurde die Austauschreaktion nach
deren Start sofort und kontinuierlich massenspektrometrisch analysiert. Diese Methode bot den Vorteil,
dass sie neben ihrer Schnelligkeit auch eine sehr geringe Standardabweichung zwischen den einzelnen
Experimenten aufwies. In Abstinden von 5s wurden iiber 2 h kontinuierlich Massenspektren der
Austauschreaktion aufgezeichnet und diese anschliefend wie die punktuell aufgezeichneten Kinetiken

ausgewertet. Abb. 24 zeigt die Kinetiken fiir die aliphatischen Varianten iiber einen Zeitbereich von 2 h.
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Abb. 24: D/H-Austausch-Kinetik der aliphatischen Varianten in 80 % TFE/20 % 10 mM Ammoniumacetat Puffer
pH 6,5 (% V/V) bei 20 °C mittels der kontinuierlichen Messmethode. Die Linien bezeichnen den exponentiellen Fit
der Auswertung mittels der MEM-Analyse. Die Standardabweichung von < 0,31 Deuteronen ergaben sich aus n=2-3
Messungen.

Auch in diesem Fall konnte, wie in der zuvor gezeigten Kinetik (Abb. 21), eine sequenzabhingige
Austauschgeschwindigkeit der helikalen Peptide festgestellt werden. Abb. 25 zeigt die ermittelte
Haufigkeit aus der Auswertung der kontinuierlich vermessenen Kinetiken als Funktion der

Ratenkonstanten der verschiedenen Peptide.
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Abb. 25: Kinetische Auswertung durch MEM-Analyse. Die relative Anzahl an ausgetauschten Amid-Deuteronen der
Peptide, L16, LLV16, LV16 und VVL16 aus den kontinuierlich vermessenen Kinetiken. Die definierten Bereiche fir
stabile Amid-Deuteronen, langsam, mittel und schnell austauschende Deuteronen sind durch die gestrichelte Linien
markiert und deren PopulationsgrofRRe ist angegeben.

Auch die jeweiligen Populationsgroen innerhalb des kontinuierlich vermessenen Experiments

(Abb. 26) waren zu denen der urspriinglichen Messmethode (Abb. 23) vergleichbar.
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Abb. 26: Anzahlen an Deuteronen in den definierten Ratenkonstantenbereichen aus der Auswertung mit Hilfe der
MEM-Methode. Stabile Deuteronen bezeichnen den Bereich der Ratenkonstanten k<1,7*10° min™, langsam
austauschende Deuteronen den Bereich der Ratenkonstanten 1,7*10'3 min'1<k<5,3*10'2 min'1, mittel austauschende
Deuteronen den Bereich der Ratenkonstanten 5,3*10'2 min'1<k<1,7 min”' und schnell austauschende Deuteronen
den Bereich der Ratenkonstanten 1,7 min~'<k.
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Zusammenfassend wurde deutlich, dass die Dynamik der a-Helix in Losung mit einer zunehmenden
Zahl an B-verzweigtem Valin anstieg. Demnach fordert Valin die konformationelle Flexibilitit und
strukturelle Dynamik der a-Helix der LV-Peptide. AuBerdem kann aufgrund des regelméfigen Musters
der LV-Peptide davon ausgegangen werden, dass der Austausch der Amid-Deuteronen und damit die
Stabilitit der o-Helix der Peptide von den terminalen Bereichen hin zum Zentrum der Sequenz

voranschreitet.

Die Arbeitsumgebung membranfusogener Peptide ist der Phospholipidbilayer. Eine Lipidmembran
weist im Unterschied zu Losungsmitteln ein Polaritétsprofil auf, welches von den polaren Kopfgruppen
der Lipide bis zur apolaren Acylkettenregion reicht. Eine membrandurchspannende a-Helix konnte
demnach in unterschiedlichen Regionen eines Lipidbilayers einer unterschiedlichen Polaritdt ausgesetzt
sein. Dieser Effekt konnte lokal die Stabilitdit der o-Helix beeinflussen. Da Aussagen zur
Struktur/Funktionsbeziehung fusogener Peptide getroffen werden sollten, war es notwendig ebenfalls
Austauschreaktionen im membranintegrierten Zustand durchzufiihren. Geht man von einer
membrandurchspannenden a-Helix aus kdnnte der Polarititsgradient des Lipidbilayers die Stabilitét von
terminalen Bereichen der Peptide verringern und die der zentralen Bereiche erhéhen. Damit kdnnte die
Helixdynamik innerhalb der liposomalen Membran stark veridndert sein.

Fiir die Messungen wurden deuterierte Peptide in liposomale Membranen aus POPC/DOPE/DOPS
(Gewichtsverhiltnis 3:1:1) integriert, deuterierte Suspensionen dieser Proteoliposomen 1:10 in
protoniertem Puffer (50 mM Ammoniumacetat, pH 7,4) verdiinnt und bei 37 °C inkubiert. Nach
verschiedenen Zeitpunkten wurde jeweils ein Aliquot entnommen, die Reaktion durch Zugabe von
Ameisensdure (Endkonzentration 1%, v/v) und durch Abkiihlen verlangsamt und im
Massenspektrometer der progressive Austausch bestimmt. Abb. 27 zeigt die Austausch-Kinetik der
Amid-Deuteronen der Peptide in Liposomen. Unter den experimentellen Bedingungen war in Liposomen
ein Austausch von mindestens 10 Amid-Deuteronen unmoglich. Auch iiber einen Zeitraum von einer
Woche blieben diese 10 Deuteronen vor einem Austausch geschiitzt. Ausgehend von einem
membrandurchspannenden Einbau der Peptide, sind diese geschiitzten Deuteronen mit hoher
Wahrscheinlichkeit den zentralen Resten der «-Helix zuzuordnen. Dies kann auf die niedrige
Membrangéngigkeit der katalytischen OH -lonen zuriickgefiihrt werden. Weiterhin kénnte jedoch auch
eine sehr hohe Stabilitdt der c«-Helix eine Ursache hierfiir sein. Die niedrige Polaritdt der zentralen
Region eines Lipidbilayers konnte so die a-Helix stabilisieren. Damit waren jedoch die zentralen

Wasserstoffbriicken der Peptide nicht fiir Aussagen {iber ihre Dynamik greifbar.
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Abb. 27: D/H-Austausch-Kinetik der aliphatische Varianten in POPC/DOPE/DOPS Membranen bei 37 °C. Peptide

wurden zu 1 mol-% im Verhaltnis zum Lipid eingebaut. Die Linien bezeichnen den exponentiellen Fit der Auswertung
mittels MEM-Analyse. Die Standardabweichung von < 0,48 Deuteronen ergaben sich aus n=2-3 Messungen.

Es konnten dennoch sequenzspezifische Unterschiede im Falle der membrandurchspannenden
a-Helices bestimmt werden. Mit steigendem Valin-Gehalt konnte auch fiir die Peptide in liposomalen
Membranen eine hohere Geschwindigkeit im Austausch gemessen werden (Abb. 28 und Abb. 29).
Zusitzlich zeigte sich auch, dass der Austausch der verschiedenen Peptide bei einer unterschiedlichen
Anzahl an geschiitzten Deuteronen zum Erliegen kam. Dies konnte auf eine unterschiedliche Insertion
der Peptide in die Membran zuriickzufiihren sein oder aber auf eine stark unterschiedliche Helixdynamik
am Rande der hydrophoben Acylkettenregion. Die Anzahl der stabilen Deuteronen sank in derselben
Reihenfolge wie in Losung, wéhrend die Anzahl der mittel und schnell austauschenden Deuteronen
anstieg (Abb. 29). Nachdem die hydrophobe Kernsequenz der aliphatischen Varianten eine Linge von 16
Aminosduren aufweist, wurden mindestens 5 Amid-Deuteronen (fir LV16 und VVL16) dieser
hydrophoben Region ausgetauscht. Auch in diesem Bereich weisen die Peptide demnach eine
Helixdynamik auf. Aus diesem Grund wird angenommen, dass die Protektion der stabilen Deuteronen

durch die mangelnde Anwesenheit der katalytischen OH -lonen verursacht wird.
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Abb. 28: Die kinetische Auswertung durch MEM-Analyse. Die relative Anzahl an ausgetauschten Amid-Deuteronen
der Peptide, L16, LLV16, LV16 und VVL16. Die Datenanalyse der in liposomalen Membranen aus
POPC/DOPE/DOPS Lipiden vermessenen Kinetik. Die definierten Bereiche fiir stabile Amid-Deuteronen, mittel und
schnell austauschende Deuteronen sind durch gestrichelte Linien markiert und deren PopulationsgroRe angegeben.

Ausgehend von der Hypothese, dass ein Austausch von Amid-Deuteronen im Kern eines Lipid-
Bilayers nicht begiinstigt ist, zeigt Abb. 29, dass die terminale Flexibilitdt der Valin-reichen VVL16
Sequenz am hochsten war. Die Peptide L16 und LLV16 zeigten im Vergleich zu LV16 und VVLI16 eine
hohere Stabilitit ihrer o-Helix.

c

§14f

121

104 16

8 8 [JLLV16
- 6 CILv1e
© 4] I VVVL16
< 2]

N 0

< stabil mittel schnell

Ratenkonstantenbereich

Abb. 29: Anzahlen an Deuteronen in den definierten Ratenkonstantenbereichen aus der Auswertun% mit Hilfe der
MEM-Methode. Stabile Deuteronen bezeichnen den Bereich der Ratenkonstanten k<1,7*10" min'1, mittel
austauschende Deuteronen den Bereich der Ratenkonstanten 1,7*10'3 min'1<k<1,7*10'1 min und schnell
austauschende Deuteronen den Bereich der Ratenkonstanten 1,7*10'1 min~'<k.
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Um Aussagen iiber die zentralen Reste der membranintegrierten Peptid-Helices zu treffen, wurde
versucht durch Verkiirzen der Acylketten der Lipide eine hdhere Anzahl an Deuteronen innerhalb der
liposomalen Membran austauschkompetent zu machen. Peptid-Helices kdnnten sich bei gleichbleibender
Lange ihrer hydrophoben Kernsequenz durch einen steileren Einbauwinkel in eine diinnere
Lipidmembran integrieren oder aber mit ihren terminalen Bereichen weiter in polarere Regionen des
Lipid-Bilayers ragen. Beide Effekte sollten einen hdheren Austausch an Amid-Deuteronen zur Folge
haben und damit die Mdglichkeit schaffen die Dynamik der a-Helix in einem weiteren Bereich zu
messen. Dafiir wurden Austausch-Kinetiken in Liposomen aus purem POPC, DMPC und DLPC
miteinander verglichen. Abb. 30 zeigt die Kinetik in den unterschiedlichen Lipid-Membranen fiir die
Peptide L16, LLV16 und LV16. Um die kinetische Analyse und die Messung der a-Helix-Dynamik
hinsichtlich der Unterschiede zwischen den Peptiden weiter zu optimieren, wurden die folgenden
Experimente in 50 mM Ammoniumformiat Puffer pH 5,5 und bei einer Temperatur von 50 °C
durchgefiihrt. Die hohe Temperatur sollte die Membran-Fluiditidt erh6hen und damit fiir eine erhohte
Wasserzugénglichkeit bzw. der katalytischen OH-Ionen sorgen, wéhrend der niedrige pH-Wert die
Reaktion selbst verlangsamen sollte, so dass Unterschiede zwischen den Peptiden besser detektiert

werden konnten.
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Abb. 30: D/H-Austausch-Kinetik der aliphatischen Varianten in verschiedenen Lipid-Membranen bei 50 °C. Die
Peptide wurden zu 1 mol-% im Verhaltnis zum Lipid eingebaut. Zur Herstellung der Liposomen wurde entweder
POPC (C16:0, C18:1), DMPC (C14:0) oder DLPC (C12:0) verwendet. Die Linien bezeichnen den exponentiellen Fit
der Auswertung mittels der MEM-Analyse. Die Standardabweichung von < 0,37 Deuteronen ergab sich aus n=2-3
Messungen.

Wihrend die Acylketten von POPC aus einer C16:0 und einer C18:1 Kette besteht, verkiirzen sich
die Ketten von DMPC (C14:0) und DLPC (C12:0). Im Maximum konnten hierbei = 2 Deuteronen mehr
ausgetauscht werden. Dies konnte nicht zur entscheidenden Verfeinerung der Messung von

Unterschieden in der a-Helix-Stabilitdt der Peptide beitragen und war somit nur als weiteres Indiz der

Membranabschirmung zu werten. Weiterhin blieben somit ca. 8 Deuteronen des Peptidriickgrats der
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Peptide fiir eine strukturelle Betrachtung unsichtbar. Abb. 31 zeigt die erhaltenen Ratenkonstanten-

Verteilungen.
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Abb. 31: Die kinetische Auswertung durch MEM-Analyse. Haufigkeit der Ratenkonstanten fiir den Austausch der
Amid-Deuteronen der Peptide, L16, LLV16 und LV16. Datenanalyse der in liposomalen Membranen aus reinem
POPC, DMPC und DLPC Lipiden vermessenen Kinetiken. Die definierte Bereiche fiir stabile Amid-Deuteronen,
mittel und schnell austauschende Deuteronen sind durch gestrichelte Linien markiert.

Mit sinkender Acylkettenldnge wurden lediglich die Anzahlen der stabilen Deuteronen zu langsam und
schnell austauschenden Deuteronen verschoben, jedoch fiir alle drei vermessenen Peptide in einem
dhnlich hohen AusmaB. Abb. 32 zeigt, dass die Unterschiede zwischen den Peptiden durch die Anderung
der experimentellen Bedingungen (Erhéhung der Temperatur und Senken des pH-Werts) leicht erhoht

werden konnten.
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Abb. 32: Anzahl an Deuteronen in den definierten Ratenkonstantenbereichen aus der Auswertung mit Hilfe der
MEM-Methode. Stabile Deuteronen bezeichnen den Bereich der Ratenkonstanten k<1,7*10'3 min'1, mittel
austauschende Deuteronen den Bereich der Ratenkonstanten 1,7*10'3 min'1<k<1,7*10'1 min™ und schnell
austauschende Deuteronen den Bereich der Ratenkonstanten 1,7*10'1 min~'<k.

Zusammenfassend wurde deutlich, dass die P-verzweigte Aminosdure Valin malgeblich die
Stabilitidt der o-Helix der Peptide beeinflusst. Neben der konformationellen Flexibilitdt fordert Valin
auch die Dynamik der a-Helix selbst, sowohl in Losung als auch im membranintegrierten Zustand.
Durch die Unterschiede in der Helixdynamik der Modellpeptide kann nun versucht werden die
Unterschiede in der Fusogenitit dieser Peptide und den Mechanismus der Membranfusion zu erkléren.
Es musste jedoch gekldrt werden ob die Helixdynamik im Falle fusogener Peptide die alleinige

Triebkraft fiir den gesamten Ablauf der Fusion darstellt.

4.3.3 Induzierte Fusion der aliphatischen Varianten

Nachdem iibereinstimmend zu fritheren Arbeiten [39, 45] detailliert geklart werden konnte, dass
konformationelle Flexibilitdit mit der Fusogenitidt von Peptiden, welche Transmembrandoméinen von
Fusionsproteinen nachahmen, verkniipft ist, sollte mit folgenden Experimenten der Zeitpunkt bestimmt
werden an welchem diese Flexibilitdt wéihrend der verschiedenen Phasen der Fusion eine Rolle spielt
bzw. ob die Helixdynamik die einzige Triebkraft fiir die Fusion von Membranen darstellt. Eine Oligo-
Leucin Sequenz war nicht in der Lage in markantem Ausmal eine Fusion von Liposomen in vitro zu
bewirken und konnte auBlerdem als sehr stabile c-Helix charakterisiert werden. Falls Flexibilitdt nur im
initialen Schritt der Fusion vom Andocken zweier Vesikel bis hin zur Bildung der ,,Stalk“-Struktur eine
Rolle spielt, so miisste das Fusions-Defizit von L16 durch Priaggregation der Liposomen iiberwunden
werden konnen.

Aus diesem Grund wurden Fusionsexperimente unter Zugabe verschiedener Mengen an divalenten
Ca'"-Ionen durchgefiihrt. Ca™ kann mit der Kopfgruppe des Phosphatidylserins, welche durch die
Phosphatgruppe netto negativ geladen ist, eine Ladungsinteraktion eingehen und somit Liposomen
miteinander verbinden und in engen Kontakt bringen. Abb. 33 A zeigt Fusionskinetiken von L16 und
LV16 jeweils mit und ohne 5 mM CaCl,. Es konnte gezeigt werden, dass eine Prdaggregation der

Liposomen die Fusogenitit von L16 erhohen kann.
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Abb. 33: Durch Praaggregation induzierte Fusion. A, Reprasentative Fusionskinetiken von L16 und LV16 Peptid mit
und ohne 5 mM CaCly. Peptid 0,5 mol-% in POPC/DOPE/DOPS (3:1:1) Liposomen. Die Kontrolle entspricht
Liposomen ohne integriertes Peptid. B. Fusion nach 1 h abzlglich Leerkontrolle. Die Fehlerbalken entsprechen der
Standardabweichung aus n=4 Experimenten.

Abb. 33 B zeigt die Ergebnisse der Fusion nach 1 h abziiglich der Werte der Kontrollen. Das
Ausmal der Fusion von L16 erreichte nicht das des fusogenen LV 16 Peptids, stieg jedoch mit Erhéhung
der CaCl, Konzentration stérker an als dies bei LV16 der Fall war und erreichte ein deutlich héheres
Ausmal an Fusion im Vergleich zu Experimenten ohne CaCl, in denen L16 als nicht-fusogen betrachtet
werden kann. Damit konnte eine entscheidende Bedeutung des Zustands der Membran fiir eine initiale
Phase der Fusion gezeigt werden. Demnach hingt die Fusogenitit des stabilen Peptides L16 vom
Zustand der Membran ab. Priaggregierte Membranen fiihren dazu, dass auch L16 zu einem gewissen
Mal fusogen wirkt. Dies zeigte auch, dass fusogene Peptide in einem initialen Schritt der Fusion bis zur
Vermischung der &ufleren Schichten der Membranen eine Rolle spielen. Spétere Phasen der Fusion
scheinen jedoch ebenfalls ein gewisses Mal} an Flexibilitit zu erfordern, da die Fusogenitit von LV16

nicht durch L16 erreicht werden konnte.

4.4 Funktion und Struktur-Eigenschaften der unregelmafigen Varianten

Nachdem im vorangehenden Kapitel der strukturelle Einfluss des Gehalts der B-verzweigten
Aminosdure Valin auf eine Peptidsequenz aus o-Helix-stabilisierenden Leucin-Resten getestet wurde,
sollte im Folgenden die sequenzspezifische Position von Valin und deren Einfluss auf die Fusogenitit
und Struktur der Peptide genauer untersucht werden. Unterschiede der Dynamik der aliphatischen
Varianten der Peptide, vor allem im membranintegrierten Fall, und eine induzierbare Fusion von L16
legten die Vermutung einer Bedeutung von Flexibilitdt fiir initiale Schritte der Fusion nahe. Deshalb
sollte das gezielte Einbringen von Flexibilitit in terminalen oder zentralen Peptiddoménen die Frage

klaren, welche dieser Bereiche einen entscheidenden Einfluss auf die Fusogenitit der Peptide ausiiben.
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Alle unregelméiBigen Varianten besitzen ein Leu/Val-Verhiltnis von 11:5, welches dem der LLV16
Sequenz entspricht. Damit sollte durch ein lokales FEinfiigen von Valinblocken die Stabilitit und
Flexibilitit in definierten Bereichen modifizierbar sein ohne die a-helikale Grundstruktur der Peptide

komplett zu destabilisieren.

