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ABSTRACT

The "8-peptide" (103), a synthetic tridecapeptide, was
designed to form an antiparallel B-sheet containing a
turn to connect both strands. By infrared- and Fourier
Transform infrared spectroscopy, the peptide was
confirmed to be mainly of the depicted conformation.
This structure was shown to exist in both, KBr-pelliets

and aqueous solution.

Dispersive infrared measurements have shown that a
second peptide, "Con A 1/4" (92), is an antiparallel B-
sheet without a turn. In contrast to the B-peptide, the
structure of Con A 1/4 1s based on the antiparallel
alignment of several molecules. A detailed model for

this aggregation has been proposed.

Structure analysis of cystein-containing peptides, being

modelled on the active site of the basic pancreatic

trypsin inhibitor (41) was confirmed indirectly by
combination of several vibration spectroscopic methods:

- Normal Raman spectroscopy was used to determine the
conformation of disulfide-bridges in oxidized peptide
ITI, like the lack of disulfide-bridges in reduced
peptide II.

- Dispersive infrared-spectroscopy showed & mainly
similar secondary structure of the peptides II and
IIT in their oxidized and reduced forms,

- Surface enhanced Raman spectroscopy (SERS) revealed a
likewise distribution of aminoc acids on the surface
of peptide II and III.

In summary, it has to be concluded that both peptides in

their oxidized as well as in their reduced form are very




rigid antiparallel B-sheets flanking a tight B-turn.
According to Fourier Transform infrared measurements the
secondary structure of reduced peptide II is mainly

identical in agueous solution and pressed KBr.

Both, SERS-experiments and dispersive infrared measure-
ments proved for peptide I a structure being quite

different from peptides II and III.

The secondary structures of several peptides,
synthesized to examine the structure of the protein
fibrillary deposits found in Alzheimer’s disease, were
determined by dispersive infrared spectroscopy and
compared with the secondary structure of "native”
deposits (amyloide plaque cores (APC)). In connection
with these experiments, the secondary structure of
different peptide aggregates have been examined with

regard to temperature stability.

Concluding from these spectroscopic results, in
agreement with biochemical experiments (68, 74, 88,
pers. comm. K.Beyreuther, C. Hilbich, U. M&nning) and
data from x-ray analysis (51) models were developed to
account for the secondary structures of different
synthetic peptides as well as for the structure and
aggregation of fibrillary deposits in the brain.
Starting from these models, it might be possible to
explain the differing morphology of both types of native
filaments (APC and paired helical filaments (PHF)) as
well as the morphology of fibrils created by co-
aggregation of two peptides (1-28 and 4-28).
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1. EINLEITUNG

DNA bestimmt den Genotyp, Proteine den Phédnotyp von
Lebewesen.

Die jeweilige Funktion der Proteine wird durch die drei-
dimensionale Struktur bestimmt, deren Selektion im Laufe
der Evolution stark von dem das Makromolekiil umgebende
Medium abhdngt. Demzufolge werden Proteine in verschie-
denen Umgebungen zum iberwiegenden Teil durch unter-
schiedliche Strukturelemente aufgebaut. Als grundlegende
Peptidkonformationen zum Aufbau ausgedehnter, regelmdfi-
ger Strukturen sind Helices und Faltblattstrukturen
anzusehen.

Die detaillierten atomaren Koordinaten von «-Helix bazw,
parallelem und antiparallelem B-Faltblatt wurden erst-
mals von Pauling et al. (84, 85, 86) vorgestellt. Diese
Arbeiten basierten auf ersten groben Réntgenstruktur-
analysen von Proteinen, die an Seide (70) und B-Keratin
(6, 7) durchgefiihrt worden waren.

Obwohl mittlerweille auch andere helicale Konformationen
postuliert und teilweise auch nachgewiesen wurden
(Tabelle 1.1), bleibt die %-Helix die vorherrschende

helicale Konformation globulédrer Proteine (98).

Eine neue Klasse von Helices bilden die B-Helices (64,
115), in denen D- und L-Aminosduren alternierend vorlie-
gen. Obwohl «-helicale Struktur mdglich ist, werden
durch die alternierende Chiralitdt der Aminosduren z.B.
in Gramicidin A andere Konformationen favorisiert.
Dieses integrale Membranpeptid liegt iscliert als anti-
parallele doppelstrangige ﬁs'séHelix vor, in Lipid-
vesikeln jedoch als einzelstréngige 56*3-HeliX'(76, 77,
79, 115, 117) wobei B": n die Anzahl der L+D-Reste pro
Umdrehung angibt. ' SRR TR '




Struktur n m h (&) H~Briicke Referenz
ha- 3.60 13 1.495 5 > 1 (3)
&g 3.60 13 1.50 5 > 1 (27)
30 2.99 10 2.01 4 > 1 (90)
= -4.00 13 1.325 5 » 1 (15)
m 4.40 16 1.15 6 - 1 (66)
™ 4.25 16 1.17 6 - 1 (102)

2.2+ 2.17 7 2.75 32> 1 (26)

Tabelle 1.1: Helicale Konformationen, intramolekular

durch H-Briicken stabilisiert

n = Anzahl der As pro Umdrehung der Helix
(negativ: links-drehende Helix)

m=Anzahl der Atome in dem durxch die
Wasserstoffbriicke gebildetem Ring

h = Translation pro Rest

H-Briicke: Orientierung NH = OC (48)

Das B—Faltblatﬁ als gestreckte Konformation der Polypep-
tidkette, in der eine Blatt-dhnliche Struktur duxch
seitlich, d.h. in die Ebene des Faltblattes orientierte
Wasserstoffbriicken stabilisiert wird, wurde sowchl in
antiparalleler als auch paralleler Anordnung in zahlrei-
chen Peptiden und Proteinen durch Rdntgenstrukturanalyse
nachgewiesen (1, 4, 5, 18, 19, 20, 24, 30, 32, 61, 67,
93, 94, 98, 110, 125, 126, 127). Fiir die antiparallele
Orientierung benachbarter Xetten wurden zwel Varianten
zur Ancrdnung der Seitengruppen nachgewiesen: sie sind
als "rippled" oder "pleated sheet" zu finden (3, 4, 64,
72). -Diese Dbeiden Konformationen von "sheets" sind in
Bild 1.1 dargestellt.

Im Unterschied zu diesen "unendlich ausgedehnten" Falt-

blattstrukturen in synthetischen Polypeptiden wie




poly B-Ala sind die in Proteinen vorliegenden,
"begrenzten", nicht v86llig planar, sondern leicht
gedreht (19, 206, 93, 128).

Bild 1.1: A. Antiparalleles "rippled" B-Faltblatt (APRS)
B. Antiparalleles "pleated" B-Faltblatt (APPS)

(nach (57))

Ein weiteres Strukturelement von Peptiden sind "Turns",
Bereiche des Molekiils, in dem die Polypeptidkette ihre
Gesamtrichtung um 180° dndert (57, $9). Je nach Anzahl
der beteiligten Aminos#duren wird prinzipiell zwischen [~
Turns (vier Aminosduren) oder J-Turns (drel Aminosduren)
unterschieden, die aufgrund der mdglichen Bindungswinkel
in acht bzw. .zwei verschiedenen Konformationen vorliegen
kénnen (82, -98, 118). Diese Strukturen kdnnen, missen
aber nicht durch "intraturn"-Wasserstoffbricken stabili-

“siert werden (Bild 1.2).°




inverse Y Turn

Bild 1.2: Turn-Konformationen (nach Rose et al.(100))
Ein Turn von Typ III ist nicht dargestellt,

weill er sich nur unwesentlich vom Typ I unter-

scheidet

Im Gegensatz zu Helices oder B-Faltblatistrukturen er-
scheinen Turns weit weniger deutlich in ROntgenstruk-
turanalysen, da ihre "Backbone"-Winkel nicht repetitiv
sind. Nichtsdestoweniger handelt es sich um h&dufige
Strukturen, die in globuldren Proteinen ungefidhr ein
Drittel aller Reste ausmachen (98). Turns sind generell
pelare Strukturelemente mit eng zusammengepackten
“Backbone"-Gruppen und Seitenketten, die auswéarts
zeigen. .In Peptiden optimieren Turns die Kompaktheit der
"Backbone"-Kette (intramolekulare nicht-kovalente Kon-
takte) und ermdglichen das Gruppieren von Seitenketten,

so dafl intermolekulare Erkennung erleichtert wird (100).




Bei "Loops" handelt es sich um verwandte Strukturen der
Turns. Sie bewirken ebenfalls eine Anderung der Richtung
der Peptidkette, sind jedoch nicht durch bestimmte Bin-

dungswinkel oder Wasserstoffbriicken zu definieren.

Durch die Faltung, d.h. die spezifische Kombination der
verschiedenen Strukturelemente entsteht die jeweils
charakteristische Struktur des Proteins. Levitt und
Chothia klassifizierten 1976 die in ihrer 3 D - Struktur
bekannten Proteine nach AusmalB und Verteilung von &-
Helix und B-Faltblatt in finf Gruppen (62). Diese Ein-
teilung wurde 1981 von Richardson erweitert und ver-
feinert (98). Eine sich aus diesen Klassifikationen
ergebende, wichtige Konsequenz fiir die Faltung von Pro-
teinen ist, daf die Tertidrstruktur durch Wechselwir-
kungen zwischen ausgedehnten "Struktureinheiten", den
"Supersekunddrstrukturen", bestimmt wird. Die Anordnung
der Strukturelemente, o -Helix und/oder B-Faltblatt,
zueinander wird - zumindest in wéssrigem Medium -~ durch
"Clustering" hydrophober Reste bestimmt (105, 106).