4.4.1 Fusion der unregelmaRigen Varianten

Die Fusions-Experimente der unregelméifBigen Peptide LVL, VLV, L-LV-L und LV-L-LV wurden
jeweils in verschiedenen Peptid/Lipid-Verhéltnissen durchgefiihrt. Abb. 34 A zeigt die gemittelten
Fusions-Kinetiken bei einem nominellen P/L-Verhiltnis von 0,005. Die Auswertung der Kinetiken
zeigte, dass LVL und L-LV-L nicht fusogen waren, wihrend VLV und LV-L-LV eine hohere
Fusogenitiat aufwiesen als LLV16. Dennoch wurde die Fusogenitit von LV16 durch keine der
unregelmiBigen Varianten erreicht. Dadurch wurde deutlich, dass Flexibilitdt bzw. das Destabilisieren
der Peptide durch Valin in den terminalen hydrophoben Bereichen der Peptide ein Erfordernis fiir den
Fusionsvorgang darstellte, da sowohl L16, als auch die terminal stabilisierten Peptide (LVL, L-LV-L),
keine Fusogenitit bewirken konnten. Flexibilitdt in den zentralen Bereichen dagegen konnte lediglich das
Ausmal} der Fusion steigern, da die unregelmifigen Varianten mit der Zusammensetzung von LLV16

héhere Fusogenitét als LLV16 aufwiesen, jedoch nicht das von LV 16 erreichen konnten.
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Abb. 34: Fusogenitat der unregelmafligen LV-Varianten. A, Gemittelte Fusions-Kinetik von Peptiden bei einem
nominelle P/L-Verhaltnis von 0,005 in POPC/DOPE/DOPS (3:1:1) Liposomen. B, Fusion nach einer Stunde normiert

auf ein P/L-Verhaltnis von 0,0075. Die Fehlerbalken reprasentieren den Standardfehler aus 8 unabhangigen
Experimenten.

Abb. 34 B zeigt die Fusogenititen der Peptide normiert auf ein P/L-Verhaltnis von 0,0075. Hierbei
wird deutlich, dass die Peptide VLV und LV-L-LV bei gleichem Leuw/Val Verhéltnis eine hohere
Fusogenitit als LLV16 besitzen, wiahrend LVL und L-LV-L eine niedrigere Fusogenitit als das LLV16
Peptid aufwiesen. Dennoch konnte das Fusogenitits-Maximum von LV16 durch keine der

unregelmdBigen Varianten erreicht werden, was ein Erfordernis eines flexiblen Kernbereichs der Peptide
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fiir die Fusion nahelegt. Alleine aus den Fusionsexperimenten konnte jedoch nicht geklédrt werden in

welchen Stadien der Fusion die unterschiedlich flexiblen Doménen der Peptide notwendig sind.

4.4.2 Sekundarstruktur und konformationelle Flexibilitat der unregelmaBigen

Varianten

Die konformationelle Flexibilitdt im Sinne der Umfaltung von einer a-Helix zu einem (-Faltblatt
wurde durch Polaritétstitrationen und Zirkular Dichroismus Messungen bestimmt. Um eine Korrelation
zwischen Fusogenitit und Sekundirstruktur-Dynamik aufstellen zu konnen, war eine o-helikale
Grundstruktur aller Peptide in apolarem Medium in dhnlich hoher Auspragung erforderlich.

Abb. 35 A zeigt CD-Spektren der unregelmifBigen Peptid-Varianten im Vergleich zum LLV16
Peptid. Alle Peptide wiesen ein hohes Mal} an a-Helix auf. Keines der Peptide zeigte analog zu LLV16
im Verlauf der Polaritétstitration von 100% TFE zu 20% TFE eine deutliche Tendenz auf seine o-Helix
zu entfalten. Damit ist die globale Sekundarstruktur aller Peptide dhnlich stabil, was bedeutet, dass nur
ein geringes Mall an konformationeller Flexibilitit durch die Blocke an Valin-Resten in die Peptide
eingebracht wurde. Abb. 35 B zeigt den prozentualen Anteil an o-helikaler Struktur als Funktion der
TFE-Konzentration. Abnahmen im Gehalt an a-Helix wurden zu &hnlich hohen Teilen durch -Faltblatt
und Zufallskniuel-Struktur kompensiert. Damit zeigte sich in allen Peptiden eine é&hnlich stark

ausgepragte schwache Tendenz zur Umfaltung zum B-Faltblatt.
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Abb. 35: Bestimmung der Sekundarstruktur der unregelmaBigen Varianten mittels Zirkular Dichroismus
Spektroskopie. A, CD-Spektren der Peptide in 100 % TFE und 20 % TFE/10 mM Ammoniumacetat Puffer pH 7,4. B,
Auswertung des Gehalts an a-Helix als Funktion der TFE-Konzentration.

Aus Abb. 35 wird ersichtlich, dass sich lediglich ein leichtes Maximum an Stabilitét fiir LLV16
zeigte, was auf die gleichméBige Verteilung der o-Helix-stabilisierenden Aminosdure Leucin
zuriickzufiihren ist. Hingegen kann die Anhiufung der destabilisierenden Aminosdure Valin in
verschiedenen Bereichen der unregelmifigen Varianten den leichten Unterschied zu LLV16 erkléren.
Fir die Peptide VLV und LVL wurde der geringste Anteil an a-Helix detektiert, dennoch war die
Struktur aller Peptide tiberwiegend helikal.

Auch die Sekundirstruktur im membranintegrierten Zustand zeigte fiir alle unregelmifBigen
Varianten ebenso wie fiir LLV16 einen hohen und #hnlich stark ausgepridgten Anteil an o-helikaler

Faltung. Abb. 36 A zeigt exemplarisch CD-Spektren der Peptide zu 1 mol-% in POPC/DOPE/DOPS
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Liposomen. Abb. 36 B gibt den prozentualen Gehalt der Sekundéarstrukturmotive a-Helix und B-Faltblatt

wider.
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Abb. 36: Zirkular Dichroismus und Sekundarstruktur der unregelmagigen LV-Peptide in Membranen. A, CD-Spektren
der unregelmafigen Varianten der Peptide in Liposomen (1 mol-% Peptid in POPC/DOPE/DOPS 3:1:1 Membranen).
B, Auswertung nach prozentualem Sekundarstrukturanteil (a-Helix, B-Faltblatt) der Peptide in Liposomen; Die
Fehlerbalken beschreiben die Standardabweichung aus n=3-4 Messungen.

Unterschiede im a-Helix- und B-Faltblatt-Gehalt zwischen den verschiedenen Peptiden bewegten
sich innerhalb der Standardabweichung und wurden deshalb als nicht signifikant angesehen.

Da hier ein unterschiedlich ausgeprigtes fusogenes Potential in den unregelméifigen Varianten der
LV-Peptide festgestellt wurde, welches jedoch nicht durch globale konformationelle Flexibilitit erklért
werden konnte, war die strukturelle Ursache fiir diesen Unterschied in der Dynamik der a-Helix der

Peptide zu suchen.

4.4.3 D/H-Austausch und Helixdynamik der unregelmaBigen Varianten

Es konnte nur eine sehr geringe konformationelle Flexibilitit der unregelméfBigen Varianten
festgestellt werden. Wasserstoff/Deuterium-Austauschexperimente sollten die Unterschiede in der
Dynamik der a-Helix offenlegen. Abb. 37 zeigt die kontinuierlich vermessene Austauschkinetik der
unregelmdfigen Varianten der LV-Peptide. Dabei wurde ersichtlich, dass die im Zentrum des
hydrophoben Kerns destabilisierte Variante LVL in Losung den schnellsten Austausch aller Amid-
Deuteronen vollzog, wihrend VLV ca. 8 Amid-Deuteronen deutlich langsamer austauschte. Die
Varianten L-LV-L und LV-L-LV unterschieden sich nicht, tauschten jedoch insgesamt schneller aus als

LLV16. L16 diente hier als stabile Kontrolle und zeigte den langsamsten kinetischen Verlauf.
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Abb. 37: Die DHX-Kinetik der unregelmafigen Varianten in 80 % TFE/20 % 10 mM Ammoniumacetat Puffer pH

6,5 bei 20 °C. Die Linien bezeichnen den exponentiellen Fit der Auswertung mittels der MEM-Analyse. Die
Standardabweichung von <0,32 Deuteronen ergaben sich aus n=3 Messungen.

Nach Auswertung der Kinetiken und Bestimmung der Héufigkeitsverteilung der Ratenkonstanten
(Abb. 38) wurde ersichtlich, dass bei den Peptiden LVL und L-LV-L eine hohere Anzahl an langsam und
mittel austauschenden Deuteronen auftrat. Diese sind wahrscheinlich den destabilisierten Kernregionen
der Peptide zuzuordnen, welche im vorliegenden Falle mit hoher Wahrscheinlichkeit vor einigen Amid-
Deuteronen der terminalen Regionen austauschten. Weiterhin war die Anzahl der schnell austauschenden
Deuteronen in den terminal mit Valin angereicherten Peptiden (VLV, LV-L-LV) leicht erhoht, was eine
gesteigerte Flexibilitdt der ohnehin flexiblen terminalen Bereiche verdeutlichte. Die stabilen Deuteronen
der VLV und der LV-L-LV Sequenz konnten so den zentralen Leucinen zugeordnet werden. Einem dem
L16 sehr dhnlich hohe Stabilitdt wurde den zentralen Bereich der VLV Sequenz zugesprochen. Der
experimentelle Beleg fiir die Lokalisierung der Austauschorte und Zuordnung der Deuteronen

verschiedener Austauschgeschwindigkeit, wie sie hier vorgenommen wurde, wird in 4.4.4 gezeigt.
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Abb. 38: Kinetische Auswertung durch MEM-Analyse. Haufigkeit der Ratenkonstanten fiir den Austausch der Amid-
Deuteronen der Peptide, L16, LLV16, LVL, VLV, L-LV-L und LV-L-LV aus den kontinuierlich vermessenen Kinetiken.
Die definierten Bereiche flr stabile Amid-Deuteronen, langsam, mittel und schnell austauschende Deuteronen sind
durch gestrichelte Linien markiert und deren PopulationsgréRe angegeben.

Demnach konnte aus der Verteilung der Haufigkeiten fiir spezifische Ratenkonstanten die regionale
Flexibilitdat innerhalb einer Peptid-Helix genauer charakterisiert werden. Aus Abb. 38 wird ebenfalls
ersichtlich, dass ein ausgeprigtes Maximum im Falle der zentral destabilisierten Varianten die
Ratenkonstanten-Verteilung der Peptide beschreibt. Somit konnte ein zentrales Destabilisierungsmotiv

ein kurzes a-helikales Peptid in Losung {iber einen weiteren Bereich der a-Helix gleichméBig dynamisch
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machen, wihrend eine Oligo-Leucin-Sequenz von den Termini zum Zentrum hin immer stabiler wird.
Dies wiirde auch fiir die VLV Sequenz zutreffen, welche an den Termini noch instabiler wire als L16,

aber ebenfalls in Richtung Kern-Sequenz stabiler wiirde.
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Abb. 39: Anzahlen an Deuteronen in den definierten Ratenkonstantenbereichen aus der Auswertung mit Hilfe der
MEM-Methode. Stabile Deuteronen bezeichnen den Bereich der Ratenkonstanten k<1,7*10'3 min’1, langsam
austauschende Deuteronen den Bereich der Ratenkonstanten 1,7*10'3 min'1<k<5,3*10'2 min'1, mittel austauschende
Deuteronen den Bereich der Ratenkonstanten 5,3*10'2 min'1<k<1,7 min” und schnell austauschende Deuteronen
den Bereich der Ratenkonstanten 1,7 min~'<k.

Durch die gleichmidfige Polaritit und Losungsmittelzugénglichkeit der Peptide in 80% TFE konnte
der Austausch der Amid-Deuteronen der zentralen Valin-Reste mit gleich hoher Wahrscheinlichkeit
stattfinden wie der der terminalen Reste. Der ratenlimitierende Schritt in Ldsung ist ndmlich
hauptsichlich das Offnen der intramolekularen Wasserstoftbriicke. Damit kann in den unregelmiBigen
Varianten nicht mehr von einem sukzessiven Voranschreiten der Austauschreaktion von den terminalen
Bereichen hin zum Zentrum ausgegangen werden. Es scheinen sich hier die jeweiligen
Austauschgeschwindigkeiten von terminalen Amid-Deuteronen und zentralen zu iiberlagern, was die
Auswertung hinsichtlich der Lokalisierung der Stabilitit der a-Helix erschwert. Eine Abschirmung des
zentralen Bereichs der Peptide durch die hydrophobe Acylkettenregion des Lipid-Bilayers sollte eine
tatsdchlich relevante Dynamik von terminalen Peptid-Bereichen offenlegen. Abb. 40 zeigt die

Austausch-Kinetik fiir die unregelméfBigen Peptid-Varianten im membranintegrierten Zustand.
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Abb. 40: DHX-Kinetik der unregelmaRigen Varianten in Lipid-Membranen bei 50 °C in 50 mM Ammoniumformiat
Puffer pH 5,5. Die Peptide wurden zu 1 mol-% im Verhaltnis zum Lipid eingebaut. Es wurden Liposomen bestehend
aus POPC/DOPE/DOPS (3:1:1) verwendet. Die Linien bezeichnen den exponentiellen Fit der Auswertung mittels der
MEM-Analyse. Die Standardabweichung von <0,37 Deuteronen ergab sich aus n=2-3 Messungen.

Mit Hilfe der Austausch-Kinetiken konnte gezeigt werden, dass die reine terminale Flexibilitit der
Peptide gemessen wurde, da die austauschbaren Regionen der Peptide in ihrer Kinetik nach dem Gehalt
an destabilisierenden Valin-Resten in den terminalen Bereichen (in der Reihenfolge: VLV>LV-L-LV-
L>LLV16=L-LV-L>LVL>L16) an Geschwindigkeit zunahmen. Stabile Deuteronen nahmen im Falle der
terminal destabilisierten Peptide (VLV, LV-L-LV) zu Gunsten von Amid-Deuteronen, welche schnell
und/oder mit mittlerer Geschwindigkeit austauschten (Abb. 41 und Abb. 42), ab.
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Abb. 41: Kinetische Auswertung durch MEM-Analyse. Haufigkeit der Ratenkonstanten fiir den Austausch der Amid-
Deuteronen der Peptide, L16, LLV16, LVL, VLV, L-LV-L und LV-L-LV. Datenanalyse der in liposomalen Membranen
aus POPC/DOPE/DOPS vermessenen Kinetik. Die definierten Bereiche fur stabile Amid-Deuteronen, mittel und
schnell austauschende Deuteronen sind durch gestrichelte Linien markiert und deren PopulationsgroRe angegeben.

Abb. 41 zeigt ebenfalls, dass sich die Peptide LVL und L-LV-L nicht von der regelmifBigen
Muttersequenz LLV16 unterscheiden. Damit konnte eine terminale Flexibilitit im Falle der
membranintegrierten Peptide, welche terminal destabilisierte Sequenzen aufweisen, gezeigt werden und
im Unterschied zu den Austauschreaktionen in Ldsung entkoppelt von der jeweiligen Stabilitdt im

zentralen Bereich der Peptide gemessen werden.
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Abb. 42: Anzahlen an Deuteronen in den definierten Ratenkonstantenbereichen aus der Auswertun% mit Hilfe der
MEM-Methode. Stabile Deuteronen bezeichnen den Bereich der Ratenkonstanten k<1,7*10" min'1, mittel
austauschende Deuteronen den Bereich der Ratenkonstanten 1,7*10'3 min'1<k<1,7*10'1 min™ und schnell
austauschende Deuteronen den Bereich der Ratenkonstanten 1,7*10™" min”'<k.

Die Ergebnisse zeigen (Abb. 42), dass lokal destabilisierende Muster einen starken Einfluss auf die
Stabilitdt und Flexibilitét einer a-Helix in Losung ausiiben. Dahingegen konnte eine Lipid-Membran
zentrale Bereiche einer Peptid-a-Helix sehr gut abschirmen und die Flexibilitit der terminalen Reste der
membranintegrierten o-Helix definieren. Obwohl in Losung die Kinetik des Austausches fiir LVL
gesamt schneller verlief als fiir VLV, konnte auch hier festgestellt werden, dass die Population der
schnell austauschenden Amid-Deuteronen fiir VLV hoher war als fiir LVL. Dies scheint zum einen zu
bestdtigen, dass die terminalen Bereiche sehr instabil sind und weiter durch Blocke aus Valin
destabilisiert werden. Zum anderen jedoch auch, dass die Flexibilitit einer o-Helix von den
Randbereichen her zum Zentrum zunimmt und dort ebenfalls durch die Aminosdurezusammensetzung
beeinflusst wird. Demnach spiegelt das Verhalten einer o-Helix in Losung sehr genau die Stabilitét
wieder, welche in der Membran vorherrschen kann. Die Austauschkinetiken miissen jedoch differenziert
nach Populationen von Deuteronen betrachtet werden, welche mit einer definierten Geschwindigkeit
austauschen, um diese den jeweiligen Bereichen einer a-Helix zuordnen zu konnen. Ein weiterer

Hinweis auf die Lokalisierung der Austauschorte wird im folgenden Kapitel angefiihrt.

4.4.4 Lokalisierung der Austausch-Orte in den unregelméBigen Varianten

Um zu demonstrieren, dass der Austausch der unregelméBigen Varianten der LV-Peptide nicht
graduell von den Termini her stattfindet, sondern im Extremfall des LVL-Peptids der zentrale Valin-
Block schneller austauscht als einige terminale Leucin-Reste und damit dynamischer ist als die
Randbereiche, wurden weitere Experimente durchgefiihrt. Nachdem bereits gezeigt werden konnte, dass
bei der im zentralen hydrophoben Kern sehr stark destabilisierten Sequenz LVL ein Austausch im Falle
der Membranintegration bei ca. 10 geschiitzten Deuteronen zum Erliegen kommt (Abb. 40), konnte fiir
nachfolgendes Experiment eine dauerhafte und starke Protektion einiger zentraler Reste angenommen
werden. Die im Text erwédhnten Zeitpunkte sind in Abb. 43 als die jeweilige Anzahl an geschiitzten (am

Peptid vorhandenen) Amid-Deuteronen gekennzeichnet. Die Peptide LVL, VLV und LLV16 wurden
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einer standardméfBigen Austauschreaktion in 80 % TFE unterzogen. Zum jeweiligen Zeitpunkt, an dem
ca. 8 Amid-Deuteronen noch nicht ausgetauscht hatten, wurde der Austausch durch Saurezugabe
verlangsamt und die Proben sofort in fliissigem Stickstoff eingefroren (Zeitpunkt 1). Die Peptid-Proben
wurden liber Nacht lyophilisiert, so dass jedes der lyophilisierten Peptide an 8 Amid-Positionen noch
Deuterium trug. Die Lyophilisate wurden in Acetonitril gelost, welches nicht in der Lage ist, wahrend
der Wasserstoff/Deuterium-Austauschreaktionen als Donor bzw. Akzeptor zu fungieren. Mit diesen
Peptiden wurden Liposomen nach Protokoll in deuteriertem 50 mM Ammoniumformiat Puffer pH 5,5
hergestellt. Diese Liposomen wurden fiir 24 h bei 37 °C inkubiert, so dass alle zuginglichen Amid-
Protonen wieder gegen Deuteronen austauschen konnten (Zeitpunkt 2), und anschlieBend
massenspektrometrisch vermessen. Weiterhin wurden diese Proben 1:10 in protonierten Puffer verdiinnt
und fiir jeweils definierte Zeiten bei 50°C inkubiert (normale Deuterium/Wasserstoff-Austauschreaktion;

Zeitpunkte 3-5).
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Abb. 43: Lokalisation der Austauschorte der unregelmaRigen Varianten. Die angegebenen Zeitpunkte beschreiben
jeweils die im Text beschriebene Prozedur. 1. Stoppzeitpunkt des Austausches der Peptide in Lésung. 2. Peptide in
Liposomen aus reinem POPC bei einem nominellen P/L-Verhaltnis von 0,01 nach Inkubation in deuteriertem 50 mM
Ammoniumformiat Puffer pH 5,5 fur 24 h. 3. Die deuterierten Proben wurden in protonierten 50 mM
Ammoniumformiat Puffer pH 5,5 verdiinnt und der Austausch nach einer Reaktionszeit von 1 min vermessen. 4. Wie
3. jedoch nach einer Reaktionszeit von 30 min. 5. Wie 3. jedoch nach einer Reaktionszeit von 4 h. Die gezeigten
Linien stellen keine mathematisch korrekte Auswertung dar und dienen der besseren Darstellung.