Eine zuverldssige Vorhersage dexr Tertidrstruktur eines
Proteins aufgrund seiner Aminosduresequenz mull folglich
auf der korrekten Erkennung und Anordnung von Sekunddr-
strukturen beruhen.

Da empirische Methoden zur Strukturvorhersage {Chou und
Fasman, 21, 22, 23) auf den aus R&ntgenstrukturanalysen
globul&rer Proteine gewonnenen statistischen Daten beru-
hen, sinkt ihre Zuverldssigkeit bei Membranproteinen
drastisch. Eine andere "Problemgruppe" der Strukturvor-
hersagen sind Peptide, da bei diesen relativ kleinen
Molekiilen nahezu alle Atome dem externen Lésungsmittel
ausgesetzt sind., Peptidkonformationen werden deshalb
notwendigerweise von Wechselwirkungen nahe beileinander-
‘liegender Reste stabilisiert, sind jedoch in der Regel

‘sehr flexibel.




Damit ergibt sich besonders im Rahmen wvon "Peptid
Engineering" die Notwendigkeit, die Sekunddrstruktur der
synthetisierten Molekiile zu bestimmen. Diese Messungen
sollten méglichst schnell erfolgen, in verschiedenen
Lo&sungsmitteln und auch fiir unldsliche Peptide und
Peptidaggregate durchfllhrbar sein.

Physikalische MeBmethoden, die diese Bedingungen prinzi-
piell erfiillen, sind Messungen des Circular Dichroismus
(CD-Spektroskopie), Kernspinresonanz (NMR) sowie Schwin-
gungsspektroskopie (Raman-Spektroskopie, Infrarot-
Spektroskopie).

CD-Spektroskopie ist eine sehr schnelle Methode. Sie ist
zur Analyse von Turns jedoch nur begrenzt einzusetzen,
da die Elliptizitdt von Turns im Verhdltnis zu derje-
nigen von «-Helix oder B-Faltblatt nur gering ist. Die
Interpretation komplexer Spektren unter Berilicksichtigung
von Turn-Konformationen ist deshalb nur mit einem rela-
tiv hohen Fehler méglich (99). Auflerdem k&nnen Prolin-
haltige Turns mit CD nicht identifiziert werden, da der
Beitrag des Turns zum Gesamtspektrum sehr stark von der
jeweiligen lokalen Umgebung des Pro-Restes und dem von
der Seitenkette der Aminosdure in Position 3 ausgeiibten
Einfluf3 abhidngt (42).

Kernspinresonanz ist im Gegensatz zu CD-Messungen eine
hervorragende Methode zur detaillierten Analyse von
Turn-Konformationen., Die Interpretation der Spektren
grtBerer Peptide gestaltet sich jedoch schwierig und
verlangt zumindest eine Erweiterung der Technik (COSY,
NOESY). Strukturelle Umlagerungen ohne Rotation der
Peptidbindung verursachen bei den iblichen Messungen der
NMR eine Mittelung der Parameter, so dall die Analyse
dieser Spektren beziiglich nur einer Konformation des
Peptids von geringem Wert ist (46).

Mit schwingungsspektroskopischen Messungen (Raman- und
IR~ Spektroskopie) kdnnen wie auch durch Bestimmungen

des Circular Dichroismus einzelne Konformationen wvon




kleinen Peptiden sehr genau aufgeldst werden (99). Ein-
schrdnkungen beziliglich Turns gibt es in der Schwin-
gungsspektroskopie nicht. Die detaillierte Zuordnung der
einzelnen Signale ist durch Vergleich der Schwingungs-
spektren mit der liber Normalkoordinaten-Analyse berech-
nete Starke der Kraftkonstanten fiir eine bestimmte Kon-
formation des jeweiligen Peptids mdglich (siehe {57)).
Solche Analysen werden jedoch mit zunehmender Grdfe des
Peptids iliberaus aufwendig. Aus diesem Grund besteht das
Bestreben, rechnerunterstiitzte Methoden zu entwickeln,
mit denen es méglich ist, aus einem vorgegebenen Spek-
trum eines komplexen Proteins die prozentualen Anteile
der einzelnen Xonformationen zu bestimmen. Ein solches
Verfahren wurde von Williams und Dunker 1983 fiir die
Ramanspektroskopie vorgestellt und an verschiedenen
bakteriellen Transmembranproteinen erfolgreich angewandt
(119, 120, 121). Ahnliche Rechnungen liegen auch fir IR~
(bzw. Fourier-Transform Infrarot-) Spektroskopie vor,
wie beispielsweise die Arbeiten von Renugopalakrishnan
et al. am Amelogenin zeigen (97).

Schwingungsspektroskopische Sekunddrstrukturanalysen
wurden bisher vorwiegend entweder an relativ kleinen
Peptiden bzw. synthetischen Homopolymeren (Normalkoor-
dinatenanalysen (57)) oder an hochmolekularen Proteinen
(rechnerunterstiitzte Entwicklung oder "Fit" der

Spektren) durchgefiihrt.

In der hier vorliegenden Arbeit wurden erstmals die sich
in ihren Aussagen ergédnzenden schwingungsspektroskopi-
schen Methoden - Raman Spektroskopie, SERS {"Surface

Enhanced Raman Spectroscopy®"), IR (Infrarot), FTIR
(Fourier Transform Infrarot Spektroskecpie), ATR
("Attenuated Total Reflectance") - zur Bestimmung der

Sekundarstruktur synthetischer Peptide eingesetzt., Dabeil
- wurde die "Surface Enhanced Raman Spectroscopy" als

‘besonders geeignete Methode zur Analyse von Peptidober-




flachenstrukturen etabliert. Mit den so erzielten Daten
konnten {iiber die Sekunddrstruktur hinausgehend Modelle
zur Tertidr- und im Fall des Morbus Alzheimer auch der
Quartdarstruktur der Peptide erstellt werden. Diese
Modelle werden mit den Ergebnissen bicchemischer Experi-
mente und Rd&ntgenstrukturanalysen verglichen (51, 68,
74, 88). Dabei zeigt sich, daB die in dieser Arbeit
vorgestellten Modelle fiir die vorliegenden Daten eine

konsistente Erkl&rungsm&glichkeit darstellen.




2. ZUSAMMENFASSUNG

Durch Infrarot- und Fourier-Transform Infrarot-
Spektroskopie (IR und FTIR) wurde nachgewiesen, dal ein
als antiparalleles Faltblatt entworfenes Peptid (B-
Peptid (103)), in dem die gegenldufige Stridnge {iiber
einen Turn miteinander verbunden sind, sowohl im KBr-
Pressling als auch in wdssriger LOsung vorwiegend in der

geplanten Konformation vorliegt.

Ein weiteres Peptid (Con A 1/4 (92)) zeigt die Struktur
eines antiparallelen fB-Faltblattes ohne Turn, wie durch
dispersive IR-Messungen gezeigt wurde. In diesem Fall
beruht die antiparallele Struktur auf einer entspre-
chenden Anordnung der Molekiile zueinander. Diese Aggre-

gation des Peptides wird durch ein Modell seiner

Struktur erkliart.

Die Strukturanalyse C(ystein-haltiger Peptide 3zur Nach-
bildung der primdren Bindungsstelle des basischen pan-
kreatischen Trypsin-Inhibitors (41) erfolgte indirekt
durch KXombination mehrerer schwingungsspektroskopischer
Methoden.

Durch Normale Raman-Spektroskopie wurde die Konformation
der Disulfidbrilicken des oxidierten Peptid III und ihr
Fehlen in der reduzierten Form des Peptid II bestimmt.
Eine weitgehend ilibereinstimmende Sekunddrstruktur der
Peptide ITI und III in oxidierter und reduzierter Form
wurde durch dispersive IR-Spektroskopie nachgewiesen,
ibereinstimmende Verteilung der Aminos#uren an der
Peptidoberfldche durch "Oberfldchenverstdrkte Raman-
Streuung" (SERS). Beide Peptide liegen demnach in der
oxidierten wie reduzierten Form als &dulBlerst starres
antiparalleles Faltblatt vor, in das jeweils mindestens
ein Turn eingebettet ist. Die Sekunddrstruktur des

“reduzierten Peptid IT in wissriger Ldsung stimmt mit der




im KBr-Pressling iiberein (FTIR-Messungen). Wie durch
dispersive IR-Spektroskopie und SERS-Messungen bewiesen,
besitzt Peptid I eine von den beiden anderen Peptiden

stark abweichende Sekunddrstruktur.

Die Sekundédrstrukturen einer Reihe von Peptiden zur
Untersuchung der Struktur der fibrilldren Proteinabla-
gerungen beim Morbus Alzheimer, sowie eines Isolates
solcher Ablagerungen ("amyloide plague cores" (APC))
wurden mit dispersiver IR-Spektroskopie bestimmt.
In diesem Zusammenhang wurden die Sekund&rstrukturen
mehrerer Peptid-Aggregate auch auf ihre Temperatursta-

bilitdt hin untersucht.

Ausgehend von diesen spektroskopischen Ergebnissen wur-
den in Ubereinstimmung mit biochemischen Daten (68, 74,
88, pers. Mitt. K.Beyreuther, C. Hilbich, U. M&nning)
und ROntgenstrukturanalysen (51) iiber die Sekunddrstruk-
tur der Peptide hinaus Modelle zur Struktur und Aggrega-
tion der fibrillédren Proteinablagerungen entwickelt.
Diese Modelle bieten eine Erklirung filir die unterschied-
liche Morphologie verschiedener filamentdser Ablagerun-
gen (APC und "paired helical filaments" (PHF)), sowie
der durch Aggregation zweiler Peptide (1-28 und 4-28)

erzeugten Fibrillen.
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3. MATERIAL

3.1 Abkiirzungen

In der vorliegenden Arbeit wurden folgende Abkiirzungen

verwendet:

ACA

APPS
APRS
As
ATR
BPTI
C-ATR
CD
Con A
D (kD)
DS
FTIR

GGG
GGT
IR

KLH
MG

n.d.
NFT
NRS
ORC
PHF
ms
RT
SDAT
‘SERS

Amyloide cerebrale congophile Angiopathie
Alzheimer’sche Demenz

Amyloid Plaque Core (Proteine)
Antiparalleles "pleated" Faltblatt
Antiparalleles "rippled® Faltblatt
Aminosdure

"Attenuated Total Reflectance®

Basischer Pankreatischer Trypsin Inhibitor
"Circular-Attenuated Total Reflectance"
Circular Dichroismus

Concanavalin A

Dalton (Kilodalton)

Down Syndrom

Fourier Transform Infrarot Spektroskopie
Gauche

Gauche~Gauche-~Gauche

Gauche-Gauche-Trans

Infrarot (Spektroskopie)

Wellenzahl @m“l) = 1/A

"Kevhole Limpet Hemocyanin®
Molekulargewicht

nicht gemessen

Neurofibrilldre Bilindel

Normale Raman Spektroskopie
Oxidations-Reduktions Zyklus

Helikal gepaarte Filamente

Mittlere quadratische Fehlerabweichung
Raumtemperatur

Senile Demenz vom Alzheimer Typ

"Surface Enhanced Raman Spectroscopy"

i1




T Trans

TGT Trans-~Gauche~Trans
Frequenz der Amid A - Bande
A Wellenlédnge

3.2 Beschriftung der Tabellen und Spektren

- Intensitdten der Linien

Ve sehr stark

S stark

M mittel

W schwach

VW sehr schwach

bxr breit

sh Schulter

- Schwingungsmoden

s Streckschwingung

b Biegeschwingung

sb symmetrische Biegeschwingung

ab antisymmetrische Biegeschwingung
ss symmetrische Streckschwingung

as antisymmetrische Streckschwingung

12




3.3 Aminosduren

Ala
Asn/Asp
Cys
Asp
Glu
Phe
Gly
His
Ile
Lys
Leu
Met
Asn
Pro
Gln
Arg
Ser
Thr
Val
Trp

MME<§HUJ'}U}O’UZEE‘WHEQ"§MUOUJ:D‘

Tyr

3.4 Peptide

Die im Rahmen

licherweise von Frau C. Hilbich, Herrn G. Multhaup,
Herrn H. Prinz und Frau U. Schulze-Gahmen zur Verfiigung
gestellt. .Die Proben wurden in 70% Ameisensiure geldst,
1:10 bis 1:20 mit Hy0 verdinnt und anschliefiend -lyophi-

‘lisiert.

Alanin
Asparagin/Asparaginsdure
Cystein
Asparaginsdure
Glutaminsdure
Phenylalanin
Glycin
Histidin
Isoleucin
Lysin

Leucin
Methionin
Asparagin
Prolin
Glutamin
Arginin

Serin

Threcnin
Valin
Tryptophan
nicht identifiziert

Tyrosin

der vorliegenden Arbeit untersuchten

"Peptide wurden, soweit nicht anders erwdhnt, freund-

13




4. METHODEN

4.1 Einfiihrung in die Schwingungsspektroskopie

Jede Substanz besitzt ein fiir sie charakteristisches
Schwingungsspektrum, das sich aus der Bewegung der Atome
um ihre Ruhelage ergibt. Diese wiederum wird durch die
Wechselwirkung mit den Nachbaratomen festgelegt.

In einem nicht-linearen Molekiil aus n Atomen kdnnen 3n-6
Schwingungen auftreten. Darunter fdllt sowohl die
Anderung der Abstinde der miteinander verbundenen Atome
(Valenzschwingungen), als auch die Anderung ihrer Bin-

dungswinkel (Deformationsschwingungen).

Die Stdrke der i-ten Schwingung ist durch ihre Kraft-
konstante %i gegeben. Diese ergibt sich nach der
Transformation des Molekiils auf die ihm zugeh&rigen
Symmetriekoordinaten (Normalkoordinaten Q;) aus der

potentiellen Energie U

1 2
U=, _IZkioi

Mift man die Schwingungsfrequenzen &;, so kdnnen mit
geeigneten mathematischen Modellen und entsprechenden
Niherungen die Kraftkonstanten 4: berechnet und Modelle
der Molekiilstrukturen entworfen werden. Solche Analysen
der Normalkoordinaten wurden u.a, von 8. Krimm et al.
durchgefiihrt (Ubersicht: (57)), so daB fiir verschiedene
Peptidstrukturen jeweils charakteristische Frequenzen
der sogen. "Amidbanden" angegeben werden konnten (Bild
4.1, Tabelle 4.1),

Die in Tabelle 4.1 zusammengefafBiten, charakteristischen
Wellenzahlen stellen Richtwerte zur Interpretation der
Schwingungsspektren dar. Sie werden wie auch die rela-
tiven Intensitdten der Linien u.a. durch die interne
Ladungsverteilung des Peptids oder Stdrke der Wasser-

stoffbriicken beeinfluBt. Der Analyse eines Peptid-
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spektrums sollten aus diesem Grund alle Amid-Banden

zugrundegelegt werden.

H/ " <H ]
A

NH=-Streck - Amid I Amid 11

schwingung
N
\ |

—_— R -
SN T

R

Amid I1] Amid ¥

Bild 4.1: Amidschwingungen der Peptidbindung

Struktur
Mode o P (M) f3 (N,) Pl ﬁu ﬁ.u
Amid I - - 1695 |1890 - 1586
- - 1669 |- 1666 -
1659 | 1852 - - 1656 -
- 1650 1630 | 1640 - 1546
Aamid II - n.d. - 15875 - -
- 1555 | 1558 1558 1252
1543 - - 1547 1331
- 1534 | 1536 1540 1339
1520 | 1523 - - -
Amid ITI§ - n.d., - 1324 1329 1317
- - 1305 1303 1203
1287 - 1269 1297 1331
1270 - - - _
- ] 1247 - - -
- 1228 | - - -
- 1225 | - - -
Amid V - nd. - 595 644 671
628 | 713 575 607 589
609 f 702 574 594 577
- - 570 538 573
- - - 572 -
- - - 571 -
II i

Tabelle 4.1: Berechnete Frequenzen der Amidmoden ver-

schiedener Strukturen (nach (57))
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Die Messung von Molekiilschwingungen ist aufgrund der
Wechselwirkung von Licht mit Materie mdglich. Dabei wird

der Energiezustand des Molekiils um die GrdBesf=tw

gedndert.
Dies kann auf zwei Arten geschehen:

- Infrarot-Spektroskopie
Wird bei einer Absorption des Energiequants Af=rw das
Dipolmoment fi=ef gedndert, so geht das Molekiil von
einem Schwingungszustand l¢> in den angeregten Zustand
i¢> tUber (Bild 4.2).

A | qu>

AE=hw
— lq)n>

Bild 4.2: Anregung eines Schwingungszustandes &> durch

Absorption eines Enexrgiequants huw

Die Ubergangswahrscheinlichkeit Py flr diesen IR-
Ubergang ist gegeben durch das Matrixelement

an~<lbn|e'|:{l,|)m> = fq)ﬂe? ¢, da

Ein IR-Ubergang ist erlaubt, wenn P, # 0. Der IR-
Ubergang ist verboten, wenn Pom = 0. Die betrachtete
Schwingung ist damit infrarotinaktiv. In diesem Fall
kann die IR-Spektroskopie zur Messung der Schwingung
nicht herangezogen werden. Aus gruppentheoretischen
Uberlegungen ergibt sich, daB Pog nur dann ungleich
Null ist, wenn das direkte Produkt
rli)nx rl_: X Kpm
die totalsymmetrische irreduzible Darstellung enthdlt:
G F 212
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- Raman-Spektroskopie

Eine zweite Md&glichkeit der Wechselwirkung von Licht
mit Materie besteht in der inelastischen Streuung des
einfallenden Lichtes an einer vorgegebenen Elektronen-
verteilung.

In der klassischen Beschreibung des Vorgangs gibt ein
ankommendes Lichtquant der Energie tw bel der
Wechselwirkung eine Energie At ab und besitzt dann die
Energie fw, . Quantenmechanisch wird diese Wechselwir-

kung durch ein virtuelles Niveau beschrieben.