Abb. 43 zeigt, dass fiir die Peptide LLV16 und VLV iiber Nacht ein nahezu komplett deuterierter
Zustand erreicht werden konnte. Nahezu alle 38 austauschbaren Wasserstoffatome wurden durch
Deuterium ersetzt. 8 Deuteronen waren in den eingesetzten Peptiden zu Beginn noch enthalten, somit
wurden 30 Positionen durch Inkubation in deuteriertem Puffer innerhalb von 24 h neu besetzt. Fiir das
LVL-Peptid konnten von den 30 verbleibenden noch durch Deuterium zu ersetzenden Positionen jedoch
lediglich ca. 21 fiir Deuteronen zuginglich gemacht werden. Auch nach weiterer Inkubation fiir 24 h
blieb die Zahl der Deuteronen bei ca. 29. Im folgenden Austauschexperiment konnte beobachtet werden,
dass LLV16 und VLV fiiber die Zeit ihre zugénglichen Deuteronen gegen Protonen austauschten und
diese Reaktion wiederum bei ca. 10 verbleibenden Deuteronen abstoppte. Im Gegensatz dazu zeigte das

LVL-Peptid einen Austausch, welcher bei einer Anzahl von ca. 3-4 geschiitzten Deuteronen zum
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Erliegen kam. Aus den Ergebnissen dieses Versuches kann demnach gefolgert werden, dass das zentrale
Valin-Motiv des LVL Peptids in Losung schneller austauscht als einige Leucin-Amid-Deuteronen an den
terminalen Bereichen. Die 8 geschiitzten Deuteronen zu Anfang des Experiments konnten sich nicht im
Zentrum des LVL Peptids befinden, da am Ende des Experiments in Liposomen weniger als 8
Deuteronen vor einem Austausch geschiitzt waren. Weiterhin konnte demonstriert werden, dass durch
Einsatz von Lipid-Membranen eine Moglichkeit besteht, den Ort, an dem ein Wasserstoff/Deuterium-
Austausch in Peptid-Helices stattfindet, qualitativ zu beschreiben. Es war moglich mit Hilfe der
liposomalen Membran die terminalen Bereiche strukturell genauer zu charakterisieren und im Abgleich
mit den FErgebnissen in Losung dadurch die konfomationelle Dynamik des gesamten Peptids zu

beschreiben.

4.5 Struktur-Eigenschaften der Glycin/Prolin-Varianten

In fritheren Arbeiten [45] wurde bereits gezeigt, dass a-Helix-brechende Motive wie Gly/Pro-Paare
die fusogene Wirkung einer alternierenden Leu/Val-Sequenz weiter steigern konnen. Die strukturellen
Konsequenzen eines a-Helix-Brecher-Motivs sollten im nachfolgenden Kapitel genauer untersucht

werden.

4.5.1 Sekundarstruktur und konformationelle Flexibilitit der Glycin/Prolin-

Varianten

Die Sekundarstruktur der Peptide wurde iiber Zirkular Dichroismus Spektroskopie untersucht. In
polarem Medium (20 % TFE, 80 % 10 mM Ammoniumacetat Puffer pH 7,4) zeigten alle Peptide einen
nur noch sehr geringen Anteil an a-helikaler Struktur, welcher zu einem markanten Anteil in eine
Zufallsknéduel-Faltung und p-Faltblatt-Struktur iibergegangen war. Damit konnte gezeigt werden, dass
LV-Peptide mit Helix-Brecher-Motiv ebenso dazu neigen ihre a-Helix in polarem Medium zu entfalten.
In den Glycin/Prolin-Varianten wurden Glycin und/oder Prolin auf die Sequenz von LV 16 aufgesetzt. Es
erfolgte eine geringer ausgepriagte Umfaltung zum B-Faltblatt als bei LV16. Es ist bekannt, dass Prolin
aus sterischen Griinden die Bildung einer -Faltblatt-Struktur ebenso wenig begiinstigt wie die Bildung
einer a-Helix, welche durch das Fehlen des Amidprotons beeintrachtigt ist. Abb. 44 zeigt den Gehalt an
Sekundarstrukturanteilen fiir die Gly/Pro-Varianten in 100 % TFE und 20 % TFE. In 100 % TFE waren
alle Peptide @hnlich helikal, jedoch war der Gehalt an a-Helix deutlich niedriger als in allen anderen
Peptiden der LV-Serie. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass das dominante Sekundarstruktur-Motiv
neben der a-Helix eine Zufallsknduel-Faltung war, was ebenfalls im Kontrast zur gesamten Reihe der

LV-Peptide steht. In polarem Medium (20 % TFE 10 mM Ammoniumacetat Puffer pH 7,4) falteten sich
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in den meisten Gly/Pro-Varianten Teile der a-Helix und Teile der Zufallsknduel-Faltung zu p-Faltblatt

Strukturen um.
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Abb. 44: Bestimmung der Sekundarstruktur der Helix-Brecher-Varianten mittels Zirkular Dichroismus Spektroskopie.
Es wurde der Gehalt an a-Helix, B-Faltblatt, Schleifen- und Zufallsknauel-Motiven in 100 % TFE und 20 % TFE
10 mM Ammoniumacetat Puffer pH 7,4 ermittelt.

Wie Abb. 45 zeigt, konnte im Falle der membranassoziierten Peptide LV16 P8, LV16 G8P9, LV16
P8G9 und LV16 GPPG ein sehr niedriger Gehalt an a-Helix bestimmt werden, wihrend ein einzelnes
Glycin bzw. isolierte Gly oder Pro Reste (G6P10) den Peptiden erlaubten, sich als a-Helix in die
Membran von Liposomen zu integrieren. Im Falle von LV16 GPPG konnte ebenfalls ein sehr hoher
Anteil an ungefalteter Peptid-Struktur gemessen werden. Im Gegensatz zu den meisten Peptiden der LV-

Reihe war bei den Gly/Pro-Varianten im membranintegrierten Zustand die a-Helix nicht die dominante

Struktur.
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Abb. 45: Zirkular Dichroismus und Sekundarstruktur der Gly/Pro-Varianten der LV-Peptide in liposomalen
Membranen. A, Reprasentative CD-Spektren der Peptide in Liposomen (1 mol-% Peptid in POPC/DOPE/DOPS
3:1:1 Membranen). B, Auswertung nach prozentualem Sekundarstrukturanteil (o-Helix, B-Faltblatt, Schleife und
Zufallsknduel) der Peptide in Liposomen. Die dargestellten Werte wurden aus n=3-5 Messungen bestimmt.

75



Kapitel 4: Ergebnisse

Die  Auswirkungen dieser globalen  Flexibilitit sollten im  Folgenden  mittels

H/D-Austauschexperimenten genauer untersucht werden.

4.5.2 D/H-Austausch und Helixdynamik der Glycin/Prolin-Varianten

Die konformationelle Flexibilitdt der Gly/Pro-Varianten, welche durch Polaritétstitrationen und
Zirkular Dichroismus Spektroskopie bestimmt werden konnte, erwies sich geringer als fiir LV16. Die
Gly/Pro-Varianten konnen als Derivate von LV16 betrachtet werden. Auf dem Hintergrund einer LV16-
Sequenz wurde jeweils Glycin und/oder Prolin eingefiigt. Der Unterschied in der konformationellen
Flexibilitit der Peptide kann deshalb direkt auf den Einfluss der Glycin- und Prolin-Reste zuriickgefiihrt
werden. In 80 % TFE konnte ein, im Vergleich zu den restlichen LV-Peptiden, erniedrigter Gehalt an
a-Helix bestimmt werden. Dies kdnnte auf eine verringerte Priaferenz eine helikale Struktur einzugehen
deuten. Wasserstoff/Deuterium-Austauschreaktionen sollten die Charakteristik der helikalen Struktur der
Gly/Pro-Varianten nédher beleuchten.

Abb. 46 A zeigt den kinetischen Verlauf des Austausches der Amid-Deuteronen der Helix-Brecher-
Varianten der LV-Peptide. Es zeigte sich, dass das Einfiigen von Gly und/oder Pro zu einer hohen
dynamischen o-Helix-Flexibilitdt in den Peptiden fiihrte. Dies bestitigten ebenfalls die Ergebnisse aus
der Polarititstitration und Sekundérstruktur-Bestimmung. Bereits das Einfiihren eines einzelnen Glycin-
Restes anstelle eines zentralen Leucin-Restes erhohte die Geschwindigkeit des D/H-Austausches stark.
Weiter beschleunigt wurde diese Reaktion durch das Einbringen eines Gly/Pro-Paares und maximal
durch das Einfiihren von 2 Paaren. Damit wurde bestitigt, dass Glycin und/oder Prolin in der Lage sind
a-Helices stark zu destabilisieren und ihr Vorkommen in Peptid-Sequenzen dieser Liange die Bildung
einer stabilen a-Helix erschwert. Polaritétstitrationen zeigten jedoch auch, dass die Bildung von
B-Faltbléttern durch Glycin und Prolin erschwert wird. Hier wird deutlich, dass die Dynamik der a-Helix

nicht notwendigerweise mit der Tendenz zur Umfaltung zum 3-Faltblatt gekoppelt sein muss.

76



Kapitel 4: Ergebnisse

b
vs)

10 LV16 c
s ] LV16 G8 4 12
c A 10< 8
5 54 LV16 G8P9 A § =
k5 LV16 P8G9 S 8 Z ?
2 ol LV16 GPPG AN " g
g 6 e s 2%
5T g% 4 8%
N 41 v 0 23
e 2—- ” ] LV16 GPPG
0 LV16 P8G9
S L, LV16 G8P9Y
#* 0 g LV16 G8

LV16

0 20 40 60 80 100 120 4 -2 0 2 4
Zeit [min] log k [h]

Abb. 46: DHX-Experimente der Helix-Brecher-Varianten in 80 % TFE/20 % 10 mM Ammoniumacetat Puffer pH 6,5
bei 20 °C mittels ,online“-Messmethode. A, Kinetik der Austauschreaktion der Amid-Deuteronen. Die Linien
bezeichnen den exponentiellen Fit der Auswertung mittels MEM-Analyse. Die Standardabweichung von <0,38
Deuteronen ergaben sich aus n=2-4 Messungen. B, Haufigkeitsverteilung der Ratenkonstanten.

Die Anzahl an ausgetauschten Deuteronen, welche einem bestimmten Ratenkonstantenbereich
zugeordnet werden konnten, stieg im Vergleich zur reinen LV16 Sequenz mit dem Einfiihren eines Gly
und/oder Pro fir die schnell und mit mittlerer Geschwindigkeit austauschenden Deuteronen stark an
(Abb. 47). Abb. 46 B zeigt die Haufigkeit der austauschenden Deuteronen als Funktion der
Ratenkonstante. Die Ergebnisse der Untersuchung der Helixdynamik der Gly/Pro-Varianten zeigten die

Unterrschiede zwischen einer dynamischen a-Helix und konformationeller Flexibilitét.
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Abb. 47: Anzahlen an Deuteronen in den definierten Ratenkonstantenbereichen aus der Auswertung mit Hilfe der
MEM-Methode. Stabile Deuteronen bezeichnen den Bereich der Ratenkonstanten k<1,7*10° min™, langsam
austauschende Deuteronen den Bereich der Ratenkonstanten 1,7*']0'3 min'1<k<5,3*10'2 min'1, mittel austauschende
Deuteronen den Bereich der Ratenkonstanten 5,3*10'2 min'1<k<1,7 min”' und schnell austauschende Deuteronen
den Bereich der Ratenkonstanten 1,7 min~'<k.

Abb. 47 zeigt, dass die Population der langsam austauschenden Deuteronen des LV 16-Peptides in
den Helix-Brecher-Varianten in Richtung der intermediér und schnell austauschenden Deuteronen
verschoben wurde. Aus diesen Ergebnissen konnte auf eine deutlich instabilere o-Helix als im Falle des
LV16-Peptides geschlossen werden.

In ihrer Sekundirstruktur waren Peptide mit gekoppelten Gly/Pro-Motiven als Sonderfall zu

betrachten. Sobald ein derartiges Motiv in die Sequenz der Peptide eingefiihrt wurde, zeigten diese im
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membranintegrierten Zustand einen hohen Gehalt an [B-Faltblatt. Dies spiegelte sich ebenfalls in
D/H-Austauschexperimenten in Liposomen wider. Wahrend die Peptide LV16 und LV16 G8 als
a-Helices einen sehr vergleichbaren Austausch zeigten, war die Austauschkinetik von LV16 G8P9 sehr

schnell und erreichte eine deutlich groflere Anzahl an Amid-Deuteronen (Abb. 48).
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Abb. 48: D/H-Austausch-Kinetik der Gly/Pro-Varianten in POPC/DOPE/DOPS Membranen bei 37 °C. Peptide
wurden zu 1 mol-% im Verhaltnis zum Lipid eingebaut. Die Linien bezeichnen den exponentiellen Fit der Auswertung
mittels MEM-Analyse. Die Standardabweichung von < 0,41 Deuteronen ergaben sich aus n=2-3 Messungen.

Die kinetische Auswertung nach Haufigkeit der Ratenkonstanten spiegelte den Verlauf wider und
zeigte fiir LV16 G8P9 ein deutlich anderes Profil der Verteilung wie fiir die Peptide L16, LV16 und
LV16 G8 (Abb. 49).
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Abb. 49: Kinetische Auswertung durch MEM-Analyse. Haufigkeit der Ratenkonstanten fiir den Austausch der Amid-
Deuteronen der Peptide, L16, LV16, LV16 G8 und LV16 G8P9. Datenanalyse der in liposomalen Membranen aus
POPC/DOPE/DOPS Lipiden vermessenen Kinetik. Die definierten Bereiche fir stabile Amid-Deuteronen, mittel und
schnell austauschende Deuteronen sind durch gestrichelte Linien markiert und deren Populationsgré3e angegeben.
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Die Anzahl der Amid-Deuteronen, welche im Falle von LV16 G8P9 zusitzlich (im Vergleich zu
LV16 und LV16 G8) austauschen, werden sowohl schnellen als auch mittlerer Geschwindigkeit

austauschenden Population zugefiihrt (Abb. 50).
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Abb. 50: Anzahlen an Deuteronen in den definierten Ratenkonstantenbereichen aus der Auswertun% mit Hilfe der
MEM-Methode. Stabile Deuteronen bezeichnen den Bereich der Ratenkonstanten k<1,7*10" min’1, mittel
austauschende Deuteronen den Bereich der Ratenkonstanten 1,7*10'3 min'1<k<1,7*10'1 min™ und schnell
austauschende Deuteronen den Bereich der Ratenkonstanten 1,7*10'1 min~'<k.

Damit zeigte sich, dass sich die unterschiedliche Konformation der Peptide in der Membran im D/H-
Austauschexperiment wiederfinden, wihrend die unterschiedliche Dynamik der Peptide in Ldsung
keinen Einfluss auf die Dynamik der a-Helix in Membran ausiibte. LV16 und LV16 G8 zeigten
unterschiedliche Dynamik in Losung wéhrend in der Membran der Austausch vergleichbar war. Bei der
Betrachtung der Dynamik von LV16 G8P9 muss miteinbezogen werden, dass helikale und
B-Faltblattstrukturen vorliegen, so dass Vergleiche dieses Peptids im membranintegrierten Zustand mit
den helikal gefalteten der LV-Serie nicht uneingeschrankt angestellt werden konnen. Nachdem auch in
einem [-Faltblatt die Amid-Protonen in Wasserstoffbriicken eingebunden sind und damit nicht
austauschkompetent vorliegen, konnte der schnelle Austausch im Falle von LV16 G8P9 auf ein Peptid,

welches als B-Strang vorliegt, hinweisen.

4.6 Struktur-Eigenschaften der Histidin-Varianten

Es konnte bereits gezeigt werden, dass fiir die Funktion der synthetischen Modellpeptide die Ladung
der terminalen Reste von entscheidender Bedeutung ist [118]. Lysin liegt bei einem neutralen pH-Wert
positiv geladen vor, Histidin dagegen erst bei einem pH-Wert von ca. 5,5. Nur in positiv geladenem
Zustand zeigten His-flankierte Peptide ein vergleichbares Maf3 an Fusogenitét, wihrend die Peptide in
ungeladenem Zustand kein fusogenes Potential entwickeln konnten. Der Finfluss der terminal-
flankierenden Reste His und Lys sollte im Folgenden strukturell charakterisiert werden. Des Weiteren
wurde der Finfluss der Ladung der Seitenkette auf die Struktur der Peptide einer genaueren

Untersuchung unterzogen.
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4.6.1 Sekundarstruktur und konformationelle Flexibilitat der Histidin-Varianten

Polarititstitrationen und Zirkular Dichroismus Spektroskopie bei unterschiedlichen pH-Werten
sollten klédren ob die Ladung der Seitenketten einen Einfluss auf die Struktur der Peptide ausiibt.
Nachdem die drei N-terminalen Histidine ohnehin nicht zur Bildung einer a-Helix beitragen konnen,
besteht lediglich die Mdoglichkeit, dass die C-terminalen Histidin-Reste einen Unterschied zur a-Helix-
Stabilitdt gegeniiber den Lysin-Resten beitragen. Des Weiteren ist bekannt, dass a-Helices von Peptiden
speziell an den Enden wenig Stabilitdt aufweisen, was als sogenanntes ,,Helix-Fraying* bezeichnet wird.
Demzufolge wurde primér der Einfluss der Ladung auf die Stabilitidt der Peptid-Helices untersucht.
Abb. 51 A zeigt den Gehalt an a-helikaler Struktur als Funktion der TFE-Konzentration fiir His- und
Lys- flankierte Peptide sowohl im geladenen Zustand (+) als auch im ungeladenen Zustand (0). Hier
wurde ersichtlich, dass das Verhalten hinsichtlich konformationeller Flexibilitdit von His- und Lys-
flankierten Peptiden jeweils in ihrem geladenen Zustand und ihrem ungeladenen Zustand vergleichbar
1st. Konformationelle Flexibilitdt ist demnach nicht von der Art der terminalen Aminosdure beeinflusst,
jedoch von ihrem Ladungszustand. CD-Spektren der His-flankierten Peptide bei verschiedenen pH-
Werten im membranintegrierten Falle (Abb. 51 B) legten offen, dass keine strukturelle Umfaltung
zugrunde lag, welche die funktionellen Unterschiede je nach Ladungszustand verursachte. Wie Abb. 51
C zeigt, blieb die globale Sekundirstruktur der Peptide in POPC/DOPE/DOPS Liposomen bei

verschiedenen pH-Werten weitgehend erhalten.
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Abb. 51: Sekundarstruktur der Histidin-flankierten Peptide. A, Polaritatstitration der His-flankierten Peptide im
Vergleich zu Lys-flankierten Peptiden im geladenen (+) und ungeladenen (0) Zustand. o-Helix-
Sekundarstrukturanteil als Funktion der TFE-Konzentration. His-flankierte Peptide bei pH7,4 10 mM
Ammoiumacetat Puffer (ungeladene Seitenkette (0)) und pH 4,5 10 mM Ammoniumformiat Puffer (geladene
Seitenkette (+)) . Lys-flankierte Peptide bei pH 7,4 10 mM Ammoniumacetat Puffer (geladene Seitenkette (+)) und
pH 12,5 10 mM Hydroxid-Chlorid Puffer (ungeladene Seitenkette (0)). B, CD-Spektren der His-flankierten Peptide in
POPC/DOPE/DOPS Membranen 1 mol-% Peptid bei pH 4,0 (10 mM Natriumcitrat Puffer), pH 5,5 (10 mM Tris-
Maleat Puffer) und pH 7,0 (10 mM Tris-HCI Puffer). C, Sekundarstrukturanteile der His-flankierten Peptide bei
unterschiedlichen pH-Werten.