S [
Hiw, fiw,
v MhF>
AE=f’l(LU1'- }
i

Bild 4.3:Ramanprozefl als 2-Stufen ProzeB

Die Ubergangswahrscheinlichkeit Phm 1st durch das
Matrixelement b <y 1Rl <olfily >
nm ] n

(H: Hamiltonoperator) gegeben. Dies zeigt deutlich,
da3 der physikalische Prozess der Energielibertragung
im Zwischenniveau i stattfindet, die nur erfolgen
kann, wenn die Polarisierbarkeit des Moleklils gedndert
wird. Die Ramanspektroskopie ist alsc zur Infrarot-
spektroskopie komplementdr,

Auch hier kann mit Hilfe der Gruppentheorie geprift
werden, ob P,.=0 oder P,,#0 gilt. Kehrt man diese
Aussage um, so kann eine vorgegebene, angenommene
Struktur (Symmetrie) dadurch iiberpriift werden, indem
sie den Auswahlregeln fiir Raman-~ und IR- Spektroskopie

gehorcht oder nicht.
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Befindet sich ein Molekil in der N&he einer Metall-
cberfldche, so werden die relativen Intensitdten
verschiedener Schwingungsmoden sowohl im IR- als auch
im Raman-Spektrum sehr stark verdndert. Einheitliche
Auswahlregeln fiir die im SERS-Experiment gefundenen
Schwingungsbanden gestalten sich sehr schwierig und
sind nur ansatzweise aufgestellt worden (146).

Aus der kurzen Reichweite der SERS-Verstdrkung ergibt
sich weiter, daBl Moleklilgruppen, die in direktem
Kontakt mit der Metalloberfldche 1liegen, die

intensivsten SERS-Banden ergeben.
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4.1.1 Raman-Spektroskopie

Die im Rahmen dieser Arbeit vorgestellten Raman-Spektren
(NRS) wurden ausschliefilich an polykristallinen Proben
gemessen, da Messungen in wdssriger LOsung aufgrund der
zur Verfiigung stehenden Probenmengen nicht mdglich waren
(114).

Die Aufnahme der Spektren erfolgte mit einem Standard-
Ramanspektrometer, das aus den in Bild 4.1.1 dargestel-

lten Komponenten aufgebaut ist.

\g
N

7
R LASER

>
i
L=

—

L

P Prisma
SA : Strohloufweiter
G . Gitfer
M : Spiegel
PM : Photomultiplier

Bild 4.1.1: Schema der Raman-Apparatur

Als intensive, monochromatische Lichtguelle dient ein
Ar+—Laser, dessen Plasmalinien durch eine XKombination
aus Prisma P; und Lochblende Bl ausgeblendet wexden.
Nach Passieren der Blende wird der Laserstrahl durch die
Sammellinse (L,, £=80 mm) auf die Oberfl&dche der frei
auf einem Halter befindlichen Probe fokussiert. Entspre-

"chend dieser Ancordnung wurden alle Messungen in der

19




sogenannten "90°- Streuung" vorgenommen.

Das von der Probe ausgehende Streulicht wird durch zwei
Plankonvex-Linsen Lj, Ly (£3=25 cm, f,=45 cm) auf den
Eintrittsspalt S§; des Doppelgittermonochromators fokus-
siert. Die Brennweiten sind an das Offnungsverhdltnis
des Monochromators angepalt.

Nach dispersiver Zerlegung und Unterdriickung der Primdr-
linie (Rayleighlinie) von etwa 1:1011 tritt das Licht
durch den Spalt S; aus. Im angeschlossenen Photomulti-
plier erfclgt die Detektion und Verstdrkung des Signals.
Ein Rechner dient als Vielkanalanalysator zur Integra-
tion und Aufnahme der Spektren, die ggf. auf einem XvY-

Schreiber ausgegeben werden kdnnen.

4.1.2 "Oberflachenverstidrkte Raman-Spektroskopie” (SERS)

Die "Oberfldchenverstdrkte Raman-Spektroskopie" hat
gegeniiber der Normalen Raman Spektroskopie mehrere
Vorteile. So sind bei kiirzerer Mefidauer weit geringere
Laserintensitdten notwendig (10 mW gegeniiber 300 mWw,
(54}), was eine Warmebelastung der Probe und auch even-
tuelle photochemische Reaktionen verringert. Weiterhin
liegt die fir dieses Meflverfahren einzusetzende Proben-
menge mit 20 bis 40 pg Protein pro ml um zwei bis drei
GrdBenordnungen unter der fiir NRS bendtigten.

Hinzu kommt, daB die Intensit&t von SERS-Signalen um
fiinf bis sechs GréBenordnungen iiber der der NRS-Signale
derselben Substanz liegt (116}. Da der Verstdrkungsfak-
tor jedoch stark von der Entfernung zwischen der adsor-
bierten Probenoberfldche und der Metalloberflédche
abhidngig ist (54), ist diese Methode besonders zur

Bestimmung der Oberfldchenstruktur biologischer Mole-

kile geeignet.
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Zur Vorbereitung der Messung wird die aus polykristalli-
nem Ag bestehende Arbeitselektrode mit Al,045 poliert,
durch Hy-Entwicklung in 10 N NaOH chemisch gereinigt und
im Elektrolyten (100 mM KCl, 10 mM Kaliumphosphatpuffer,
PH 6.5) aktiviert. Eine solche Aktivierung der Elektrode
durch mehrere aufeinanderfolgende elektrochemische
Oxidations-~Reduktionszyklen (ORC, -0.%9 V&> +0.2 V) ist
zur Aufrauvhung der Elektrodenoberfldche notwendig (vgl.
zur Theorie von SERS (129) - (152)). Nach der Akti-
vierung, die bereits in der MefBlzelle (Bild 4.1.2) ohne
die zu untersuchende Substanz durchgefithrt wird, wird
die Elektrolytldsung gegen die Probenldsung (20 - 40 ug
Protein in 100 mM XC1, 10 mM Kaliumphosphatpuffer, pH
6.5) ausgetauscht. Die Messung erfolgt bei -0.9 V
(Arbeitselektrode/Referenzelektrode) mit dem unter 4.1.1
beschriebenen MeBaufbau, der um einen Strahlaufweiter
(8A) sowie eine plankonvexe Linse (L;) erweltert worden
war. Der angegebene Probenpuffer bzw. Aktivierungs-
elektrolyt und die wdhrend der Messung angelegte Span-
nung wurden in Vorversuchen, die im Rahmen dieser Arbeit

nicht beschrieben werden, filir SERS-Messungen an Protei-

nen ermittelt.

Potentiostat

Bild 4.1.2: Aufbau der spektroelektrochemischen Zelle
WE = Arbeitselektrode (Ag, polykristallin)
CE = Z&hlelektrode RE = Referenzelektrode

(verdndert nach (29))
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Aufgrund der hohen Feldstérken im Bereich der aufgerauh-
ten Elektrodenoberfldche ist eine partielle Denaturie-
rung der Probe widhrend der Messung nicht vollstdndig
auszuschliefBen. Die Denaturierung wird jedoch durch das
beschriebene Verfahren zur Aktivierung der Elektrode
minimiert, da sich die Probe wdhrend des ORC nicht in
der Mefzelle befindet (54).

4,1.3 Infrarot-Spektroskopie, Fourier-Transform Infrarot

Spektroskopie (FTIR)

Die dispersiven IR-Messungen wurden, soweit nicht anders
erwdhnt, mit einem Perkin-Elmer Model 283B an KBr-
Presslingen aufgenommen.

Das getrocknete KBxr wird mit der Probe gemischt, sorg-
fadltig zermdrsert und 15 Minuten mit einem Druck von 10

2 gepref3t. Die zur Herstellung der

Tonnen pro cm
Presslinge (kreisf. Durchmesser: 1 cm, Dicke: 1 (+/-
0.5) mm) bendtigte Probenmenge variierte zwischen 0.5 mg
Peptid/200mg KBr und 1 mg Peptid/150 mg KBr.

Der im Idealfall glasklare Pressling wird im Strahlen-
gang des Spektrometers befestigt. Die Messungen erfolg-
ten bei Raumtemperatur unter Standardbedingungen, so dald
die in Bild 4.1.3 dargestellte spektrale Aufldsung des

Perkin-Elmer Spektrometers erreicht wurde.

131 ORDER OF
25 1/ mm
2ad ORDER OF i1 ORDER OF SRATING
P 00 tem GRATING —**“T‘— K0 |/mm GRATING "°"°“_"‘|
-
= 1 f
7 ; ' !
3 i 2818 UWT —
x & ;
1
N ’
as : ;
ES \ i i
E o4 1 L
@5 - = l
n__‘____'_—'_1 !
g, i !
— K I
[ I
ot T
& |
1753 & 1
4060 2000 2000 KO0 60O 200

WAVENUMBER (CM™1}
Bild 4.1.3: Aufltsung des Perkin~Elmer Model 283B
(aus dem Handbuch des Gerdtes)
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In konventionellen, dispersiven IR-Spektrometern wird
das von der IR-Quelle (Globar, Metalldraht, ...) ausge-
hende Licht vor dem Probenraum spektral zerlegt. Bei
verschiedenen Einstellungen des Monochromators wird das
Spektrum nach Transmission durch die Probe direkt als
Intensitdt I des IR-Lichtes in Abhdngigkeit von seiner
Wellenzahl k gemessen.

Im Gegensatz dazu wird bei der Fourier-Transform IR~
Technik vor der Passage des IR-Strahls durch den Proben-
raum in einem Michelson-Interferometer ein Interfero-
gramm aller von der IR-Quelle ausgehenden Wellenidngen
erzeugt (Bild 4.1.4).

Zwlischen der Intensitdt des Interferogramms und der
Stellung x des beweglichen Spiegels im Michelson-Inter-
ferometer besteht eine feste Beziehung. Das vom Detektor
nach Durchgang des Lichtes durch den Probenraum
registrierte Signal (Interferogramm) stellt somit die
Intensitdt I der IR~-Strahlung in Abhdngigkeit von der
Stellung x des Spiegels dar. Aus dieser Beziehung I(x)
wird durch eine Fourier-Transformation das eigentliche
Infrarot-Spektrum als Abhdngigkeit der Intensitédt von
der Wellenzahl k berechnet I(k).

Bie Fourier-Transform Infrarct-Spektroskopie hat gegen-
liber der konventionellen dispersiven IR Spektroskopie
mehrere Vorteile. So ist es nicht nur m&glich, FTIR-
Spektrometer mit im Vergleich zu Gittergerdten wesent-
lich h&herer Aufldésung herzustellen. Bei gegebener Auf-
lésung werden auferdem weit kiirzere Mef3zeiten bendtigt,

die Proben dementsprechend geschont.

Ein weiterer Vorteil der FTIR-Spektroskopie wird bei der
Messung stark ‘Infrarot-absorbierender Substanzen deut-
lich, die die Technik der "Attenuated Total Reflectance"
(ATR, Kap. 4.1.4) erméglicht.
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Bild 4.1.4:Schematischer Aufbau eines FTIR-

Spektrometers

Die in der vorliegenden Arbeit dargestellten Fourier-
Transform Infrarot-Messungen am KBr-Pressling und im
ATR~Verfahren wurden in Offenbach, Fa. NICOLET an einem
SDX2(0-, sowie in Diisseldorf, Fa. BICRAD an einem FTS840-

Spektrometer durchgefiihrt.

4.1.4 "Attenuated Total Reflection" (ATR)

"Attenuated Total Reflection" ist zwar prinzipiell auch
mit dispersiven Gerdten durchfithrbar, FTIR-Spektrometer
sind ihnen jedoch aufgrund ihres hoéheren Strahlendurch-
satzes weit Uberlegen ("Jacquinot-Vorteil", (59)}). Die
ATR-Technik ist fir die Sekunddrstrukturanalyse von

Peptiden im biologisch relevanten'wéssrigen'Medium'ﬁon

24




grofler Bedeutung, da H,0 eine duBerst starke IR-
Absorptionsbande im Bereich der struktursensitiven Amid
I-Bande hat. Aus diesem Grund sind solche Untersuchungen
mit normalen dispersiven IR-Spektrometern praktisch
nicht durchfiihrbar, wohl aber mit FTIR-Spektrometern,
die mit ATR-Probengef&Ben zur Messung in Liguid
("Circle-Cell" bzw. "C-ATR Zelle") ausgestattet sind.

Bei einer "Circle-Cell" oder "C-ATR Zelle" handelt es
sich um eine Metallschale, in dexr ein stebfdrmiger
Kristall aus einem Material mit hohen Brechungsindex
(ZnSe) allseitig von der zu untersuchenden LOsung umge-
ben ist. Der IR-Strahl (bei FTIR: Interferogramm) wird
in den Kristall gelenkt und dort aufgrund seines
Einfallswinkels mehrfach totalreflektiert. An der
Grenzfldche zwischen Kristall und der (flissigen) Probe
bildet sich eine stehende Welle aus. Das einfallende
Licht kann also mit der Probe wechselwirken, Absorption
findet statt. Bei diesem Vorgang hdngt die Eindringtiefe
der Strahlung in die Probe von den Brechungsindices des
Kristalls und der Prcbe ab, vom effektiven Einfalls-
winkel des Lichtes und seiner Wellenldnge. AufBerdem ist

sie vom Kontakt zwischen Probe und Kristall abhéngig.

Zur Messung wurde eine 5%ige LOsung des Peptids in H,0
eingesetzt. Die "Macro-ATR Zelle" fafit ein Probenvolumen

von 5 ml, fiir die "n-ATR Zelle" werden ca. 100ul
ben&tigt.

Alle schwingungsspektroskopischen Messungen wurden,

soweit nicht anders erwdhnt, in der Kernforschungsanlage

Jilich, ICH4 durchgefiihrt.
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5. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

5.1 B-Peptid

Zur Analyse von Sekunddrstrukturen, die an der Ober-
fldche von Proteinen liegen, konnen Antikdrper einge-
setzt werden, die an eine Sequenz nur dann binden, wenn
sie in einer bestimmten Konformation vorliegt. Zur Er-
zeugung solcher topologischer Antikdérper sind Peptide
notwendig, die stabile Sekunddrstrukturen ausbilden.

Als Modell wurde ein antiparalleles B-Faltblatt entwor-
fen, dessen gegenldufige Strd&nge {iber einen Turn

miteinander verbunden sind (103)(Bild 5.1.1).
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Bild 5.1.1: B-Peptid (103)
umkreist: poclare As

Die Sekunddrstrukturanalyse des Peptids durch CD-
Spektroskopie in 10mM Phosphatpuffer, pH 7 ergab mit
einer Fehlerabweichung unter 10% rms: 2% «-Helix, 33% B~
Faltblatt, 20% B-Turn und 45% ungecrdnete Struktur.

Das IR-Spektrum des B-Peptids (Bild 5.1.2, Tabelle
5.1.1) zeigt Maxima der Amid - Banden bei 1630, 1535
und 1230 cm~! und bestdtigt damit das Vorliegen der
gewilinschten antiparallelen Faltblattstruktur des Pep-

tids.

26




Lc

sptadeg-g sep.mnIQXSdQ—HI

"T°§ PITE

“relative extinction

8 Peptide

4000

3500

T
3000

T
2500

|
2000

I I |
1800 1600 1400

wavenumber [cm']

T
1200

¥
1000

T
800

T
600

]
400

200




Bande ( e ) Zuordnung

3420 M, sh NH s

3340 sh Amid A

3280 S Amid A

3080 MW Amid B

2970 & CH3/CHy s

2930 MW CHy/CH, s

2875 W CH s

1725 sh Amid I, COOH (Asp)

1685 sh Amid I

1655 sh Amid I

1630 Vs Amid I

1535 S Amid II

1450 M CHy b (Seitenkette)

1350 M CHy sb

1325 W Amid III

1280 VW Amid III, u.U. OH s (Thr)
1265 sh Amid III

1230 M Amid IIT

1170 W ;
1155 W §
1130 1 !
1085 M !
1015 MW g
930 MW

695 MW Amid V

665 MW Amid V

610 MW Amid V

540 W

450 MW

Tabelle 5.1.1:

Moden des B-Peptids

Intensitit der Banden: VS sehr stark, S
stark, M mittel, W schwach, sh Schulter
Art der Schwingung: s Streckschwingung, b

Biegeschwingung, sb symm. Biegeschwingung
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Im Vergleich zu den Spektren anderer Peptide (Kap. 5.2,
5.3) ist die Amid I - Bande zu hdheren Wellenzahlen hin
verbreitert (starke Schulter bei 1640 - 1650 cm'l). Eine
solche Lage des Amid I - Signals tritt bei&-Helices,
ungeordneten Strukturen und parallelen Faltbldttern auf
(56, 57,71). Folglich liegt das B~Peptid vorwiegend als
antiparalleles f-Faltblattes vor, ist jedoch so flexi-
bel, daB gleichzeitig auch andere Konformationen ange-
nommen werden.

Die Amid A - Regilon des Spektrums unterstiitzt diese
Aussage. Hier ist das intensive Signal bei 3280 cm™t fir
intra- und intermolekulare Wasserstoffbriicken charakte-
ristisch (14, 42). Eine fast ebenso starke Bande bei
3420 cnm~? belegt jedoch, dall ein hoher Anteil der NH-
Gruppen "ungebunden" vorliegt, was fiir ungeordnete
Strukturen typisch ist.

Auf B- oder y-Turns kann aus dem hier diskutierten Spek-
trum nur indirekt geschlossen werden. Die charakteristi-
schen Amid I - und II - Banden iiberlagern sich teilweise
mit denjenigen fiir «-Helix oder B-Faltblatt (Tabelle 4.1
(57))-

Die schwache Strukturierung der Amid A - Bande (Maximum:
3250 cm"l, Schulter: 3340 cm'l) ist auf Wasserstoff-
briicken verschiedener Bindungsstdrken zuriickzufiihren.
Das Signal stdrkster Intensitdt, 3280 cm“l, kann in
Ubereinstimmung mit Messungen von (28, 58, 72, 73) an
B(Ala)y: Vp = 3280 cm~! dem antiparallelen Faltblatt,
die niederfrequente Schulter einem X{-Pro-Gly-X, B-Turn
(14, 42) =zugeordnet werden.