Der Unterschied in der konformationellen Flexibilitdt in Losung zwischen ungeladenem und
geladenem Zustand, welcher im membranintegrierten Falle nicht zum Tragen kam, kénnte in Losung
durch kooperative Umfaltung der Peptide aufgrund von verminderter LadungsabstoBung der Peptide zu

Stande kommen. D/H-Austauschexperimente sollten diesen Sachverhalt anhand der Dynamik der

a-helikalen Struktur der Peptide offenlegen.

4.6.2 D/H-Austausch und Helixdynamik der Histidin-Varianten

Wasserstoff/Deuterium-Austauschexperimente wurden in 80 % TFE durchgefiihrt. Unabhéngig von

der Art der flankierenden Aminosdure (His oder Lys) und Ladung der Seitenkette, zeigten alle Peptide

81



Kapitel 4: Ergebnisse

einen hohen Anteil an a-helikaler Sekundéarstruktur in Losung. Abb. 52 zeigt die kinetischen Verldufe
der Austauschreaktion der His-flankierten Peptide im Vergleich zu den Lys-Varianten bei einem pH-
Wert von 6,5. In jedem Falle zeigte sich ein Einfluss der flankierenden Reste auf die Dynamik der
a-Helix, welcher jedoch ladungsabhéngig oder aminosdurespezifisch sein konnte. Unter den
experimentellen Bedingungen waren die His-flankierten Varianten langsamer in ihrer Austauschkinetik

als die Lys-flankierten Derivate.
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Abb. 52: DHX-Experimente der Histidin-Varianten in 80 %/TFE 20 % 10 mM Ammoniumacetat Puffer pH 6,5 bei
20 °C mittels kontinuierlicher Messungen. Austauschkinetik der Amid-Deuteronen von His-flankierten im Vergleich
zu Lys-flankierten Peptiden. Die Linien bezeichnen den exponentiellen Fit der Auswertung mittels MEM-Analyse. Die
Standardabweichung von <0,27 Deuteronen ergab sich aus n=2-4 Messungen.

Abb. 53 und Abb. 54 zeigt, dass die Anzahl der in einem bestimmten Ratenkonstantenbereich
austauschenden Amid-Deuteronen im Falle der His-flankierten Peptide hin zu langsameren
Ratenkonstantenbereichen verschoben waren. Dies konnte im Hinblick auf die unterschiedliche Ladung
der Seitenkette der Lys-Peptide gegeniiber der His-Peptide bei pH 6,5 auf eine erhohte
Oligomerisierung- bzw. Aggregatbildung der His-flankierten Peptide hinweisen. Die flankierenden
Ladungen konnten jedoch auch die Stabilitit der o-Helix direkt beeintrdchtigen. Die AbstoBung der
geladenen Seitenketten konnte dafiir sorgen, dass eine helikale Faltung erschwert wird, welche bei

ungeladenen Seitenketten nicht beeintrachtigt wiirde.
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Abb. 53: Kinetische Auswertung durch MEM-Analyse. Haufigkeit der Ratenkonstanten fiir den Austausch der Amid-
Deuteronen der His-und Lys-flankierten Peptide aus den kontinuierlich vermessenen Kinetiken. Die definierten
Bereiche fiir stabile Amid-Deuteronen, langsam, mittel und schnell austauschende Deuteronen sind durch
gestrichelte Linien markiert und deren Populationsgrée angegeben.
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Abb. 54: Anzahlen an Deuteronen in den definierten Ratenkonstantenbereichen aus der Auswertung m|t Hilfe der
MEM-Methode. Stabile Deuteronen bezeichnen den Bereich der Ratenkonstanten k<1 ,7*10° min™ langsam
austauschende Deuteronen den Bereich der Ratenkonstanten 1 7*10 min <k<5 3*102 min™’ , mittel austauschende
Deuteronen den Bereich der Ratenkonstanten 5,3*10'2 min'1<k<1,7 min” und schnell austauschende Deuteronen
den Bereich der Ratenkonstanten 1,7 min~'<k.

Da Austauschexperimente in Losung in 80 % TFE und bei einem pH-Wert <6,0 sehr langsam
ablaufen, wurde mit folgenden Experimenten versucht zu kléren ob der verlangsamte Austausch der His-
Varianten auf eine erhdhte Oligomerisierung zuriickzufiihren ist. Das initialen Gleichgewicht zwischen
Oligomeren und Monomeren bei den Lys- und His-Varianten wire zudem beeinflusst durch die
experimentellen Bedingungen. In den bisherigen Experimenten wurde eine Losung von 100 uM
deuteriertem Peptid 1:20 in protonierten Puffer verdiinnt, so dass eine Endkonzentration von 5 uM
erreicht wurde. Falls das Peptid in der konzentrierten Losung in ungeladenem Zustand zur
Oligomerisierung neigt, konnte eine Gleichgewichtseinstellung in der verdiinnten Losung langer dauern
und einen Austausch der Amid-Deuteronen verlangsamen, was die langsamere Kinetik der His-
flankierten Peptide erkldren wiirde. In den folgenden Experimenten wurde deshalb eine bestimmte
Menge an deuteriertem Peptid lyophilisiert und in protoniertem 80 % TFE/20% 10 mM
Ammoniumacetat pH 3,0 zu 5 uM gelost. Bei einem pH-Wert von 3,0 ist die His-Seitenkette geladen
und die AbstoBung sollte dhnlich hoch sein wie bei den Lys-flankierten Peptiden. Damit sollte sich ein
Gleichgewicht zwischen Monomer und Oligomer einstellen, welches dem der Lys-Varianten entspricht.
Die Austauschreaktion lduft bei diesem pH-Wert extrem langsam ab. Zum Start der Reaktion wurde zu
den Proben 0,63 % Ammoniak (Endkonzentration) gegeben, was den pH-Wert auf ca. pH 6,8 erhohte.
Anschlieend wurde die Kinetik sofort massenspektrometrisch vermessen.

Abb. 55 zeigt die Verldufe der Austauschreaktionen unter den genannten Bedingungen. Hierbei wird
deutlich, dass sowohl Ladung, als auch Art der flankierenden Aminosdure in Losung keinen Einfluss auf
die Dynamik der a-Helix ausiibten, da nahezu identische Austauschkinetiken fiir die His-flankierten

Peptide im Vergleich zu ihren Lys-Derivaten beobachtet wurden.
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Abb. 55: DHX-Experimente der Histidin-Varianten in 80 % TFE 20 % 10 mM Ammoniumacetat Puffer pH 6,8 bei
20 °C mittels ,online“-Messmethode durch Base Start. Kinetik der Austauschreaktion der Amiddeuteronen von His-
flankierten im Vergleich zu Lys-flankierten Peptiden. Die Linien bezeichnen den exponentiellen Fit der Auswertung
mittels MEM-Analyse. Die Standardabweichung von <0,31 Deuteronen ergab sich aus n=2 Messungen.

Dieses Bild wurde ebenfalls durch die kinetische Auswertung der gemessenen Daten bestitigt (Abb.
56 und Abb. 57). Die ermittelte Anzahl der in den verschiedenen Ratenkonstantenbereichen
austauschenden Amid-Deuteronen ergab keinen Unterschied zwischen den His-flankierten und den Lys-
flankierten Peptiden. Lediglich die ausgeprigte Sequenzspezifitdt des hydrophoben Kernsegments blieb
in den Austauschkinetiken erhalten. Damit war der Effekt des verlangsamten Austausches der His-
Varianten (Abb. 52) allein auf die erhohte Oligomerisierung, welche durch die experimentellen

Bedingungen gegeben war zuriickzufiihren.
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Abb. 56: Kinetische Auswertung durch MEM-Analyse. Haufigkeit der Ratenkonstanten fiir den Austausch der Amid-
Deuteronen der His-und Lys-flankierten Peptide aus kontinuierlich vermessenen und durch Base-Zugabe
gestarteten Kinetiken. Die definierten Bereiche fur stabile Amid-Deuteronen, langsam, mittel und schnell
austauschende Deuteronen sind durch gestrichelte Linien markiert und deren Populationsgréf3e angegeben.
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Abb. 57: Anzahlen an Deuteronen in den definierten Ratenkonstantenbereichen aus der Auswertung m|t Hilfe der
MEM-Methode. Stabile Deuteronen bezeichnen den Bereich der Ratenkonstanten k<1 , 710 min™ langsam
austauschende Deuteronen den Bereich der Ratenkonstanten 1 7*10 min <k<5 3*102 min™’ , mittel austauschende
Deuteronen den Bereich der Ratenkonstanten 5,3*10'2 min'1<k<1,7 min” und schnell austauschende Deuteronen
den Bereich der Ratenkonstanten 1,7 min~'<k.

Ein Einfluss der Art der Seitenketten auf die o-Helix-Dynamik in den flankierenden Bereichen
konnte mit den Experimenten ausgeschlossen werden. Ein kooperatives Umfalten der Peptide in ihrem
ungeladenen Zustand kann ebenfalls nicht fiir die funktionellen Unterschiede der Peptide mafigeblich
sein, wohl aber fiir deren Verhalten in Losung. Dennoch kdnnte auch innerhalb der Membran ein
unterschiedliches Mal3 an Oligomerisierung in Abhéngigkeit vom Ladungszustand der Seitenketten fiir
einen Unterschied in der Fusogenitdt verantwortlich sein. Dies scheint jedoch keine strukturellen

Konsequenzen zu haben.

4.7 Struktur-Eigenschaften der Langen-Varianten

Weiterhin sollte geklart werden, ob eine Variation der Lénge einer alternierenden Leu/Val-Sequenz
strukturelle Konsequenzen hat. Fiir in vitro-Messungen von Liposomenfusion durch Peptide in
POPC/DOPE/DOPS Membranen konnte gezeigt werden, dass eine hydrophobe Kernsequenz von 16
Aminosduren das hochste Ausmall an Fusion bewirkte. Strukturelle Unterschiede wurden im Folgenden

durch das Messen der konfomationellen Flexibilitdt bestimmt.

4.7.1 Sekundarstruktur und konformationelle Flexibilitat der Langen-Variantenr

Durch Verlangerung der hydrophoben Kernsequenz durch ein alternierendes Muster an Leucin und
Valin erhoht sich gleichzeitig der relative Anteil an Valin in den Peptid-Sequenzen, bezogen auf die
gesamte Lange inklusive der Lys-Tripletts. Dieser erhdhte Anteil an Valin konnte die konformationelle
Flexibilitit bzw. die generell vorherrschende Sekundarstruktur mafigeblich beeinflussen. Abb. 58 A zeigt
CD-Spektren der Peptide unterschiedlicher hydrophober Lange bei verschiedenen TFE-Konzentrationen
in Losung. Aus diesen Spektren und der Auswertung nach der Sekundérstruktur in Abb. 58 B wurde

ersichtlich, dass eine nur kurze LV12-Sequenz eine stabile a-helikale Struktur ausbildete, welche mit
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zunehmender Kettenldnge in eine konformationell flexible a-Helix fiir LV16 wechselte, bis hin zu einem

ausgepragten Anteil an B-Faltblatt fiir die Peptide LV20 und LV24.
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Abb. 58: Sekundarstruktur der Langen-Varianten. A, Polaritatstitration und zugehdérige CD-Spektren der Langen-
Varianten bei verschiedenen TFE-Konzentrationen, 25 yM Peptid in TFE/10 mM Ammoniumacetat Puffer pH 7,4 B,
Auswertung der Sekundarstrukturanteile o-Helix, B-Faltblatt und Zufallsknduel-Motiv als Funktion der TFE-
Konzentration.

In den langen Sequenzen konnte sich auch in sehr apolarer Losung keine a-Helix bilden, was auf die
erhohte relative Anzahl an hydrophoben Aminosiuren und auch der B-verzweigten Aminosdure Valin
zuriickzufiihren ist. Im Falle der Integration in liposomale Membranen kamen weitere Faktoren zum
Tragen, welche die Struktur beeinflussen konnten, wie die Interaktion der geladenen flankierenden
Aminosduren mit der Phosphatidylserin Kopfgruppe oder dem Phosphat-Rest der Phospholipide. Abb. 59
zeigt CD-Spektren und die Auswertung dieser Spektren. Die Peptide, welche mindestens eine Lange von
16 Aminosduren ihrer hydrophoben Kernsequenz aufwiesen, falteten sich in der apolaren Umgebung der
Membran zur a-Helix um, wihrend LV12 in liposomalen Membranen dazu gezwungen wurde seine

a-helikale Struktur aufzugeben und sich in Form eines B-Faltblatts durch die Membran zu strecken.

88



Kapitel 4: Ergebnisse

AT B
g 40- 100 M o-Helix ] B-Faltblatt
S 20- 3 907 —
[} c 1
R S
.‘g‘ 3 60+
% 0 E
T £ 404
= -204 g
= 2 20
F 3
S -40- .
el — r 1 ' T r 1 T T r T 0~ T T T
S 200 210 220 230 240 250 LV12 LV16 LV20 Lv24

Wellenldnge [nm] Peptid

Abb. 59: Zirkular Dichroismus und Sekundarstruktur der Langen-Varianten in Membranen. A, CD-Spektren der
Peptide in Liposomen (1 mol-% Peptid in POPC/DOPE/DOPS 3:1:1 Membranen). B, Auswertung nach
prozentualem Sekundarstrukturanteil (a-Helix, B-Faltblatt) der Peptide in Liposomen. Versuche wurden in n=2-5
Messungen durchgefiihrt.

Es konnte gezeigt werden, dass im Gegensatz zu den Messungen in Losung alle Peptide als a-Helix
in die Liposomen-Membran integriert wurden, mit Ausnahme der LV12-Sequenz, welche einen sehr
hohen Anteil an B-Faltblatt aufwies. Die Lénge einer hydrophoben Peptidsequenz hat demnach neben
ihrer spezifischen Sequenz einen hohen Einfluss auf die Sekundérstruktur-Stabilitit der Peptid a-Helices.
Die Struktur der Peptide und deren Préaferenz in Losung kann damit entscheidend durch die Lipide einer
Membran verdndert werden. Hier konnte nicht nur die Polaritit der Membran eine Rolle spielen, sondern

auch Interaktionen der Peptide mit den Lipiden der Membran.

4.8 Funktion und Struktur-Eigenschaften der acylierten Varianten

Natiirliche Fusionsproteine tragen bisweilen Acylketten. Die Funktion und der Einfluss derartiger
Acylierungen sind weitgehend unbekannt. Hier sollte anhand der Modellpeptide getestet werden, welche
Auswirkungen Acylketten unterschiedlicher Linge auf die Funktion und die Struktur der Modellpeptide
haben.

4.8.1 Fusion der acylierten Varianten

Die Fusogenitit der Modellpeptide wurde in unterschiedlichen Konzentrationen in Liposomen
getestet. Dazu wurden Peptide in einem P/L-Verhiltnis von 0,003, 0,005 und 0,01 in Liposomen
(POPC/DOPE/DOPS; 3:1:1) eingebaut und sowohl die Fusion nach einer Stunde als auch der Anteil an

Hemifusion bestimmt.
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Die Ergebnisse der Fusogenitit der acylierten Modellpeptide entstammen der Master-Arbeit von
Konrad Fischer unter meiner Anleitung. Abb. 60 A zeigt exemplarische Fusionskinetiken der acylierten
Peptide bei einem nominellen P/L-Verhéltnis von 0,005 im Vergleich zum nicht acylierten LV16-Peptid.
Das vom P/L-Verhiltnis abhéngige Ausmal} der Fusion nach einer Stunde ist in Abb. 60 B dargestellt.
Abhédngig von der Lidnge der Acylkette konnte ein vermindertes Ausmall an Fusogenitit festgestellt

werden. Demnach behinderte die Acylkette das Mischen der beiden Bilayer, welches die Voraussetzung

fiir komplette Fusion darstellt.
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Abb. 60: Fusion der acylierten Peptide. A, Fusionskinetik bei einem nominellen P/L-Verhaltnis von 0,005. Sowohl die
Kinetik des Standardassays (geschlossene Symbole) als auch die Kinetik des DTN- (Natrium-Dithionit-) Assays sind
aufgetragen (offene Symbole). B, Fusion nach einer Stunde von nominell eingesetzten P/L-Verhaltnissen von 0,003,
0,005 und 0,01. Die Fehlerbalken entsprechen den Standardabweichungen aus mindestens n=4-5 Experimenten (Y-
Fehler entspricht Abweichung in den Fusionsraten, X-Fehler entspricht der Abweichung in den experimentell
bestimmten P/L-Verhaltnissen). C, Hemifusion als Funktion der Zeit bei einem nominellen P/L-Verhaltnis von 0,01.
D, Anteilige Hemifusion der acylierten Peptide nach einer Stunde bei einem P/L-Verhaltnis von 0,01 und 0,005.

Der Anteil an Hemifusion fiir ein P/L-Verhéltnis von 0,005 und 0,01 ist in Abb. 60 D dargestellt. Es
wurde festgestellt, dass in Abhangigkeit der Lange der Acylkette nicht nur das Ausmal} der Fusion sank,

sondern ebenfalls der Anteil an Hemifusion anstieg. Demzufolge beeintrdchtigte die Acylkette den
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Ubergang von der Hemifusion zum komplett fusionierten Vesikel, wihrend der erste Schritt vom
Andocken der Vesikel bis zum Fintritt in die Hemifusion ebenfalls durch die Anwesenheit einer
Acylkette beeintrachtigt wurde. Der durch die Acylkette vermittelte Arrest in der Hemifusion wird auch
durch den in Abb. 60 C aufgezeigten zeitlichen Verlauf der Hemifusion verdeutlicht. Wéhrend das
LV16-Peptid iiber die Zeit seinen Anteil an Hemifusion nahezu komplett in voll fusionierte Zusténde
umwandelte, verblieb in den acylierten Peptiden selbst iiber lingere Zeit ein markanter Anteil an
Hemifusionszustdnden erhalten.

Abb. 61 zeigt den zeitlichen Verlauf der Vermischung der dufleren Lipidschichten, welcher sich
durch Subtraktion der Fusionskinetik der Vermischung der inneren Schichten (DTN-Assay) von der
Fusionskinetik der Vermischung beider Schichten (Standard-Assay) ergab. Hier wurde offensichtlich,
dass die Anwesenheit einer Acylkette (mit Ausnahme von ac2) bereits den Eintritt in die Hemifusion,

also die Vermischung der duBBeren Schichten behindert.

= V16 ac2 v aci2
4 acB e acl1b

T T T T T v T T T T T
0 10 20 30 40 50 60
Zeit [min]
Abb. 61: Kinetik der Vermischung der aufleren Lipidschichten wahrend der Fusion. Die Werte wurden durch

Subtraktion der Daten des DTN-Assays von den Ergebnissen des Standardassays erhalten. Die Kinetik reprasentiert
Mittelwerte aus n=3-4 Messungen.

Nachdem deutlich wurde, dass die Abnahme der Fusion sowohl in einem erhohten Arrest in der
Hemifusionsphase begriindet ist als auch in einem Schritt vom Andocken zum Eintritt in die Hemifusion,

sollten strukturelle Einfliisse der Acylketten auf die-LV16 Sequenz charakterisiert werden.

4.8.2 Sekundarstruktur und konformationelle Flexibilitdt der acylierten Varianten

Die konformationelle Flexibilitdt anhand der Umfaltung von einer a-Helix zum B-Faltblatt im
polaren Medium wurde mittels Zirkular Dichroismus Spektroskopie bestimmt. Abb. 62 A zeigt die
Ergebnisse der Sekundérstruktur-Analyse in Losung bei 100 % TFE und 20 % TFE. Es wurde
ersichtlich, dass eine Acylkette in der Lage war die a-helikale Sekundarstruktur der Peptide zu

stabilisieren.
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Ebenso wiesen alle Peptide in liposomaler Membran einen hohen Anteil a-helikaler Struktur auf. In
jedem Fall lag der Gehalt an a-Helix noch iiber dem des LV16 Peptides ohne Acylkette. Die CD-
Spektren der Peptide in liposomalen Membranen (Abb. 62 B) wiesen keine markanten Unterschiede auf.
Die Auswertung der Spektren zeigte, dass die Acylierung der Peptide (Abb. 62 C) zu einem leicht
erhohten Anteil an a-Helix fiihrte. Demnach war die Acylkette in der Lage, sowohl in Losung als auch in

liposomalen Membranen die a-Helix zu stabilisieren.
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Abb. 62: Sekundarstruktur der acylierten Peptide. A, Gehalt an a-Helix in 100 % TFE und 20 %TFE/10 mM
Ammoniumacetat Puffer pH 7,4. B, CD-Spektren der acylierten Peptide in Liposomen aus POPC/DOPE/DOPS
(3:1:1). C, Gehalt an a-Helix und B-Faltblatt in liposomalen Membranen.

Uber D/H-Austauschexperimente sollte des Weiteren geklirt werden, ob die Acylketten einen
direkten Einfluss auf die Dynamik der a-Helix ausiibten oder ob sie indirekt iiber die Verschiebung eines
Monomer/Oligomer-Gleichgewichts Einfluss ausiibten. Ahnlich wie im Falle der His-flankierten Peptide,
jedoch im umgekehrten Sinne, kdnnte hier ein Verschieben des Monomer/Oligomer-Gleichgewichts in
Richtung Monomer ein kooperatives Auffalten der Peptide verhindern und damit zu einer erhohten

a-Helix Stabilitét beitragen.
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4.8.3 D/H-Austausch und Helixdynamik der acylierten Varianten

Die acylierten Peptide wurden in Losung ebenfalls mit der bei den Histidin-flankierten Peptiden
beschriebenen Methode vermessen, so dass eine lidngere Zeit zur Einstellung eines Gleichgewichts
zwischen monomeren und oligomeren Populationen bis zur Messung moglich war. Abb. 63 A zeigt die
Austauschkinetiken der acylierten Peptide im Vergleich zur nicht acylierten Sequenz LV16, welche
einen sehr dhnlichen Verlauf nahmen. Aus diesem Grund konnte auch in der kinetischen Auswertung
(Abb. 63 B) kein Unterschied in der Anzahl der ausgetauschten Deuteronen fiir einen jeweiligen

Ratenkonstantenbereich festgestellt werden.
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Abb. 63: DHX-Experimente der acylierten Varianten in 80 % TFE/20% 10 mM Ammoniumacetat Puffer pH 6,8 bei
20 °C mittels kontinuierlich vermessener Methode. A, Kinetik der Austauschreaktion der Amid-Deuteronen. Linien

bezeichnen den exponentiellen Fit der Auswertung durch MEM-Analyse. Die Standardabweichung von <0,29
Deuteronen ergab sich aus n=2 Messungen. B, Verteilung der Haufigkeiten von Ratenkonstanten.

Sowohl die Verteilung der austauschenden Amid-Deuteronen als auch das Maximum der am
haufigsten auftretenden Austauschgeschwindigkeit waren bei allen untersuchten Peptiden sehr dhnlich.
Die Anzahl der Deuteronen in den jeweiligen Bereichen unterschieden sich innerhalb der

Standardabweichung nicht (Abb. 64).
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Abb. 64: Anzahlen an Deuteronen in den definierten Ratenkonstantenbereichen aus der Auswertung mit Hilfe der
MEM-Methode. Stabile Deuteronen bezeichnen den Bereich der Ratenkonstanten k<1,7*10™ min™, langsam
austauschende Deuteronen den Bereich der Ratenkonstanten 1,7*10™ min"'<k<5,3*102 min™", mittel austauschende
Deuteronen den Bereich der Ratenkonstanten 5,3*10'2 min'1<k<1,7 min” und schnell austauschende Deuteronen
den Bereich der Ratenkonstanten 1,7 min~'<k.

Um Aussagen iiber die a-Helix Dynamik im Zustand der Membran-Integration zu treffen, wurden
die Peptide in POPC/DOPE/DOPS Membranen und in DMPC Membranen vermessen (Abb. 65). Sowohl
in DMPC als auch in POPC/DOPE/DOPS Liposomen zeigten die Peptide eine vergleichbare
Austauschkinetik.
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Abb. 65: DHX-Kinetik der acylierten Varianten in Lipid-Membranen bei 50 °C in 50 mM Ammoniumformiat Puffer
pH 5,5. Die Peptide wurden zu 1 mol-% im Verhaltnis zu Lipid eingebaut. Es wurden Liposomen bestehend aus
POPC/DOPE/DOPS (3:1:1) oder DMPC fiir die Experimente verwendet. Die Linien bezeichnen den exponentiellen
Fit der Auswertung mittels MEM-Analyse. Die Standardabweichung von <0,33 Deuteronen ergab sich aus n=2-3
Messungen.

Die sehr dhnliche a-Helix-Dynamik der Peptide in Membranen wurde ebenfalls bestétigt durch die
kinetische Auswertung mittels MEM-Analyse. Lediglich LV16 schien terminal im Gegensatz zu den
acylierten Peptiden eine leicht erhohte Flexibilitét aufzuweisen (Abb. 66 und Abb. 67).
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Abb. 66: Kinetische Auswertung durch MEM-Analyse. Haufigkeit der Ratenkonstanten fiir den Austausch der Amid-
Ddeuteronen der acylierten Peptide in POPC/DOPE/DOPS und DMPC Liposomen. Die definierten Bereiche fiir
stabile Amid-Deuteronen, mittel und schnell austauschende Deuteronen sind durch gestrichelte Linien markiert.

Damit konnte ein direkter Einfluss der Acylketten auf eine o-helikale Struktur ausgeschlossen
werden, so dass die erniedrigte konformationelle Flexibilitit der Peptide auf einem erniedrigten
kooperativen Effekt in Losung beruhen konnte bzw. indirekt in Membranen durch Lipidinteraktion

hervorgerufen werden konnte.

y
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Ratenkonstantenbereich

Abb. 67: Anzahlen an Deuteronen in den definierten Ratenkonstantenbereichen aus der Auswertun% mit Hilfe der
MEM-Methode. Stabile Deuteronen bezeichnen den Bereich der Ratenkonstanten k<1,7*10 min'1, mittel
austauschende Deuteronen den Bereich der Ratenkonstanten 1,7*10'3 min'1<k<1,7*10'1 min™ und schnell
austauschende Deuteronen den Bereich der Ratenkonstanten 1,7*10'1 min~'<k.

Die Anzahl der Deuteronen, welche mit schneller oder mittlerer Geschwindigkeit im Membranfall
austauschten, gab lediglich Aufschluss iiber die terminalen Bereiche der Peptide, wihrend die Dynamik
im Kern sehr unterschiedlich sein konnte. Damit wére ein mogliches Fusionsdefizit, im Sinne des
Eintritts in die Hemifusion, in einer verminderten Flexibilitidt der zentralen Reste der acylierten Peptide
zu suchen. Dies scheint jedoch im Hinblick auf die Ergebnisse des Austausches in Losung sehr

unwahrscheinlich zu sein.
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5 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es fusogene, membrandurchspannende Peptide strukturell hinsichtlich
globaler Flexibilitdt und lokaler Helixdynamik zu charakterisieren. Es sollten strukturelle Merkmale mit

der spezifischen Fusogenitit unterschiedlicher Peptide korreliert werden.

5.1 Die Helixdynamik kurzer Modellpeptide

Ergebnisse aus Untersuchungen an den TMD neuronaler SNARE-Proteine [39] und viraler
Fusionsproteine [90] zeigten eine klare Bedeutung der Transmembrandomédnen fiir den Vorgang der
Membranfusion auf. In diesen Experimenten war es moglich, in vitro Membranfusion durch Peptide zu
mediieren, welche den jeweiligen Transmembandoménen der natiirlichen Proteine entsprachen.

Fiir die Initiation der Fusion, den Ubergang von getrennten Lipidschichten zur Vermischung der
duBeren Lipidschichten, deutete sich eine Korrelation zwischen Fusogenitit und konformationeller
Flexibilitit dieser Peptide an. Peptide, welche den Transmembrandomédnen natiirlicher Fusionsproteinen
entsprachen, waren in der Lage, in vitro die Fusion von Liposomen zu ermdglich, obwohl keine
extrazelluldiren Doménen vorhanden waren, welche fiir die direkte Apposition der Liposomen sorgten
[39]. Damit erhohen membrandurchspannende Peptide die Wahrscheinlichkeit mit der zufillig
kollidierende Liposomen in einen Fusionsvorgang eintreten. Hier wurde die Korrelation von Flexibilitét
und Eintritt in die initiale Phase der Fusion verdeutlicht. Es konnte gezeigt werden, dass Peptide, welche
eine sehr hohe Fusogenitit aufwiesen, in micelldren Losungen als Mischungen bestehend aus o-Helix
und P-Faltblatt vorlagen [89]. Diese Tendenz zur Umfaltung der Sekundérstruktur wurde als
konformationelle Flexibilitdt bezeichnet und wurde auf den hohen Anteil an B-verzweigten Aminosduren
zuriickgefiihrt. Eine Reduktion dieser o-Helix-destabilisierenden Reste fiihrte gleichzeitig zu einer
Reduktion der Fusogenitit.

In weiteren Experimenten zeigte sich eine sequenzspezifische Fusogenitét von artifiziellen Peptiden
[45], welche unterschiedliche strukturelle Priaferenzen aufwiesen. Die detaillierte strukturelle
Charakterisierung dieser de novo kreierten Peptide wurde in dieser Arbeit in Abhéngigkeit von ihrer

Primérstruktur vorgenommen.

5.2 Rolle der hydrophoben Kernsequenz

De novo kreierte Modellpeptide dienten als einfaches System zur Bestimmung struktureller

Eigenschaften membrandurchspannender o-Helices. Hier sollten die fiir den Vorgang der
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Membranfusion wichtigen strukturellen Eigenschaften in Ahédngigkeit von der Primérstruktur der Peptide
charakterisiert werden. De novo kreierte Peptide zeigten dhnliches Verhalten hinsichtlich Fusogenitét
und konformationeller Flexibilitdt wie Peptide, welche der Sequenz der Transmembrandoméne natiirlich
vorkommender SNARE-Proteine entsprechen. Damit konnten kiinstlich erzeugte Peptidsequenzen als
Modellsystem fiir natiirlich vorkommende Transmembrandomidnen von Fusionsproteinen verwendet
werden. In diesen Arbeiten wurde gezeigt, dass natiirliche Sequenzen ein Optimum an Fusogenitét
darstellen. Mutationen, welche die Stabilitdt der Peptide forderten, fiihrten zu einer Reduktion des
fusogenen Potentials. Dieser Sachverhalt wurde nun mit Modellpeptiden und der Variation der
Sequenzen aus den beiden Aminosduren Leucin und Valin genauer untersucht. Die Peptide waren dabei
immer nach dhnlichem Muster aufgebaut. Die flankierenden Aminosduren bestanden aus Triplets von
Lysin-Resten, welche primér fiir die bessere Loslichkeit und Membranintegration sorgen sollten. Die
strukturellen Einfliisse sollten deshalb lediglich durch die Variation der 16 zentralen Aminosduren
zustande kommen. Damit sollte der hydrophobe Kern die strukturellen Eigenschaften der Peptide

bestimmen.

5.2.1 Die Dynamik der aliphatischen Peptid-Varianten

Durch das gleichméBige Einbringen von a-Helix-destabilisierenden Resten auf eine Oligo-Leucin-
Sequenz kann von einer gleichmifigen Destabilisierung der Peptid-Helices ausgegangen werden.
Obwohl nicht direkt geklart werden kann in welchen Teilen die a-Helix flexibel ist, so ist wegen des
regelmiBigen Musters und aufgrund der Tatsache, dass a-Helices zu den terminalen Bereichen hin
flexibler sind [120], davon auszugehen, dass die Stabilitdt der Peptide von AuBlen nach Innen sukzessive
zunimmt. Durch Zirkulardichroismus-Messungen sollte die globale Struktur bestimmt werden und durch
Polaritétstitrationen die Tendenz der verschiedenen Peptide zur globalen Entfaltung gemessen werden.
Dies kann als MaB fiir Helixstabilitdt gesehen werden. Aus diesem Grund war es jedoch notwendig die
Auswertung von CD-Spektren, speziell dieser kurzen Peptide, zu optimieren.

Da gingige Auswertealgorithmen die Sekundirstruktur einer unbekannten Probe unter Abgleich
bekannter Strukturen auf Basis von Proteinen nutzen, wurde hier ein Referenzsatz an kiinstlichen
Peptidspektren zur verbesserten Auswertung von Zirkular Dichroismus Daten entwickelt. Die Zirkular
Dichroismus-Spektroskopie beschreibt die Summe aller Konformationen, welche von einem Protein oder
Peptid wéhrend eines Experiments beobachtet werden konnen. Aus diesem Grund kdnnen quantitative
Daten aus CD-Spektren keine absolute Strukturaussage liefern. Im Vergleich zu NMR oder
Rontgenkristallstrukturanalyse stellt die Zirkular Dichroismus-Spektroskopie jedoch eine schnelle und
einfache Methode zur Abschétzung der Sekundirstruktur dar. Eine Vielzahl von Methoden wurde
entwickelt, um eine genaue Interpretation der Sekundirstruktur anhand von CD-Spektren im Fern-UV-

Bereich zu ermoglichen. Diese Methoden wurden jedoch in der Hauptsache entwickelt, um
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Strukturinformationen globulirer Proteine zu erhalten [98, 99, 101]. Der Sekundirstruktur speziell von
Peptiden wurde dabei wenig Aufmerksamkeit geschenkt. Mit der Erkenntnis, dass selbst kurze Peptide
Sekundarstrukturen einnehmen koénnen [121-123], wuchs das Interesse der Sekundarstrukturanalyse von
kurzen Peptiden mittels Zirkular Dichroismus-Spektroskopie. Kurze Helices, wie sie hdufig innerhalb
von Proteinen vorkommen, geben in der CD-Spektroskopie kein quantitatives Signal, widhrend diese
durch andere Methoden bestimmt werden kdnnen [124]. Deshalb findet sich in der Auswertung der CD-
Spektren kurzer Peptide unter Verwendung von Protein-Referenzspektren eine Uberreprisentation
helikaler Strukturen. Aus diesem Grund wurde der PEPFIT-Algorithmus speziell zur Auswertung von
CD-Daten kurzer Peptide entwickelt [115]. Die Software bendtigt jedoch manuelles Anfitten der Daten
und ist somit schwierig in der Handhabung und das Ergebnis des Fits ist abhéngig von der optischen
Begutachtung des jeweilligen Nutzers, wodurch sehr unterschiedliche Ergebnisse entstehen kénnen. Die
in dieser Arbeit entwickelte Kombination aus CDNN und PEPFIT war nétig, um CD-Daten von Peptiden
akkurat auszuwerten. CDNN/PEPFIT erwies sich als schnelle und einfach anzuwendende Alternative zu
PEPFIT und zeigte in allen Tests ein vergleichbares Ergebnis. Mit Hilfe des kiinstlichen neuronalen
Netzwerks von CDNN und dem Referenzsatz an Peptiden aus PEPFIT wurde hier eine Moglichkeit
geschaffen, benutzerunabhingig speziell die CD-Daten von Peptiden akkurat und schnell auszuwerten.

Die synthetischen Modellpeptide der aliphatischen Reihe konnten mit Hilfe der neuen Software
hinreichend strukturell charakterisiert werden. Verdnderungen in den Spektren spiegelten sich nun
ebenso in den erhaltenen Sekundérstrukturanteilen wider. In der Polaritdtstitration zeigte sich ein
Auffalten der hydrophoben Modellpeptide in polarem Medium (Abb. 19). Obwohl die Solvatisierung der
a-Helices aufgrund der hydrophoben Seitenketten nicht begiinstigt ist, zeigt sich fiir die valinhaltigen
Sequenzen (LV16, VVLI16) eine Tendenz zur Faltung zum [-Faltblatt. Es ist anzunechmen, dass die
Peptide im wéssrigen Medium Oligomere aus a-Helices oder B-Faltblittern bilden. Somit kdnnten das
Auffalten und die Bildung von B-Faltblittern iiber einen kooperativen Effekt begiinstigt sein. Die
Unterschiede in der Fusogenitit von L16 (Fusion nach 1 h bei einem P/L-Verhéltnis von 0,01 ca. 8 %)
und LLV16 (Fusion nach 1 h bei einem P/L-Verhéltnis von 0,01 ca. 26 %) lassen sich jedoch nicht allein
durch Polaritétstitrationen rationalisieren, da bei beiden Peptiden kein Auffalten der a-Helix beobachtet
wurde. Das Auffalten der a-Helix, bzw. deren Umfalten zum p-Faltblatt, wird im Folgenden als globale
Flexibilitit bezeichnet. Dahingegen spiegeln sich die Unterschiede in der Polarititstitration und damit in
der globalen Flexibilitédt nicht in den Fusogenitéten der beiden Peptide LV 16 (Fusion nach 1 h bei einem
P/L-Verhiltnis von 0,01 ca. 64 %) und VVL16 (Fusion nach 1 h bei einem P/L-Verhéltnis von 0,01 ca.
61 %) wider (siche 4.3.1). Ein deutlicher Unterschied in der globalen Flexibilitdt von LV16 und VVL16
konnte jedoch gezeigt werden. Dennoch ist die Fusogenitdt von VVL16 gegeniiber LV16 nicht erhoht.
Globale Flexibilitdt korreliert damit nicht perfekt mit der jeweiligen Fusogenitit.