Fiir einen B-Turn sprechen weiterhin die deutlich erkenn-
baren Signale der Amid I -Region bei 1655 und 1685 cm"l,
sowie 1725 (+/- 20) cm~l (57)}. Die zu erwartende inten-
sive Amid III -Bande oberhalb von k = 1260 cm™1 (57) ist
~im Spektrum nicht eindeutig verifizierbar. Bei 1265 (+/-

5} cm™! befindet sich jedoch eine Schulter der Amid III

- Bandeisowie bei 1325 und 1280 cm'l eine schwache
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Linie. Diese Signale k&nnen einem Turn zugeordnet
werden. Ein Vergleich der Messungen und Berechnungen an
Modellpeptiden (75, 76) mit den Banden des vorliegenden
IR-Spektrums ergibt die beste Ubereinstimmung mit B-
Turns des Typ II. Das schwache und zu niedrigen Wellen-
zahlen verschobene Signal in der Amid III Region kann
auf Wasserstoffbriicken des Turns mit kleiner Kraftkon-
stante zuriickgefiihrt werden (8, 47).

In der Region der ebenfalls struktursensitiven Amid V -
Bande (570 bis 710 cm~!l, Ubersicht: (57)) iiberlappen
zahlreiche Banden einander und sind nicht mehr als ein-
zelne zu identifizieren. Aus diesem Grund werden die

Signale dieser Region nicht interpretiert.

Zusammenfassend ergibt sich somit fiir die Struktur des
B-Peptids folgendes: im KBr-Pressling liegt das Molekiil
zu einem groflen Teil als antiparalleles Faltblatt (APPS)
vor; es sind zusétzlich helicale und/oder ungeordnete
Komponenten auszumachen.

Fiir das Vorliegen eines B-Turns des Typ II gibt es
mehrere Hinweise (Regionen der Amid - Banden}, es kénnen
jedoch keine guantitativen Aussagen iiber den Gesamtge-
halt an Turns getroffen werden.

Die eingangs erwdhnten CD-spektroskopischen Untersu-
chungen ergaben einen Gehalt von 20% B-Turn fiir das B-
Peptid., Eine solche gquantitative Angabe ist jedoch in
diesem speziellen Fall problematisch, da Prolin enthal-
tende B-Turns iiber CD-Messungen nur schwer zu identifi-
zieren sind. Die Beitrdge des Turns hdngen sehr stark
von der lokalen Konformation des Pro-Restes sowie dex
Seitenketteneffekte des Restes in Position 3 des Turns
ab (42).

Anzumerken ist, dafl IR~ und CDwMessungeﬁ Ubereinstimmend
eine flexible Struktur mit vorherrschenden Anteilen an
f}~-Faltblatt ergaben, obwohl die Messungen in verschiede-

“nen Aggregatzustdnden der Probe vorgenommen wurden.
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In einigen Fdllen (wie z.B. Glucagon (127)) konnte nach-
gewiesen werden, dafl die Struktur der Proteine oder
Peptide im Kristall erheblich von der in Liquid ab-
weicht. Daher wurde vom B-Peptid eine Vergleichsmessung
in wdssriger L&sung durchgefiihrt (Bild 5.1.3). Diese
Messung erfolgte bei der Fa. BIORAD, Diisseldorf an einem

FTS40-Spektrometer.

Im Unterschied zum KBr-Pressling sind vA - Bande bzw.
Region der OH-Streckschwingungen in einzelne Linien
aufgeldst. Ahnliches zeigt sich im Bereich der weiteren
Amid - Signale: innerhalb der Amid I -~ Bande werden zwei
(1631 und 1663 cm™l), innerhalb der Amid II - Bande drei
Linien deutlich (1520, 1535 und 1570 cm~l). Die schein-
bar erhshte Aufldsung des FTIR-Spektrometers ist nicht
geritebedingt, da beide Spektrometer im Bereich der Amid

I - und II - Banden eine Aufldsung von 2 em™! haben
(Auflésung des Perkin-Elmer 283B (dispersiv): Bild
4.1.3).

Die Lage der dominierenden Banden in der Amid T -, II -

und III - Region ist unverdndert, d.h. das Peptid liegt
auch in widssriger L8sung als antiparalleles Faltblatt

vor.
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Bild 5.1.3: FTIR~Spektrum des B-Peptids in wéssriger
Lésung; H,O0-Spektrum subtrahiert
Probengefdss:Micro-Circle~Cell,

Fassungsvermégen ca. 0.1 ml
Konzentration: 40 mg Peptid/ml H,0
a) Ubersichtsspektrum
b) Ausschnitt: Amid I, II und III Region
Aufldsung: +/- 2 cm~ 1
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5.2 Con A 1/4

Dieses Oktapeptid (Sequenz: HoN-S-A-T-A-K-A-T-A~-COOH)
wurde von H. Prinz zur Uberpriifung der immunologischen

Identitdt von «-Helix und B-Faltblatt entworfen (92).

Das IR~Spektrum des Peptids (Bild 5.2.1 a) enthdlt zahl-
reiche H,0-Rotationsbanden im Bereich 3500 em~! bis 4000
cm'l, sowie 1400 cm™! bis 1900 cm'l. Zur Identifikation
der auf das Peptid zurilickzufilhrenden Banden wurde ein
Leerspektrum aufgenommen (Bild 5.2.1 b). Die Peptidban-
den und ihre Zuordnung sind in Tabelle 5.2.1 zusammenge-

faBRt.

Bande (Cm"l) Zuordnung
3440 M NH (frei) s, OH s
3270 S Amid A

3080 MW aAmid B

2980 MW CHy, CHjy
2930 MW CH,5, CHj
2860 W CH,, CHj
1675 -~ 1695 sh Amid I

1625 S Amid I

1535 +/- 10 S Amid II

1455 M

1405 M

1220 W Amid IIX
1230 W Amid III
1160 MW

1085 M

690 +/- 30 M Amid V

Tabelle 5.2.1: Con A 1/4 Schwingungsmoden
Abkiirzungen: s. Kap 3.2
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Im Unterschied zum in Xapitel 5.1 diskutierten B-Peptid
handelt es sich hier um eine weniger flexible Struktur,
wie aus der V- und Amid I- Region hervorgeht: die Amid

A - Bande bei 3270 cm~! dominiert eindeutig iiber das fiir
"ungebundene” NH-Gruppen charakteristische Signal beil

3440 cm~L.
Im Vergleich zum Spektrum des B-Peptids ist die V, -

Bande zu niedrigeren Wellenzahlen verschoben (3290 cem™1
> 32706 cm"l) und nicht "gesplittet". Dies spricht fir
einen einheitlichen Typ von inter- oder intramolekularen
Wasserstoffbriicken mit gr&Berer Kraftkonstante als die
entsprechenden Bindungen im B-Peptid. Ahnliches gilt fiir
die Amid I - Region: die steilflankige Bande bei
1625 cm~! (Schulter bei 1680 +/- 20 cm~1) ist auf ein
antiparalleles B-Faltblatt =zurlickzufiihren (55). Bei dem
hier vorliegenden Spektrum ist das Signal nicht durch
weitere Konformationen "verschmiert", so daB trotz einer
Verbreiterung der Amid II - Bande (1535 +/- 10) cm™1 von
einer homogenen, geordneten Struktur des Peptids ausge-
gangen werden kann. Eine Faltblatt-Struktur wird sowohl
durch das Amid III - Signal (1220, 1230 cm~ 1) als auch
durch die relativ zum B-Peptid zu hdheren Wellenzahlen
verschobene Amid V - Bande bestdtigt.

Das im Unterschied zu den oxidierten Formen der Peptide
IT und III (XKap. 5.3) bei 3440 em™! intensive Signal ist
auf die Streckschwingungen "ungebundener" HNH-Gruppen
zurickzufihren.

Die fiir ein Oktapeptid sehr starr und eindeutig ausge-
prigte Struktur ist wahrscheinlich durch eine antiparal-

ele, "sandwichartige"” Polymerisierung der Molekiile -

{.—l’

zumindest im KBr-Pressling ~ zu erkldren, wie in Bild

5.2.2 skizziert.
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Bild 5.2.2: Modell Con A 1/4

In diesem Modell sind die hydrophoben Alanin-Reste nur
aus Griinden der Ubersichtlichkeit gegeniiberliegend dar-
gestellt. Zur Verkleinerung der hydrophoben Oberflédche
des Aggregates werden die Ebenen ineinander verschoben
vorliegen, so dafl die Alanine direkt benachbart sind.
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5.3 Peptide zur Nachbildung der primdren Bindungsstelle

von BPTI

Der basische pankreatische Trypsin-Inhibitor (BPTI)
inhibiert trypsinartige Serin-Proteasen, indem er als
Substratanalogon das aktive Zentrum der Enzyme
blockiert. Das Molekill besteht aus 58 Aminosduren; es
besitzt drei Disulfidbriicken (Bild 5.3.1).

Nicht nur die Struktur von BPTI selbst, sondern auch die
des BPTI/Trypsin - Komplexes wurde durch ROntgenstruk-
turanalyse ermittelt (12, 13, 43, 44, 101). Somit ist
bekannt, welche Aminosduren an der Bildung und Stabili-
sierung des Komplexes beteiligt sind (13, 101). Durch
diese Untersuchungen wurde das aktive Zentrum (Lys 15)

an der Spitze des eifdrmigen Inhibitors lokalisiert

(Bild 5.3.1).