Eine a-Helix, welche nur aus hydrophoben Aminoséuren aufgebaut ist, zeichnet zudem eine hohe
Stabilitdt aus. In Helices aus hydrophoben Aminoséuren liegt die energetische Barriere hoher, welche ein

Entfalten dieser Helices zuldsst [125]. Ist eine Peptidsequenz fortlaufend aus hydrophoben Aminoséuren
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zusammengesetzt, konnen sich sogar P-verzweigte Aminosduren innerhalb einer relativ stabilen
a-helikalen Struktur befinden. Dieser Effekt ldsst sich auf eine kooperative Packung der hydrophoben
Seitenketten zuriickfiihren. Dabei haben die fiir die Bildung einer a-Helix verantwortlichen
intramolekularen Wasserstoffbriicken relativ unabhingig vom umgebenden Medium eine lokale
hydrophobe Umgebung, was diese Bindungen stdrkt und somit die a-Helix stabilisiert. Um nun die
Entfaltung einer derartigen a-Helix zu ermoglichen, miissen die Interaktionen zwischen den
hydrophoben Seitenketten unterbrochen werden. Aus diesem Grund hat eine a-Helix aus hydrophoben
Aminosduren eine sehr hohe Energiebarriere fiir die Entfaltung, wéhrend diese bei 16slichen Helices
deutlich niedriger liegt [126]. Haufig fiihrt die Entfaltung derartiger a-Helices dann zu einer sehr
schnellen Aggregation der Peptide. Aus diesem Grund wird angenommen, dass auch Peptide, welche
eine hohe Anzahl an B-verzweigten Aminosiuren tragen und zudem sehr hydrophob sind, eine relativ
stabile a-Helix bilden konnen. Am Beispiel des ,,Surfactant Associated Polypeptide C*“ (SP-C) wurde
jedoch auch gezeigt, dass eine derartige stabile a-Helix innerhalb von Wochen irreversible f-Faltblatt-
Aggregate bildet [127]. AuBerdem stiitzen NMR-Daten, dass die helikale Konformation dieses
hydrophoben Valin-reichen Peptids in Losung nicht in einem dynamischen Gleichgewicht zwischen
alternativen nicht-helikalen Konformationen vorliegt, sondern vielmehr einem kooperativen Entfaltungs-
und  Aggregationsprozess unterliegt. Auch  Simulationsstudien untermauern diese  hohe
Entfaltungsbarriere von SP-C [128]. Demnach tollerieren Helices aus hydrophoben Aminoséduren in einer
ensprechend unpolaren Umgebung eine hohe Anzahl an B-verzweigten Aminosiuren ohne zu entfalten.
Damit ist fiir die Mehrzahl der Transmembrandoménen die c-Helix das zentrale Strukturmotiv, wiahrend
das B-Faltblatt eine strukturelle Sackgasse des Peptids darstellt, welche als Seitenreaktion durch zu hohe
Anteile an Valin-Resten entstehen kann. Nachdem auch fiir die meisten hier untersuchten Peptide gezeigt
wurde, dass innerhalb der Membran die a-Helix als stabile Konformation vorherrscht, konnte die lokale
Dynamik dieser Helices die unterschiedliche Fusogenitdt erkldren. Nachdem eine sehr hohe
Energiebarriere fiir die Entfaltung der a-Helix angenommen wird, wiirde dies den Bereich innerhalb
dessen diese Helix dynamisch sein kann weiter vergroBern. Damit wire eine lokale Flexibilitdt einer
membrandurchspannenden o-Helix die entscheidende Triebkraft fiir eine fusogene Wirkung. Isoleucin
und Valin kénnen demnach dazu dienen die lokale Flexibilitdt einer membrandurchspannende o-Helix
stark zu modulieren [93]. Die hydrophobe Umgebung der Membran sorgt dennoch dafiir, dass die
o-Helix als Konformation bestehen bleibt. Das p-Faltblatt wire demnach eine nicht funktionelle
Konformation. Alle bekannten Transmembrandominen natiirlicher Fusionsproteine weisen helikale
Struktur auf. Im Peptidsystem konnte das P-Faltblatt als Seitenreaktion von zu hohen Anteilen an
a-Helix-destabilisierenden Aminosduren auftreten.

Fiir die aliphatischen Varianten zeigte sich im Wasserstoff/Deuterium-Austauschexperiment ein
klarer Zusammenhang zwischen Valin-Gehalt und Austauschgeschwindigkeit

(L16<LLV16<LV16<VVL16) (siche 4.3.2). Im Folgenden wird im Zusammenhang mit den
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Austauschgeschwindigkeiten von Peptiden von lokaler Flexibilitdt gesprochen. Lokale Flexibilitit einer
a-helikalen Konformation bedingt sich demnach in durchgehend, gleichmafigen Mischungen aus Leucin
und Valin aus der Anzahl an Valin-Resten. Die Fusionsexperimente zeigen, dass ein Leu/Val-Verhiltnis
von 1 sowohl notwendig als auch ausreichend, ist die Fusion von Liposomen in vitro vergleichbar zu
natiirlichen Sequenzen (Synaptobrevin 2 (syb) und Syntaxin la (syx)) zu ermoglichen. In Losung
korrelierten fiir die aliphatischen Varianten der Peptide deren Austauschverhalten, damit die Stabilitét
der intramolekularen Wasserstoftbriicken wund lokale Flexibilitdt, mit ihrer Fusogenitit
(L16<LLV16<LV16). Lediglich VVLI16 zeigte die hochste lokale Flexilitit, konnte jedoch in der
Fusogenitit keine Steigerung im Vergleich zu LV16 bewirken. Wie jedoch oben angesprochen, zeigt sich
fiir VVL16 ein deutlich schnelleres Umfalten in der Polarititstitration als dies fiir LV16 der Fall ist.
Desweiteren ist die Sekundirstruktur von VVL16 in membranintegriertem Zustand durch einen
deutlichen Anteil an (-Faltblatt gekennzeichnet, was nach obiger Hypothese einem nicht-fusogenen
Seitenprodukt entsprechen konnte und damit die zu LV16 vergleichbare Fusogenitdt trotz erhdhter
Flexibilitdt erkldren kdnnte. VVL16 besitzt mehr als 50 % Valin wéhrend Transmembrandoménen von
Fusionsproteinen in der Natur lediglich ~509% [p-verzweigte Aminosduren aufweisen. Viele
Transmembrandoménen in der Natur weisen zudem einen sehr hohen Anteil an Isoleucin auf. Im
Vergleich zu Valin besitzt jedoch Isoleucin in apolarer Umgebung kein derartig hohes Potential zur
Destabilisierung einer a-Helix wie dies durch Valin geschieht. Demnach kénnen im Vergleich zu den
synthetischen Modellpeptiden, welche als einzige 3-verzweigte Aminosdure Valin enthalten, in der Natur
Transmembranhelices durch Isoleucin ein hoheres Mall an -verzweigten Aminosduren tolerieren und
durch den Gebrauch von Isoleucin unter Umsténden die lokale Flexibilitdt von Transmembranhelices
feiner regulieren [12]. Demnach konnte die a-Helix die funktionale Struktur fusogener Peptide sein,
wiahrend das fusogene Potential sich aus der Destabilisierung dieser o-Helix ergibt. Zu starke
Destabilisierung konnte jedoch Entfalten der Peptide und zum Arrest im B-Faltblatt fithren, wodurch
Fusogenitit effektiv nicht ldnger mediiert werden kann.

Peptide mit einer alternierenden hydrophoben Kernsequenz aus Leucin und Valin unterschiedlicher
Liange (siehe 4.7.1) zeigten, dass die konformationelle Stabilitdt der c-Helix abhéngig ist von der Lénge
des Peptids. Es muss mit beriicksichtigt werden, dass das Valin zu Leucin und Lysin Verhéltnis mit der
Linge der Peptide ansteigt, was die erniedrigte Stabilitit der ldngeren Peptidvarianten erkléren konnte.
AuBerdem erhoht sich die Lénge des hydrophoben Bereichs der Peptide, was diesen eine hohere
Moglichkeit zur Interaktion und Umfaltung gewéhrt. Die LV16-Sequenz stellte innerhalb des artifiziellen
Liposomensystems die fusogenste Variante dieser Peptide dar. Innerhalb der Membran zeigte sich
jedoch, dass mit Ausnahme von LV12 alle Peptide eine o-Helix bilden konnten. LV12 lag als
B-Faltblatt-Struktur vor. Daraus wird ersichtlich, dass die Membran gezielt Konformationen stabilisieren
kann. Die ldngeren Varianten kdnnen sich dabei wahrscheinlich iiber einen verdnderten Einbauwinkel in
den hydrophoben Bereich integrieren, wihrend die kurze Variante wegen ihrer terminalen Lysin-Reste

innerhalb der Membran gestreckt und umgefaltet wird. Die Diskrepanz zwischen hydrophober Lange von
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TMD-Peptiden und Dicke eciner Membran kann demanch ebenso die Stabilitit einer a-Helix
beeinflussen.

Diese Peptide konnten als Modellsysteme fiir Transmembrandoménen natiirlicher Fusionsproteine
betrachtet werden, da die a-Helix auch in Liposomen das zentrale Strukturmotiv dieser Peptide bildete
(sieche 4.3.1). In Ubereinstimmung zu Polarititstitrationen der Peptide in Losung deutete ein leicht
erhohter [(-Faltblatt-Anteil der Peptide mit steigendem Valin-Gehalt in Zirkular-Dichroismus
Untersuchungen auf konformationelle Flexibilitdt hin. Bestdrkt wurde dieses Bild durch die
beschleunigten Austauschkinetiken der Peptide (in Liposomen) im D/H-Austauschexperiment mit
steigendem Anteil an Valin-Resten. Eine lokale Entfaltung der helikalen Konformation konnte durch
eine Erhohung des Anteils an Valin-Resten gesteigert werden. Auch die beobachtete globale Entfaltung,
welche liber das Messen der Sekundarstruktur innerhalb der Polaritétstitration bestimmt wurde, weist auf
eine Destabilisierung der a-Helix durch Einbringen von Valin-Resten hin. Damit ist fiir LV16 der beste
Kompromiss zwischen Flexibilitit in der Membran und dem Aufrechterhalten einer
membrandurchspannenden a-Helix gefunden.

Das fusogene Potential eines Peptids (syb-wt), welches der Transmembrandoméine von
Synaptobrevin 2 entspricht, war vergleichbar mit dem des LV16 Peptids. Mutationen, welche die
Stabilitdt der Helix forderten, reduzierten die Fusogenitit des Peptids (syb-L8) [129]. Dieses Bild
bestitigte sich auch in der Betrachtung der Helix-Stabilitdt mittels DHX-Experimenten in denen die
fusogenen Sequenzen einen schnelleren Austausch und damit eine flexiblere a-Helix zeigten.

Durch gezieltes Destabilisieren der a-helikalen Struktur der Peptide unter Beibehaltung der globalen
Konformation einer a-Helix sollte versucht werden die Dynamik und damit die Fusogenitit der

membrandurchspannenden Peptide weiter zu steigern.

5.2.2 Der Einfluss von Glycin und Prolin auf die Helixdynamik

Es zeigte sich, dass das Einbringen der Helixbrecher-Motive Gly/Pro einen starken Effekt auf die
Fusogenitit der Peptide hatte. Glycin und Prolin im Zentrum einer alternierenden Sequenz aus Leucin
und Valin konnte die Fusogenitit dieser Peptide weiter steigern, wihrend ein einzelnes Glycin oder
Prolin dazu nicht in der Lage war (Fusion nach 1 h bei einem P/L-Verhiltnis von 0,01 fiir LV16 GS ca.
58 %, fiir LV16 P8 ca. 59 %, fiir LV16 G8P9 ca. 102 %).

Die strukturellen Konsequenzen waren, dass Gly/Pro-Paare in der Polaritétstitration eine scheinbar
stabilere a-Helix als LV16 zeigten (siehe 4.5.1). Jedoch war mit einem deutlich erh6hten Anteil an
Zufallsknduel und der Tatsache, dass Prolin die Bildung von P-Faltbléttern sehr stark beeintrichtigt,
nicht von einer direkt stabileren a-Helix, sondern einer indirekt durch Destabilisierung des B-Faltblatts
stabilisierten a-Helix auszugehen [17]. Dies zeigte sich auch in den H/D-Austauschexperimenten in

Losung, in denen die Helices mit Gly/Pro-Motiven deutlich schneller austauschten (siehe 4.5.2). Hier
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kann also ein stark o-Helix-destabilisierender Effekt durch Gly/Pro angenommen werden, welcher sich
jedoch wegen der verminderten Neigung von Prolin sich innerhalb eines -Faltblatts zu befinden, nur in
einer erhohten lokalen Flexibilitdt gedufert hat. Dieser konnte durch einen zentralen Bruch der a-Helix
und der daraus resultierenden zweigeteilten Helix zu Stande kommen. Dadurch wére eine a-Helix in
ihrer Faltung begiinstigt und dennoch durch Gly/Pro stark destabilisiert. Diese Ergebnisse spiegeln auch
wider, dass die Neigung zur globalen Enfaltung nicht notwendigerweise direkt mit lokaler Stabilitdt
verkniipft ist. Damit muss fiir die Betrachtung der maximal mdglichen lokalen Flexibilitdt auch die
Energiebarriere zur Entfaltung der a-Helix in Betracht gezogen werden. Aber auch die Stabilitit anderer
Konformationen beeinflusst die Stabilitdt der a-Helix. Wahrend die Stabilitdt einer o-Helix in den
aliphatischen Varianten fiir LV16 ihr Minimum erreichte, bei der eine Peptidhelix noch existieren kann,
jedoch sehr flexibel ist, fiihrte weiteres Einfiigen von Valin-Resten zur Entfaltung der a-Helix (VVL16).
In Losung zeigte sich fiir die Gly/Pro-Varianten eine erhohte Flexibilitit der helikalen Konformation.
AuBlerdem zeigte sich, dass die gemessene lokale Flexibilitit der Peptide in Losung gut mit der
gemessenen Fusogenitét korreliert. Dennoch wurde auch hier beobachtet, dass die erhohte Helixdynamik
von LV16 G8 und LV 16 P8 nicht direkt das Ausmal} der Fusion widerspiegelte.

Jedoch konnte ebenfalls festgestellt werden, dass gerade im Falle der Membranintegration die
dominierende Sekundérstruktur dieser Peptide das [(-Faltblatt darstellte. Hier konnte die beobachtete
starke Destabilisierung terminaler Bereiche von o-Helices in liposomalen Membranen und das
zusétzliche Einfiigen eines zentralen Helixbruchs zum Umfalten dieser Peptide zum B-Faltblatt fiihren.
Anders als in Losung stehen innerhalb der Membran keine Wassermolekiile als Partner fiir die
Wasserstoffbriickenbindungen des Peptidriickgrats zur Verfiigung. Demzufolge ist es den Peptiden nicht
moglich als Zufallsknéuel in die Membran zu inserieren, sondern neben der o-Helix nur als B-Faltblatt in
der liposomalen Membran zu existieren. Fiir die Peptide LV16 G8 und LV16 P8 zeigte sich eine
vergleichbare Fusogenitéit zu LV16. Die erhohte lokale Flexibilitat dieser Peptide konnte &hnlich wie bei
VVL16 dafiir sorgen, dass markante Anteile von B-Faltblatt in membranintegriertem Zustand eine nicht
funktionelle Sackgasse darstellen und aus diesem Grund die Fusogenitit dieser Peptide im Vergleich zu
LV16 nicht gesteigert werden konnte. Die Anwesenheit eines Gly/Pro-Paares im Zentrum des
hydrophoben Kerns dagegen kdnntes es dem Peptid ermoglichen eine Schleife im Zentrum zu bilden und
dadurch beide Enden des Peptids in eine Richtung zu strecken. Dadurch konnte das Peptid nur in einer
Schicht der Membran integriert sein. FTIR Daten [130] und die Auswertung der CD-Spektren in
Liposomen (siche 4.5.1) legen dies nahe, da speziell fiir die Peptide mit Paaren von Glycin und Prolin ein
Anteil an Schleifen-Motiv gemessen werden konnte. Diese Tatsache kdnnte ebenso durch die Kinetiken
der Austauschexperimente erkldrt werden, in denen Peptide, welche als derartiges B-Faltblatt in der
Membran vorliegen deutlich schneller austauschten (siche 4.5.2). Dagegen hat der relativ hohe Gehalt an
B-Faltblatt bei VVL16 und LV16 G8 innerhalb der Membran nicht zu einem erhdhten Austausch gefiihrt,

was die Tatsache eines einzelnen -Faltblatts im Falle der Gly/Pro-Variante weiter bestitigt. In einem
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reguldren (-Faltblatt sind ebenso alle Wasserstoffbriicken des Peptidriickgrats zwischen den Strangen
des B-Faltblatts verkniipft, wodurch der Austausch dieser Protonen ebenso erschwert sein sollte. Ein
B-Faltblatt ist im Austausch seiner Amidprotonen des Peptidriickgrats meist deutlich langsamer als eine
a-Helix, da die Helix einfacher lokal Wasserstoffbriicken 6ffnen kann. Demnach scheint der schnellere
Austausch der Gly/Pro-Variante im membranintegrierten Zustand, wo diese als -Faltblatt vorliegt, ein
Widerspruch zu sein. Diese Tatsache kann also nur mit dem Vorliegen eines Peptides als einzelner
B-Strang erklart werden, welcher wesentlich schneller austauschen konnte. Hier wiirde ein einzelnes
Peptid tiber ein Schleifen-Motiv ein 3-Faltblatt bilden und nur in eine Schicht der Membran inserieren.
Uber die bewegliche Schleife wire ein Offnen und Schliefen des Faltblatts gegeben, was den schnellen
Austausch von LV16 G8P9 innerhalb der Membran erklédren konnte.

Fiir das Fusionsprotein des Humanen Immundefizienz Virus konnte beispielsweise kiirzlich gezeigt
werden, dass dieses in einer teilweisen o-helikalen und p-Faltblatt Struktur vorliegt [131]. In
vorliegendem Fall jedoch ist bedingt durch die regelmifBige Primarstruktur von einer einheitlichen
Faltung auszugehen, wenngleich die Umgebung der Membran fiir eine Teilfaltung sorgen konnte. Alle
Peptide mit Ausnahme der Gly/Pro-Varianten und VVL16 zeigten einen hohen Anteil an a-Helix in der
Membran von Liposomen. Das Peptid LV16 G8P9 konnte demzufolge als ,,Hairpin“-Struktur in die
Membran von Liposomen integriert sein. Demnach wiirde der Fusionsmechanismus des LV16 G8P9
Peptids mit fusogenen amphipatischen Peptiden oder viralen Fusionspeptiden zu vergleichen sein.

Auch diese Ergebnisse zeigten, dass die Dynamik einer a-Helix in Lésung iiber die Dynamik des
LV16-Peptids gesteigert werden konnte. Beriicksichtigt man jedoch das Aufrechterhalten der helikalen
Konformation innerhalb der liposomalen Membran, so stellt LV16 nach wie vor das Maximum einer
dynamischen a-Helix dar. Dadurch, dass Transmembrandoménen von Fusionsproteinen in der Natur eine
helikale Struktur aufweisen, stellt LV16 das beste Modell einer Transmembrandomine von
Fusionproteinen dar. LV16 G8P9 zeigte zwar eine stark erhohte Fusogenitit, kann jedoch aufgrund
seiner Konformation im membranintegrierten Zustand nicht als Modell fiir natiirlich vorkommende
Transmembrandoménen von Fusionsproteinen fungieren. Nachdem hier also gezeigt wurde, dass lokale
Flexibilitdt von Peptiden wichtig fiir deren Fusogenitit ist und LV16 das Maximum an Helixdynamik
erreicht, sollte weiterhin gekldrt werden ob es spezifische Regionen innerhalb der Peptide und damit
Bereichen der Membran gibt in denen eine membrandurchspannende o-Helix flexibel sein muss, um

Fusion von Liposomen bewirken zu kdnnen.

5.2.3 Die Helixdynamik lokaler Peptid-Doméanen

Durch Finfiigen von Blécken aus Valin in die Sequenz eines Oligo-Leucin-Peptids wurde versucht
spezifische Regionen der Peptide zu destabilisieren und deren Relevanz fiir die Fusion zu testen. In der

Zusammensetzung ihrer hydrophoben Kernsequenz stellten diese Varianten Derivate der LLV16-
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Sequenz dar, indem sie dessen Leu/Val-Verhiltnis beibehalten. LLV16 zeigte sich miBig fusogen
(Fusion nach 1 h bei einem P/L-Verhéltnis von 0,01 ca. 26 %) und besitzt im Vergleich zu natiirlichen
Transmembandoménen von Fusionsproteinen einen erniedrigten Gehalt an o-Helix-destabilisierenden
Aminosduren. Durch die unregelméfligen Peptide konnte den terminalen Bereichen dieser Peptide eine
wichtige Rolle fiir den Vorgang der Fusion zugeordnet werden. Terminale Flexibilitdt war im Hinblick
auf Fusogenitit ein wichtiges Strukturmerkmal. Nur VLV und LV-L-LV waren in der Lage Fusion von
Liposomen zu vermitteln, wihrend LVL und L-LV-L keine Fusion bewirken konnten (siche 4.4.1). Die
Fusogenitit von VLV und LV-L-LV war im Vergleich zu LLV16 aullerdem erhoht. Allerdings zeigte
sich auch die Bedeutung zentraler Flexibilitit, da eine lokale Destabilisierung einer a-Helix in den
terminalen Bereichen alleine die im Vergleich zu LV16 verminderte Fusogenitéit nicht kompensieren
konnte. Demnach kdnnte die terminale Flexibilitdt dieser Peptide in liposomalen Membranen direkt in
den Fusionsprozess eingreifen und damit in einem fritheren Stadium der Fusion wichtig sein als die
zentrale Flexibilitdt oder aber auch dafiir sorgen, dass eine gewisse Flexibilitdt des hydrophoben
Zentrums erst ermoglicht wird. Demzufolge wére das entscheidende Kriterium fiir Fusogenitit eine
flexible innere Region von Transmembrandomédnen, welche nur moglich wire, wenn flexible
Randbereiche von Helices destabilisierend auf den zentralen Bereich von o-Helices einwirken.
AuBerdem muss beriicksichtigt werden, dass im Fall der unregelméBigen Varianten die Ergebnisse der
Polaritétstitration (siehe 4.4.2) und der Wasserstoff/Deuterium-Austauschexperimente (siehe 4.4.3) in
Loésung nicht direkt mit der Fusogenitét korreliert werden konnen. Lediglich die Populationsgroe der
schnell austauschenden Deuteronen spiegelte die terminale Dynamik der Peptidhelices von VLV und
LV-L-LV wider und korreliert damit mit deren Fusogenitit. Der schnellere gesamte Austausch des LVL-
Peptids jedoch steht im Kontrast zu dessen Fusogenitit. Dies scheint aber hauptsédchlich darin begriindet
zu sein, dass die Losungsmittelzuginglichkeit und auch die Stabilitit der a-Helix in Losung anders
waren als im membranintegrierten Fall. In Losung zeigt sich die zentral durch Valin destabilisierte
Variante LVL als sehr schnell im Austausch. Die 5 Valin-Reste konnten in Losung die a-Helix komplett
destabilisieren und, wie sich gezeigt hat (siehe 4.4.4), sogar noch vor den Amidprotonen der terminalen
Leucin-Reste austauschen. Die zentrale Destabilisierung dieser a-Helix in Losung wire also vergleichbar
mit der beschleunigten Austauschkinetik der Gly/Pro-Varianten. Im Falle der Membranintegration sind
die zentralen Valin-Reste vor dem Austausch geschiitzt und/oder bilden eine stabilere o-Helix.
Tatséachlich reflektieren die Ergebnisse der H/D-Austauschexperimente in diesem Fall die Fusogenitit
dieser Peptide. Der zentrale hydrophobe Kern ist vom Austausch abgeschirmt und deshalb fiir das
Experiment in Membranen nicht sichtbar. Aus den Ergebnissen kann jedoch gefolgert werden, dass
terminale Flexibilitét fiir den Vorgang der Fusion wichtig ist. Ob dies nun das Einbringen von Flexibilitit
Richtung hydrophobem Kern, welche ebenso entscheidend ist fiir Fusion, oder aber direkt mechanistisch
wichtig ist, kann hier nicht erschopfend geklart werden.

Der Versuch durch die unregelméfigen Varianten regionsspezifisch Flexibilitit in die Peptide

einzufithren, wurde ebenfalls in der von mir betreuten Masterarbeit von Stefan Quint {iber Molekular
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Dynamik (MD) Simulationen untersucht. Dabei wurde innerhalb von Peptiden in 80 % TFE das
Wasserstoffbriicken-Bindungsmuster in  den  Peptiden  beobachtet. Die intramolekularen
Wasserstoffbriicken bestimmen massgeblich die Stabilitit der Peptid-Helix. Bei den Peptiden LLV16,
LVL und VLV war dabei die Besetzung der Wasserstoffbriickenbindungen im Verlauf der untersuchten
Molekular Dynamik (MD) Simulation niedriger. L16 zeigte {iber die gesamte Sequenz innerhalb der
Simulation ein gleichmifBig hohes Besetzungsmuster (Abb. 68). Damit konnten die Ergebnisse der
Wasserstoff/Deuterium-Austauschexperimente iiber die MD-Simulation rationalisiert werden, dadurch,
dass auch in der Simulation das Einbringen von Valin-Resten die Stabilitdt einer a-Helix beeintrachtigt

hat.

a—Helix  m— 310-Helix
11— 1 —
0.9 L16 ] 0.9/ LLV16
0.8t . 0.8}
g) 0.7+ g) 0.7+
E 0.6+ ﬁ 06+
% 0.5+ % 0.5¢f
o 04} 2 04}
0.3+ 0.3t
0.2+ 1 0.2+ 1
01F . o1l i1 _ l
ol & ki s 11 1 B | ol | | 2 L b} 2% 1
KKWLLLLLLLLLLLLLLLLKKK KKWLLVLLVLLVLLVLLVLKKK
Sequenzpostion des Amidprotons Sequenzpostion des Amidprotons
1T — T - r
0.9 LVL16 ] 0.9/ VLV16
0.8+ 1 0.8f
g) 07’ g., 07,
s 067 5 06
% 0.5+ % 0.5}
m 04f - 2 04}
0.3+ . 0.3t
01F : | o1t I} 11 '
[ I 2R L L L1 RE 0..‘i5-
KKWLLLLLVVVVVLLLLLLKKK KKWVVLLLLLLLLLLLVVVKKK
Sequenzpostion des Amidprotons Sequenzpostion des Amidprotons

Abb. 68: Besetzung der Wasserstoffbriicken als Funktion der Sequenzposition. Die relative Besetzung der
Wasserstoffbriicken wurde aus den Molekulardynamik-Simulationen Uber die zeitliche Besetzung wahrend der
Simulationsdauer kalkuliert.

Weiterhin wurde aus den Ergebnissen der MD-Simulation ersichtlich, dass die Valin-Seitenkette
aufgrund ihrer [B-Verzweigung sterisch sehr ungiinstig mit den Carboxysauerstoffatomen des
Peptidriickgrats in ihrer Umgebung wechselwirken. Dadurch wurde eine Torsion der Dihedralwinkel im
Peptidriickgrat sichtbar. Am Beispiel des LVL zeigt Abb. 69, dass bei dieser Torsion die Ausrichtung der
Carboxygruppen von Leucin 6 und Leucin 7, sowie die der Amidgruppe von Leucin 7 direkt beeinflusst

werden. Eine verminderte Stabilitdt der Wasserstoffbriicken kann damit fir die Positionen an denen sich
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Valin in der Sequenz befindet gezeigt werden. Dadurch, dass sich mehrere Valin-Reste in den Peptiden
befinden, konnen sich derartige Effekte iiberlagern und damit die Besetzung der Wasserstoftbriicken

iiber einen weiten Bereich der Peptid-Helices beeintrichtigen.

Abb. 69: Der Einfluss sterischer Effekte auf die Peptidstruktur. A. Ausschnitt der at-Helix des Peptids LVL aus der
MD-Simulation. Die Seitenkette von Valin 10 bewirkt durch abstoRende van der Waals Krafte auf die Carboxy-
Sauerstoffe von Leucin 6 und 7 eine Verbiegung der helikalen Struktur. B. Effekt der Verbiegung durch die Valin-
Seitenkette auf die Struktur des Peptidriickgrats. Es sind verschiedene helikale Strukturen wahrend der Simulation
dargestellt. Blau ist die Ausgangsposition der o-Helix. Die Seitenkette von Valin befindet sich in der in A
beschriebenen unginstigen Position. Dies verursacht eine Verbiegung der a-Helix (rot). Nach einer Rotation der
Valin-Seitenkette (griine Pfeile) kann die a-Helix in ihre Ausgangslage zurlickkehren (grau).

Fiir die Auswertung der Daten wurden die Peptide in drei Bereiche unterteilt, wobei der N-terminale
Bereich die Aminosauren 1-6, der zentrale Bereich die Aminosduren 7-17 und der C-terminale Bereich
die Aminosduren 18-23 umfasste. AnschlieBend wurde die Standardabweichung (o) der ,,root mean

square deviation* (RMSD) oryusp der Atompositionen des Peptidriickgrats fiir die jeweiligen Bereiche

berechnet (Tabelle 1). Dazu wurde jeweils die Verdanderung der Position jedes C,-Atoms bestimmt.

Tabelle 1: Grusp der verschiedenen Sequenzregionen der LV-Peptide

N-terminal | Zentrum C-terminal
L16 0,114 0,075 0,176
Lv16 0,201 0,137 0,292
LVL 0,082 0,141 0,117
VLV 0,167 0,106 0,293

Die Standardabweichung der RMSD kann in diesen Experimenten direkt als Mal fiir Flexibilitét des
jeweiligen Peptids gewertet werden. L16 zeigt die niedrigsten Standardabweichungen. Im Vergleich dazu

erwies sich LVL als deutlich flexibler im Zentrum der Sequenz. VLV zeigte im Gegensatz dazu in den
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terminalen Bereichen eine hohe Flexibilitdt wihrend der Kern der Sequenz vergleichbar zu L16 stabiler
war. Die hochsten Standardabweichungen traten bei LV16 auf, was jedoch aufgrund des hohen Anteils
an Valin iiber die ganze Sequenz erklért werden kann.

Es zeigte sich, dass durch das Einbringen der p-verzweigten Aminosdure Valin direkt
destabilisierende lokale Effekte erzeugt wurden. Im Hinblick auf die experimentellen Ergebnisse kann
deshalb davon ausgegangen werden, dass die Korrelation von Fusion und regional eingebrachter

Flexibilitit Guiltigkeit besitzt.

5.3 Die Rolle der flankierenden Regionen der Peptide

Nachdem die detailierte Charakterisierung der hydrophoben Kernbereiche der Peptide erfolgt war,
sollten nun die flankierenden Bereiche der Peptide einer strukturellen Betrachtung unterzogen werden. In
der Betrachtung der flankierenden Regionen der Peptide wurden hier zwei unterschiedliche Ansétze
verfolgt. Zum Einen wurde die Rolle der flankierenden Aminoséduren hinsichtlich Art und Ladung der
Seitenkette untersucht und zum Anderen die Auswirkungen von N-terminal gekoppelten Acyl-Ketten

betrachtet.

5.3.1 Der Effekt der flankierenden Aminosauren

In fritheren Untersuchungen wurde bereits gezeigt, dass den flankierenden Aminosduren neben der
Sequenz des hydrophoben Kerns der Peptide fiir die Fusion eine entscheidende Bedeutung zukommt
[118]. So zeigte sich, dass His-flankierte LV-Peptide bei neutralem pH-Wert keine Fusion von
Liposomen in vitro bewirken konnten. Im Sauren bei ca. pH 4,0 zeigten die His-flankierten Peptide
jedoch in Abhidngigkeit ihrer hydrophoben Kernsequenz unterschiedliche Fusogenitidten auf. Dabei
wurde deutlich, dass das Ausmall an Fusion der His-Varianten bei pH 4,0 vergleichbar mit den
entsprechenden Lys-Derivaten bei pH 7,4 war. Man kann weiter davon ausgehen, dass die Seitenkette
von Histidin bei Neutral-pH ungeladen vorliegt, wahrend Lysin bei Neutral-pH geladen vorliegen sollte.
Durch Senken des pH-Werts auf 4,0 ist es nun duflerst wahrscheinlich, dass auch die His-Seitenkette
geladen vorliegt. Demzufolge wurde gezeigt, dass flankierende Ladungen entscheidend fiir die Fusion
von Liposomen in vitro sind, die Fusogenitit jedoch auch von der hydrophoben Kernsequenz abhingt.
Die durchgefiihrten Polarititstitrationen verdeutlichten, dass ungeladene Peptide schneller dazu neigen
zum [-Faltblatt umzufalten als geladene (siehe 4.6.1). In Losung ist die Interaktion der Peptide
vermutlich fiir ein kooperatives Umfalten in polarer Losung verantwortlich. Die hohere konformationelle
Stabilitdt der Peptide mit geladenen flankierenden Resten scheint im Widerspruch mit der Tatsache zu
stehen, dass Helixstabilitit isolierter Helices durch sich abstoende intramolekulare Ladungen

beeintrichtigt wird. Demnach miissten die o-Helices in ungeladenem Zustand stabiler sein als in
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geladenem. Jedoch kann in diesem Fall von einem kooperativen Auffalten durch Interaktion
ausgegangen werden, da die ungeladenen Histidin-Seitenketten nicht in der Lage sind die Interaktion der
Peptide untereinander zu behindern und diese aufgrund ihres hydrophoben Charakters dazu neigen sich
in der Polaritétstitration in wéssrigem Medium gegenseitig durch Oligomerisierung zu schiitzen. Auch im
H/D-Austauschexperiment zeigte sich ein derartiger Effekt in Losung (siehe 4.6.2). Die His-flankierten
Peptide tauschten bei pH 6,8, im Experiment bei dem konzentrierte Losungen der deuterierten Peptide in
protischem Puffer verdiinnt wurden, langsamer aus als die Lys-Varianten (Abb. 52). Dies konnte auf eine
hohere Stabilitit der a-Helix der His-Varianten hinweisen, da sich die Seitenketten in ihrem ungeladenen
Zustand nicht abstolen wiirden, wéhrend die geladenen Seitenketten der Lysine die a-Helix
beeintriachtigen wiirden. Jedoch zeigte sich im Experiment, in welchem den His- und Lys-Peptiden
ermoglicht wurde in gleichem Ladungszustand ein Gleichgewicht einzustellen ein vergleichbar schneller
Austausch fiir beide Varianten bei verschiedenen Ladungszustinden (Abb. 55). Der verlangsamte
Austausch der His-Varianten unter den ersten experimentellen Bedingungen kam folglich durch
Interaktion und Abschirmung der Peptide vor einem Austausch zustande. Ahnliches konnte auch in
konzentrationsabhidngigen Wasserstoff/Deuterium Austauschreaktionen festgestellt werden (Daten hier
nicht gezeigt). Demnach spielen die terminalen Histidin- bzw. Lysin-Reste keine direkte Rolle fiir die
Flexibilitit des hydrophoben Kerns, sondern innerhalb der Polaritétstitration lediglich fiir die Interaktion
der Peptide untereinander, welche im Falle der Membranintegration weiter durch die hohe lokale
Konzentration gesteigert werden konnte. In Losung &uBlert sich die Interaktion der Peptide durch
kooperatives Umfalten. Innerhalb der Membran, in welcher die lokale Konzentration der Peptide weiter
erhoht ist, zeigte sich dennoch kein derartiges kooperatives Umfalten, da die Sekundérstruktur der His-
flankierten Peptide pH-Wert unabhidngig war.. Das Behindern der Fusion der His-Varianten bei
neutralem pH-Wert hat demnach keinen direkten strukturellen Einfluss. Dies ldsst vermuten, dass die
Struktur der Peptide in der Membran durch die apolare Umgebung stabilisiert ist. Ein Einfluss der
Ladung auf die Dynamik und Helikalitdt wird hier ausgeschlossen, da in dieser Hinsicht keine
Unterschiede zwischen den His- und Lys-Varianten festgestellt werden konnte.

Eine mogliche Erkldarung der Notwendigkeit von geladenen terminalen Bereichen ist eine
Ladungsinteraktion mit den Lipiden der Membran, beispielsweise der Phosphatidylserin-Kopfgruppe der
Lipide, bzw. mit der negativ geladenen Phosphatgruppe. Fiir Fusionsexperimente wurde standardméaBig
eine Zusammensetzung von Phosphatidylcholin (PC), Phosphatidylethanolamine (PE) und
Phosphatidylserin (PS) verwendet. PC und PE tragen aufgrund ihrer Zwitterionenstruktur keine
Nettoladung. PS dagegen besitzt zusétzlich eine negative Ladung an der Kopfgruppe. Es zeigte sich, dass
fiir die Fusogenitét von Liposomen ein Anteil an PE notwendig war. Um nun den Einfluss der Ladung
der flankierenden Bereiche der Peptide im Hinblick auf eine mogliche Interaktion von Peptiden mit
Lipiden zu diskutieren, konnte bereits gezeigt werden, dass die Anwesenheit von PS fiir den
Fusionsvorgang von Liposomen keine Rolle spielt. Es wurde gezeigt, dass das Ausmal3 der Fusion nach

einer Stunde nicht durch die Abwesenheit von PS beeinflusst wurde. Damit scheint der Effekt, welchen
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die Ladung der flankierenden Peptidregionen auf den Vorgang der Fusion ausiiben nicht von einer
Ladungsinteraktion der Peptide mit der negativen Ladung der Serin-Kopfgruppe der Lipide herzuriihren.
Damit kann eine Ladungsinteraktion der Lipide mit den Peptiden nur noch auf die negative
Phosphatgruppe zuriickgefithrt werden. In biologischen Membranen koénnen eine Vielzahl von
Interaktionen zwischen Lipiden und membrandurchspannenden Proteindoménen gefunden werden. Diese
beeinflussen sowohl die Protein- als auch die Lipideigenschaften. Einen Beitrag dazu kann sowohl der
hydrophobe Acylkettenbereich der Membranen als auch die polarere Umgebung der Lipidkopfgruppen
leisten [132, 133]. Membranproteine konnen einen Lipidbilayer durchspannen, dadurch, dass
hydrophobe Seitenketten mit der Acylkettenregion der Membran interagieren. Im Normalfall passt die
hydrophobe Linge der Transmembrandoménen zur hydrophoben Dicke der Membran. Dennoch kénnen
Liange der Doménen und Dicke der Membran auch abweichen und dadurch spezifische Effekte auf die
Membran oder die Proteine ausiiben, wie z.B. eine Anderung der Lipidstruktur oder -organisation [134].
Weiterhin wurde gezeigt, dass sich geladene Reste bevorzugt in der Kopfgruppenregion von
Lipidbilayern aufhalten [135]. Es zeigten sich bereits Hinweise darauf, dass die e-NH; Gruppe von Lysin
eine spezifische Interaktion mit der Phosphatgruppe von Phospholipiden eingeht. Dadurch, dass Lysin
eine geladene Aminosdure ist, bevorzugt diese lediglich eine relativ polare Umgebung und tendiert
deshalb sich innerhalb der Kopfgruppenregion der Membran zu befinden und ist dadurch kolokalisiert
zur Phosphatgruppe. AuBerdem wurde gezeigt, dass sich Lysin-Reste sogar noch weiter aullerhalb der
Membran authalten kdnnen als in der Region der Phosphatgruppe [136]. Diese Lokalisierung kdnnte
lediglich leicht durch die Interaktion zwischen €-NHj eines flexiblen Peptids und Phosphat stabilisiert
werden, indem die elektrostatische Interaktion das Peptid in die Membran zieht. All diese Effekte
scheinen jedoch keinen Einfluss auf die lokale Dynamik der a-Helix der Peptide zu haben, was in dieser
Arbeit gezeigt werden konnte. Aus diesem Grund scheint eine Peptid/Lipid-Interaktion eine gewisse
Rolle fiir die Fusion zu haben. Terminal flexible Peptide konnten eine Ladungsinteraktion zwischen den
Peptiden und der Phosphatgruppe begiinstigen, bzw. die Dauer der Interaktion erhdhen. Flexible Peptide
konnten durch ihre vergroBerte Beweglichkeit mit mehereren Phopshatgruppen in Nachbarschaft
wechselwirken. Damit wére eine Peptid/Lipid-Interaktion auch eine Voraussetzung fiir den Eintritt in die

Fusion.