Bild5.3.1:BPTI, dreidimensionale Struktur
Stereobild des Gesamt-Molekiils, angegeben
-gind die Positionen der «-Kohlenstoff-

atome (44)
Pfeile: aktives Zentrum des Molekiils
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Zur Simulation der Bindungsstelle (Bild 5.3.1) von BPTI
wurden drei Peptide synthetisiert (Tabelle 5.3.1, (41))}.

Da das aktive Zentrum von BPTI nur den oberen Bereich
eines antiparallelen Faltblattes einnimmt (Bild 5.3.1},
wurden die beiden "Peptidstrdnge" unterhalb dieses Be-
reichs beim Entwurf der synthetischen Peptide unterbro-
chen und eine neue Verbindung (Pro-Gly) zwischen ihnen
eingefiigt. Diese Sequenz favorisiert stark einen [-Turn

{(23); sie stabilisiert das -~ im Peptid angestrebte -
Faltblatt.

BPTI, nativ ...T-G-P-C-K-A-R-I-I-R..... F-Ve¥-G-G-C~R-A. ..
Peptid I T-G~P-C-K-A-R=—mwm~e=P=Goo==Y=G-G-C=G-G |
Peptid II TeGeP~C-K-AmmemCommm I=PoGom e Y uC=G=C~R=G i
Peptid III TeGeP-CeK-~—=——C~R-I-P-G-—=~Y¥-G-C~C~R-G

Tabelle 5.3.1: Sequenzen der untersuchten BPTI-Analoga
im Vergleich zum aktiven Zentrum von

BPTI (41)

Von Peptid I wurde erwartet, daBl bei einer eher groben
Ahnlichkeit mit BPTI ein "klassisches", antiparalleles
Faltblatt zwischen zwei Turns oder Loops ausgebildet
wird, das relativ stabil ist.

Peptid II und III sollten bei einer BPTI eher entspre-
chenden Struktur ebenfalls zwischen zweil Turns oder
Loops ein antiparalleles Faltblatt besitzen. Zur Stabi-
lisierung des weniger regelméfiigen Faltblattes (52, 85)
wurde jeweils eine zweite, unterhalb des aktiven Zen-

trums liegende Disulfidbriicke eingefiihrt.

Zur Untersuchung der Konformation der Peptide wurde
sowohl normale Raman- als auch Infrarot-Spektroskopie
eingesetzt. Weliterhin wurden "oberfldchenverstdrkte

Raman"-~Messungen (SERS) durchgefiihrt. Bei dieser
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speziellen Methode wird die Probe durch Anlegen einer
Potentialdifferenz auf der Oberfldche einer Silber-
Elektrode "fixiert" und dort gemessen (s. Kap. 4.1.2).
Da die Ergebnisse der Raman- Messungen (NRS und SERS)
jedoch bereits weitgehend beschrieben wurden (41), sol-

len sie im folgenden nur kurz rekapituliert werden.

5.3.1 Raman-Messungen (NRS und SERS) an Peptid I, II
und III

Peptid I kann in der oxidierten Form nur eine Disulfid-
briicke ausbilden, deren Position demzufolge festgelegt
ist. Da Peptid II und III jedoch jeweils vier Cysteine
besitzen, kbnnen die Disulfidbxiicken hier theoretisch in
jeweils drei verschiedenen Konformationen vorliegen.
Eine Bestimmung der Xonformation von Disulfidbriicken ist
iber die Lage ihrer S-S Streckschwingungen m&glich

(107, 108) (Bild 5.3.2).

Gauche-Gauche-Gauche 510 cm™t
Gauche-Gauche-Trans 525 em™t
Trans-Gauche-Trans 540 cm 1

C-§ Streckschwingung Gauche 630 - 670 cm™1
Trans 700 - 745 cm~1

‘S5-H Streckschwingung 2560 - 2590 cm™1

Bild 5.3.2: Disulfidbriicken: Konformation und
T charakteristische Frequenz (107, 108)
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Raman-Spektren konnten nur von Peptid II (oxidiert) und
ITII (reduziert) aufgenommen werden, da alle anderen

Proben stark lumineszierten (Bild 5.3.3).

| 5@ T
T 4
H ]
- -
‘o n
 — [
g Q)
-t
c 756 = 2770
A e
f oy .
1048 o 2900
- = 2952
@ 296
400 09 800 1000 00 Cm—‘i 2400 2500 2800 _q 3000
cm

Bild 5.3.3 a): Raman-Spektrum, Peptid II oxidiert
Probe: polykristallin, RT
514.5 nm, 20 mW, Spaltenbreite: 500 pm
4 cm"l/Step, 2 sec Integr./Step

Das Spektrum von Peptid II, oxidiert (Bild 5.3.3 a)
ergibt eindeutig eine ausschlieBlich GGG - Struktur der
Disulfidbriicken. Signale freier SH-Gruppen treten nicht
auf, d.h. das Peptid war vollstdndig oxidiert. Bezliglich
der Cysteine war die vorliegende Probe also vdllig
homogen.
Im Gegensatz dazu sind in dem fiir Disulfidbriicken
charakteristischen Bereich von 500 - 550 cm -1 des redu-
zierten Peptid III (Bild 5.3.3 b) keine Signale =zu
finden, wohl aber bei 646 und 745 cm'l, der Region der
C-S Streckschwingungen. Somit kann auch hier von einer -
bezliglich der Disulfidbriicken - homogénen Probe ausge-
gangen werden, obwohl die Existenz freier Sulfhydryl-
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gruppen (2560 - 2590 cm“l) nicht direkt durch eine

Messung nachgewiesen wurde (Bild 5.3.3 b).

Rﬁ% 646
MKWB

1056

Intensi ot —— e

refl.

150 & &0 050 1250
em?
Bild 5.3.3 b): Raman-Spektrum, Peptid III reduziert
Probe: polykristallin, RT
676.4 nm (Kr-Laser)

Die SERS~Spektren (Bild 5.3.4) k&nnen nur liber soclche
Gruppen Aufschlufl geben, die der Elektrodenoberfldche
eng benachbart liegen (die Distanz sollte ca. 5 R nicht
iiberschreiten (33, 142)). Demzufolge werden die Signale
hauptsdchlich wvon den Seitenketten und nicht wvom
"backbone" des Peptids erzeugt. Die Ergebnisse der SERS
-~ Spektroskopie lassen sich wie folgt zusammenfassens
Peptid II und III haben eine sehr &hnliche Struktur bzw.
Oberflédchen-Ladungsverteilung, da sie in &hnlicher Weise
an die Elektrode adsorbieren. Peptid I zeigt ein stark
abweichendes Spektrum, das von einer anderen Adsorption
des Molekiils an die Elektrode verursacht wird. Hieraus
ist eine von den anderen Peptiden abweichende (Sekunddr-)

Struktur abzuleiten. Wie von C. Hilbich beschrieben

"'(41), bestdtigen die spekitroskopischen Ergebnisse die in
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der Planung aufgestellten Modelle.
Aus bisher ungekldrter Ursache ist das Spektrum von
Peptid II ungewdhnlich intensiv.

Peptid I 72t Peptid 11
652
1028
788 1280
576 €35 oy
994
508 602 9272

400 600 800 1000 1200 1400 400 600 800 1006 1200 1400

4

70 Peptid II1
rel,
intensitdt 600
cm™!
1040
954 1224
400 800 800_ 3000 . _ 1200 !.0__0

BilduSJL§=SERS—Spektren der oxidierten_Peptide.I,_II
' und III o
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Direkte Information iber die Sekundidrstruktur der

Peptide im oxidierten bzw. reduzierten Zustand konnte

durch IR-Spektroskopie erhalten werden.

5.3.2 IR-spektroskopische. Untersuchungen {dispersiv und

ATR)

Die Spektren der Peptide (KBr-Pressling) in reduzierter
bzw. oxidierter Form sind in Bild 5.3.5, die entspre-

chenden Frequenzen in Tabelle 5.3.2 zusammengestellt.

Zuordnung Peptid I Peptid ITX Peptid TiT
frele Wis 3270-3330 3460 xs 3450 ¥ sa
VS br
Anid A 3230 vs 3230 s
3190 5 sh 3150 e
0w 3100 v
Anid B 080 ¥ 3040 W 3050 ¥
CHy/CHy & 2980 MW 2350 ¢ 2090 5
2840 MW 2940 W sh 2550 W
2940 K sh
2920 ® sh 2920 ¥ sh
2880 VW sh 2850 K sh 2080 ¥ sh
Amid 1 1730 VA
1925 -sh 1715 e 1715 v sh
1685 &h 1650V e 1695 vw sh 1280 sh
1675 v sn 1280 s
1240 5
1650 5 br 1527 8 1527 vs
1205 n 1208 ¥
Amid T1 1560 sh 1575 VK sh .
1550 sh 1550 8 1550 Vs s W an L85 s
150 1135 n 1130 ¥
1540 € 1539 sh 1o w
1520 ¥ sh 1520 sh 090
1500 =h 1305 eh 1045 1050 sh 1055 v§
Anid TIT 450 K 1460 us 1460 10508 o ve
o ey e 1020 x 1035 vs 1030 vs
o 920 W shbr 905 M 310 ¥
1390 =h 1395 x sh B0 W sh br 895 N 895 W
1355 M 1355 ¥ sa s5s
1335
1290 s 1230 s Amid v 750 K 745 ¥
65 665 M sh
550 656 s 650 x5
610 x 620w 6§20 ks
o ¥ gh £95 MW 610 sh
550 s 595 s
550 W bz
485 %
460 W br 455 v
180§ 30 s

Tabelle 5.3.2 a): Frequenzen der IR-Spektren der
reduzierten Peptide
(Abklirzungen s. Kap. 3.2)
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Bild 5.3.5 a): IR-Spektren der reduzierten Formen der
Peptide I bis III
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Bild 5.3.5-b): .IR-Spektren der oxidierten Formen der
Peptide I bis III
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5.3.2.1 Peptid I

Im Gegensatz zu Peptid II und IIT nimmt Peptid I keine
regelméfiige Sekunddrstruktur ein, wie aus den Amid I -,
ITT - und A - Banden ersichtlich ist (Bild 5.3.6).
Welche Konformation iiberwiegt, ist im IR-S8pektrum nicht
feststellbar, da ein Amid I - Signal bei 1650 cm™t
typisch fiir helicale und ungeordnete Strukturen sowie
parallele Faltblattkonformationen ist. Xlar auszu-
schlieBen ist jedoch ein regelmdfRiges antiparalleles Bi-

Faltblatt.