5.3.2 Der Einfluss N-terminaler Acylketten

Auch im Falle von Peptiden, welche N-terminal mit einer Acylkette versehen waren, zeigte sich ein
Effekt auf deren Fusogenitit (siche 4.8.1). Die Acylkette bewirkte einen erhohten Arrest in der
Hemifusion, welcher jedoch mit hoherer Konzentration der Peptide geringer wurde. Dies kdnnte somit
auf ein verringertes Mall an Interaktion der Peptide innerhalb der Membran zuriickzufiihren sein.

Obwohl die lokale Flexibilitdt der a-Helix der acylierten Peptide nicht beeintrachtigt ist, konnte die
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stabilere globale Flexibilitdt, wie in den Polaritétstitrationen gesehen, auf eine verminderte Féhigkeit zur
Interaktion der Peptide untereinander hinweisen. Dadurch wiirde sich der Arrest in der Hemifusion, wie
er speziell fiir die acylierten Varianten beobachtet wurde, dhnlich wie fiir die Peptide Vam3p aus Hefe
SNARE-Proteinen erkldren [94].

Ahnliches Verhalten konnte am SP-C beobachtet werden. Dieses hydrophobe Peptid triigt an zwei
benachbarten Cystein-Resten eine Palmitoylkette. Dieses Peptid kann von einer monomeren helikalen
Form in eine B-Faltblatt-Konformation umfalten und schlieBlich zu Amyloiden Fibrillen aggregieren. Es
wurde gezeigt, dass der Prozess der Aggregation deutlich schneller abléuft, wenn eine oder beide
Cystein-Seitenketten depalmitoyliert werden. Ein erhohter Level an nicht-palmitoyliertem SP-C wird
speziell fiir das Krankheitsbild der pulmonaren Alveolarproteinose verantwortlich gemacht. Dadurch
wurde eine erhohte Stabilitdt der helikalen Konformation in Anwesenheit der Acylketten angenommen.
Dennoch zeigte sich, dass die helikale Konformation selbst nicht in ihrer Flexibilitit beeintrachtigt war,
dadurch, dass kein Unterschied innerhalb der lokalen Dynamik der Helix beobachtet werden konnte.
Lediglich die globale Stabilitdt hinsichtlich einer Entfaltung wurde durch die Anwesenheit der
Acylketten verstiarkt. Dadurch zeigte sich, dass die Acylketten eine kooperative Umfaltung der Peptide
verhindern konnten [125]. Jedoch zeigte sich fiir die acylierten LV-Peptide auch ein Defekt in der Fusion
der duBeren Lipidschicht, was eine Beeintrachtigung der initialen Phase der Fusion durch die Acylketten
impliziert. Auch dies konnte in der Ladung der Peptide begriindet sein. Dadurch, dass die acylierten
Peptide einen blockierten N-Terminus besitzen, fehlt diesen Peptiden terminal eine Ladung, welche die

Moglichkeit zur Interaktion dieser Peptide mit den Phosphatgruppen der Lipide einschrénkt.

5.4 Wasserstoff/Deuterium-Austausch in Liposomen

Im Wasserstoff/Deuterium-Austauschexperiment von Peptiden in liposomalen Membranen konnten
nicht alle Amidpositionen austauschkompetent gemacht werden. Dies wurde auf eine geringe
Membrangéngigkeit der katalytischen OH -lonen zuriickgefiihrt. Lipidmembranen bilden eine Barriere
fiir polare Substanzen. Neben einer geringen Menge an Wasser, welches in die Membranen eindringen
kann, ist die Dissoziation von Wasser wahrscheinlich noch deutlich schlechter. Dadurch ist ein
Austausch von Amiddeuteronen innerhalb der Lipidmembran sehr unwahrscheinlich.

Um die zentralen Windungen der a-Helix hinsichtlich ihrer Dynamik zu charakterisieren ist jedoch
ein Austausch notwendig. Aus diesem Grund wurde durch mehere Ansitze versucht die Amid-
Deuteronen der zentralen Reste austauschkompetent zu machen.

Durch Temperarturerhdhung sollte die Membranfluiditit verbessert werden und ein tieferes
Eindringen von Wasser in die Membran oder durch die Membran erreicht werden.

Ultraschall oder das Anlegen eines sehr hohen Drucks sollte ebenso den Anteil an Wasser innerhalb

der Membran erhGhen.
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AuBlerdem wurde versucht durch hydrophobere alternative Austauschpartner den Austausch der
zentralen Amiddeuteronen zu bewirken. Hier wurden Benzoesaure und Ubiquinol getestet.

Keine der Ansdtze bewirkte jedoch einen Austausch der zentralen Amiddeuteronen, welche noch
nach Wochen vor einem Austausch geschiitzt waren.

Damit wire ein weiteres Ziel den Austausch dieser geschiitzten Deuteronen innerhalb von

liposomalen Membranen zu erreichen.

5.5 Schlussfolgerung und Ausblick

Die LV-Peptide wurden als Modellsysteme von Transmembrandoménen natiirlicher Fusionsproteine
charakterisiert. Es konnte gezeigt werden, dass diese Peptide in Abhédngigkeit ihrer Sequenz ein
dhnliches Mall an Fusion induzieren konnten, wie dies Peptide erreichten, welche der
Transmembrandoménen natiirlicher Fusionsproteine entsprachen [39, 45, 90]. Durch strukturelle Analyse
konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass eine Korrelation von Fusogenitit mit der konformationellen
Flexibilitit dieser Peptide besteht.

Der Vorgang der Membranfusion erfordert einen betriachtlichen Energieaufwand. Dieser ist
notwendig die elektrostatische Abstofung der hydratisierten Lipidschichten zu iiberwinden, diese
Schichten zu deformieren und letztendlich zu vermischen [79, 80]. Eine Vielzahl hoch-konservierter
integraler Membranproteine wurde bis heute identifiziert, welche alleine dazu in der Lage sind diese
Energie aufzubringen [137]. Weiterhin wurde jedoch auch demonstriert, dass die Regulation dieser
Energiebarriere durch die Zusammensetzung der Lipide einer Membran geschieht. Bestimmte Lipide
konnen diese Barriere erhdhen bzw. senken [138, 139]. Damit miissen fiir den Vorgang der
Membranfusion sowohl die moglichen Energiebeitrdge durch die Proteine als auch die
Zusammensetzung der Lipidmembran betrachtet werden. Neben der Notwendigkeit von Protein/Protein-
Interaktionen [75] werden aus diesem Grund ebenso spezifische Protein/Lipid-Interaktionen von
Fusionsproteinen diskutiert [140].

Innerhalb dieser Arbeit wurde nun die Betrachtung alleine auf membranfusogene Peptide als
Modellsystem fiir die Transmembrandoméinen von Fusionsproteinen gerichtet. Die Rolle dieser Peptide
fiir den Vorgang der Fusion kann nun anhand der ,,Stalk“-Hypothese an den einzelnen Stadien der Fusion
diskutiert werden. In der ,,Stalk“-Hypothese werden die Zwischenzustinde der Lipidschichten der
fusionierenden Membran wéhrend des Fusionsvorganges beschrieben. Gemif3 dieser Arbeitshypothese
und einiger experimenteller Evidenzien ist die Membranfusion durch einen Zwischenzustand
gekennzeichnet in welchem lediglich die &duBleren, proximalen Lipidschichten vermischt sind. Erst die
Umsetzung dieses Fusionsintermediats, welches als Hemifusion bezeichnet wird, fiihrt zur vollstdndigen

Fusion [51, 53, 58].
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Im initialen Schritt der Fusion, der Anndherung der beiden Membranen, muss die AbstoBung der
hydratisierten Bilayer {iberwunden werden. In der Natur kdnnen l6sliche Doménen von Fusionsproteinen
fiir diesen Vorgang verantwortlich gemacht werden. In vitro wird diese Anndherung vermutlich durch
Zufallskollisionen von Liposomen erreicht. Eine Rolle der Peptide fiir diesen Prozess kann als duBert
unwahrscheinlich erachtet werden. Diesen Peptiden fehlen extrazelluldre, 16sliche Doménen. Aullerdem
konnten die positiv geladenen Lysin-Seitenketten bei der Annéherung von Liposomen eher als hinderlich
betrachtet werden.

Die Bildung der ,,Stalk*“-Struktur erfordert nur wenig Energie, wihrend im néchsten Schritt, der
Erweiterung des ,,Stalks* zum Hemifusionsintermediate, ein hoherer Energiebeitrag notwendig wird.
Lipide wie Phosphatidylethanolamin (PE) kdnnen durch ihre intrinsische Struktur negative spontane
Kurvatur von Membranen bewirken und dadurch den Ubergang zur ,,Stalk““~-Struktur und Hemifusion
energetisch begiinstigen. Wie auch beobachtet wurde, fiihrte das Pridaggregieren von Liposomen mit
Hilfe von Ca"" dazu, dass ein nicht fusogenes, terminal ebenfalls sehr stabiles, L16 Peptid ein gewisses
Ausmall an Fusion bewirken konnte (siche 4.3.3). Damit konnte erklart werden, dass terminale
Flexibilitiat zeitlich in einem fritheren Stadium der Fusion notwendig ist. Die Ladungsinteraktion
flexibler Peptide mit der Phosphatgruppe von PE koénnte spezifisch die Lipide rekrutieren, welche die
extreme Kurvatur der Membran an der Kontaktstelle des Hemifusionsdiaphragmas unterstiitzen und
damit die Energiebarriere zum Eintritt in die Hemifusion senken. Demzufolge koénnte eine
Ladungsinteraktion terminal flexibler Peptide begiinstigt sein, indem diese Peptide mit meheren
Phosphatgruppen in einer weiteren Umgebung wechselwirken konnen, bzw. eine lianger andauernde
Wechselwirkung aufrechterhalten konnen. Auch SNARE-Proteine weisen hoch-konservierte
polybasische Regionen auf, welche sich in unmittelbarer Ndhe der Transmembrandoménen befinden. In
diesen Bereichen wurde bereits eine Ladungsinteraktion mit negativ geladenen Phospholipiden gezeigt
[140]. Ein Minimalerfordernis fiir die Entscheidung, ob ein Peptid fusogen ist oder nicht, stellen flexible
terminale Bereiche dar. Anhand des Verlaufs der Fusionskinetiken des in vitro Liposomensystems wird
aullerdem klar, dass nicht direkt die Geschwindigkeit der Fusion durch die Flexibilitdt der Peptide
gesteuert wird, sondern Fusogenitét die Féhigkeit der Peptide beschreibt, bis zu welcher Liposomengrofle
diese Peptide in der Lage sind Vesikel zu fusionieren. Dies begriindet sich dadurch, dass der kinetische
Verlauf bei allen Peptiden langsamer wird und spitestens innerhalb der Messzeit zum Erliegen kommt.
Die negative Kurvatur am Diaphragma des ,,Stalks* steigt mit der Groe zweier Vesikel an. Flexibilitat
und Fusogenitit korrelieren damit mit dem Ausmal} an negativer Kurvatur an der Kontaktstelle zweier
fusionierender Vesikel. Dieser Effekt terminal flexibler Peptide wiirde demanch die Energiebarriere der
»Stalk“-Struktur fiir ihre Erweiterung senken.

Die Erweiterung der ,,Stalk“-Struktur zur Hemifusion erfordert, wie angesprochen ein hohes Maf} an
Energie. Dies ist auch bedingt dadurch, dass wihrend der Erweiterung des ,,Stalks das Verhéltnis der
Flache der duBeren Schicht zur inneren Schicht sinkt. Dadurch wird es notwendig, dass eine gewisse

Anzahl an Phospholipiden der duBeren Schicht in die innere gebracht wird. Dies wird als Lipid-,,Flip*“
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bezeichnet. Es wurde bereits gezeigt, dass Transmembranpeptide diesen Prozess ermdglichen kdnnen
[143, 144], jedoch ist bis jetzt die mechanistische Erkldrung dafiir nicht geliefert. Eine zentral
dynamische, membrandurchspannende a-Helix kdnnte nun fiir einen erleichterten Transport der Lipide
durch die Membran sorgen, dadurch, dass die Packungsdichte der Membran entlang der gesamten Helix
in Abhéngigkeit seiner Flexibilitdt gestort ist.

Nach der ,,Stalk“-Bildung und Hemifusion ist es zum Erreichen der vollen Fusion notwendig durch
das Anlegen lateraler Spannung das Hemifusionsdiaphragma aufzureif3en, so dass sich eine Fusionspore
bildet. Diese Fusionspore muss schlieBlich expandieren, um letztendlich in der kompletten Fusion der
Membranen zu resultieren. Es wird angenommen, dass diese Schritte der Membranfusion den hochsten
Energieaufwand erfordern [79, 80]. Deshalb konnte auch hier die Peptid/Lipid-Interaktion zwischen den
Phosphatgruppen der Phospholipide innerhalb des Hemifusionsdiaphragmas und den geladenen
Seitenketten der Peptide, welche nicht in das Hemifusiondiaphragma eindringen kdnnen, dafiir sorgen,
dass eine laterale Spannung innerhalb des Diaphragmas erzeugt wird und es so zur Ausbildung einer
Fusionspore kommt. Eine verbesserte Interaktion flexibler Peptide und deren Energiebeitrag wéren hier
hilfreich. Die Interaktion der Transmembranpeptide untereinander, welche sich dadurch als Ring um das
Hemifusionsdiaphragma anordnen konnten, wiirde diesen Effekt zusétzlich verstarken, was den Arrest in
der Hemifusion im Falle von Peptiden erkliren wiirde, welche ein geringes Ausmall zur
Oligomerisierung zeigten.

Zusammenfassend wire demnach die Flexibilitidt der Transmembrandoménen von Fusionsproteinen
fiir viele Einzelprozesse des Fusionsvorganges entscheidend. Das FEinbringen von Defekten in der
Packungsdichte der Membranen, die optimale Interaktion mit Lipiden und den verbesserten Transport
von Lipiden durch die Membran. Die Ladung der Seitenketten der flankierenden basischen Aminosaduren
der Transmembrandoménen wére notwendig eine effektive Interaktion mit den spezifischen Lipiden zu
gewihrleisten. Diese Ladungsinteraktion koénnte sowohl den Ubergang zur Hemifusion als auch die
laterale Ausbildung und Expansion der Fusionspore begiinstigen.

In weiteren Arbeiten wire es jedoch notwendig die Interaktion von Peptid und Lipid experimentell
zu belegen, um die Stirke derartiger Interaktionen festzustellen oder eine Préferenz fiir spezifische
Lipide zu erkennen. Weiterhin wire es von grofler Bedeutung den Zusammenhang von zentraler

Flexibilitit und der ,,Flip“-Rate von Phospholipiden experimentell zu tiberpriifen.
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Abkiirzungen

Abkirzungen

AcN
ATP
Boc
CD
CHCl;
CID
D/H
DLPC
DMPC
DMSO
DOPE
DOPS
DTN
EDTA
ESI
EtOH
FAB
FTIR
GPI
GTP
HA
H/D
HIV
MALDI
MD
MEM
MLV
MS
NBD
NSF
P/L
PC

PE
POPC

Acetonitril

Adenosintriphosphat
tert-Butoxycarbonyl

Circular Dichroism (Zirkular Dichroismus)
Chloroform

collision induced dissociation
Deuterium/Wasserstoff
Dilaurylphosphatdidylcholin
Dimyristoylphosphatidylcholin
Dimethylsulfoxid
Dioleylphosphatidylethanolamin
Dioleylphosphatidylserin
Natriumdithionit
Ethylendiamintetraacetat
Elektrosprayionisierung

Ethanol

fast atom bombardment

Fourier Transformation Infrarot
Glykosylphosphatidylinositol
Guanosintriphosphat

Influenza Hdmagglutinin
Wasserstoff/Deuterium

Human Immunodeficiency Virus
matrix assisted laser desorption ionisation
Molekular Dynamik

Maximum Entropie Methode
multilamellar vesicle
Massenspektrometrie
7-Nitro-2-1,3-benzoxadiazol
N-Ethylmaleimid sensitive factor
Peptid/Lipid

Phosphatidylcholin
Phosphatidylethanolamin
Palmitoyloleylphosphatidylcholin
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Abkiirzungen

PS
Q-ToF

RMSD
SDS
SNAP
SNARE
SP-C
SPE
SUV
Syb
Syx
TFA
TFE
TMD
ToF
uv
Uz
VSv

Aminoséauren:

A (Ala) Alanin

C (Cys) Cystein

D (Asp) Aspartat

E (Glu) Glutamat

F (Phe) Phenylalanin
G (Gly) Glycin

H (His) Histidin

I (Ile) Isoleucin

K (Lys) Lysin

L (Leu) Leucin

Phosphatidylserin

Quadrupole time of flight
Lissamin-Rhodamin B sulfonsédure
root mean square deviation
Natriumdodecylsulfat

synaptosome associated protein
soluble NSF protein receptor
Surfactant associated polypeptide C
solid phase extraction (Festphasenextraktion)
small unilamellar vesicle
Synaptobrevin

Syntaxin

Trifluoracetat

Trifluorethanol
Transmembrandomine

time of flight

Ultraviolet

Ultrazentrifuge

vesikuldrer Stomatitis Virus

M (Met) Methionin
N (Asn) Asparagin
P (Pro) Prolin

Q (GlIn) Glutamin

R (Arg) Arginin

S (Ser) Serin

T (Thr) Threonin

V (Val) Valin

W (Trp) Tryptophan
Y (Tyr) Tyrosin
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