Die Oxidation des Peptids bewirkt auBer einer leichten
Verschiebung der Amid A - Bande zu niedrigeren Wellen-
zahlen (ca. 30 cm"l) keine gravierende Verdnderung der
Konformation.

Hinweise auf einen B-Turn liefern die A2mid I - und IITI -
Signale. Eine Schulter (1725 cm’l) der Amid I - Bande
kann durch CO s - Schwingungen der Carboxylgruppen von
Asp und Glu hervorgerufen werden. Da diese Aminosduren
in keinem der drei Peptide enthalten sind, ist das
besonders in Peptid I intensive Signal der Amid I -
Bande wahrscheinlich einem "nicht idealen" B-Turn zuzu-
ordnen. Diese Annahme wird durch die schwache Aufspal-
tung des Amid III - Signals unterstiitzt, wobei der
niederfrequente Bereich (grdfler als 1250 cm“l) einem
Loop zuzuordnen wére. Die oben erwdhnte Verschiebung der
Amid A - Bande nach Oxidation des Peptids kann in diesemn
Fall einfach durch die Stabilisierung der intramolekula-

ren Wasserstoffbriicken des Turns erklidrt werden.
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Bild 5.3.6: Vergleich der IR-Spektren des Peptid I
a) oxidiert

. b} reduziert
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5.3.2.2 Peptid II

Die Sekunddrstruktur des Peptid II, oxidiert oder redu-
ziert, erscheint im IR-Spektrum als auBergewShnlich
stabil und uniform, da die Amid - Banden besonders des

oxidierten Peptids nicht verbreitert sind (Bild 5.3.7).

Beide Formen des Peptids werden durch ihre Amid I -
Bande (1627 cm"l) eindeutiqg als regelmdfiges, antiparal-
leles B-Faltblatt charakterisiert (55, 57). Diese Zuord-
nung wird in beiden Fdllen von einer Amid III - Bande
bei 1210 cm™?! bestdtigt; hierbei kann nicht entschieden
wexrden, ob es sich um ein ein APRS oder APPS handelt.

Eine weitere Bande bei 1290 cm~! kénnte OH-Deformations-
schwingungen des Threonin zugeordnet werden. Da ein
entsprechendes Signal in den Spektren des Peptid I nicht
vorhanden ist, ist die Linie auf die Amid III -
Schwingung eines oder mehrerer fB-Turns zurilickzufiihren

(56a), was den Erwartungen entspricht.

In dhnlicher Weise wie beim Peptid I scheint die Oxi-
dation des Peptids das [B-Faltblatt als prinzipielle
Struktur des Molekiils nicht gravierend zu beeinflussen.
Unterschiede zeigen sich jedoch im Bereich der Amid A -
Bande. Abgesehen von - ungewdhnlich stabilen - Wasser-
stoffbriicken (3230 cm'l) liegt in der reduzierten Form
ein Anteil der NH-Gruppen "frei" vor (3460 cm'l). Die
oxidierte Form besitzt ausschliefilich "gebundene" NH-
Gruppen. Es sind zweli Formen zu unterscheiden: ein bei
1

weitem iiberwiegender Anteil bei 3230 cm™ ', sowie eine

schwache Schulter bei 3320 cm"l.
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Im Vergleich zu anderen Peptiden (vgl. z.B. Kap 5.2)
sind die inter- und/oder intramolekularen Wasserstoff-
briicken des oxidierten Peptids von einer extremen Homo-
genitdt und Stabilitdt, was mit der Struktur der Amid I,
IT und III - Banden iibereinstimmt. Die Oxidation des
Peptids bewirkte also eine "Fixierung" der antiparalle-
len B-Faltbhlattstruktur und mindestens eines Turns. Auch
die reduzierte Form von Peptid II nimmt schon diese

Sekundidrstruktur an, jedoch weniger rigide.

Die bis jetzt diskutierten Spektren von Peptid II wurden
alle im KBr-Pressling aufgenommen. Es stellt sich somit
die Frage, inwieweit die im Pressling "pseudokristallin"
vorliegende Struktur in wdssriger Losung erhalten
bleibt. Deshalb wurden FTIR-Messungen in einer "Macro-
Circle Cell" durchgefiihrt (Bild 5.3.8).

ABSORBANCE

4.2 v T T d
4298, 4 Jezp.8 fega.d 1ee3.8 608.2
WAVENUMEERS

RES = B.0 SCANS = 128
FEFZ RED HESSUNG IN CATR WASSER SUBTRAHIERT UMD SMOQTH

Bild 5.3.8: FTIR-Spektrum des Peptid II, reduziert
in wdssriger L&sung, Wasser subtrahiert
Macro C-ATR, Fassungsvermbgen des
Probengefdf: ca. 5 ml
Konzentration: 40 mg Peptid/ml H,O0
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Das dargestellte Spektrum wurde an einem FTS40 -
Spektrometer der Fa. BIORAD, Diisseldorf aufgenommen.
Identische Ergebnisse wurden mit einem SDX 20-Spektro-
meter der Fa. NICOLET, Offenbach erzielt.

Die gegeniiber "normalen" IR-Spektren verdnderten Inten-
sitdten der Linien sind zum einen auf das Messverfahren,
C~ATR, zuriickzufilhren , zum anderen auf die Subtraktion
des Wassers.
Die Amid I, II und III - Banden sind 2zu niedrigeren
Wellenzahlen verschoben (1625 > 1616 cm'l, 1550 =
1535 cm‘l, 1280 » 1281 cm—l), dies liegt jedoch auf-
grund der vorgenommenen Manipulationen des FTIR-
Spektrums (H,O0-Subtraktion und Gldttung) innerhalb der
Fehlerbreite. Die Amid A - Banden sind im Verhdltnis =zu
denen des "normalen" Spektrums zu hoéheren Wellenzahlen
verschoben, d.h. sie sind weniger stabil. Pies war zu
erwarten, da hier H-Briicken auch zwischen Peptid und

umgebenden Wassermolekiilen ausgebildet werden.

Zusammenfassend kann davon ausgegangen werden, dafl die
Sekundarstruktur des reduzierten Peptid II in wédssriger
L&sung abgesehen von einer leichten Destabilisierung
oder "Lockerung" der Wasserstofibriicken gegeniiber der in
KBr nicht verdndert ist. Auch in Liguid liegt das Peptid

als antiparalleles Faltblatt mit Turn vor.

Die IR-Spektren des Peptid III zeigen ein dhnliches Bild
wie die des Peptid II, was aufgrund der SERS-Messungen
(Kap. 5.3.1, Bild 5.3.4 (41)) zu erwarten war. Auch
dieses Peptid nimmt schon im reduzierten Zustand eine

relativ starre B-Faltblattstruktur an, in der min-
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destens ein Turn integriert ist (Bild 5.3.9, Lage der

Amid - Banden).

amid A - Bande sowie die Amid III - Bande des oxidier-
ten Peptid III zeigen im Unterschied zum Peptid II,
oxidiert, eine deutliche Strukturierung. Da die Amid I
- Bande jedoch ebenso eindeutig ist wie bei Peptid I1I,
ist die Inhomogenitét der V,-Schwingung sowie das zu-
sdtzliche Signal bei 1260 cm™! auf eine lokale Verzer-
rung der Gesamtstruktur zurickzufiihren. Obwohl der
"Deformation" freie NH-Gruppen zuzuordnen sind, ist sie
nicht flexibel, da die Amid III - Linle sehr schmal ist
(vgl. Bild 5.3.9). Das B-Faltblatt sowie Turn(s) als
prinzipielle Struktur werden nicht beeinflufit, da ihre
Signale unver#dndert sind. Bei dexr "Deformation" mull es

sich somit um den Bereich der Disulfidbriicken bzw. des

Lys-Restes handeln.
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Bild 5.3.9%: IR-Spektren des Peptid III

a) oxidier

b) reduziert
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5.3.2.4 Zusammenfassung und Diskussion der Ergebnisse

Aus den spektroskopischen Untersuchungen ergibt sich
zusammenfassend folgendes Bild filir die Struktur derx

Peptide:

- Die Sekunddrstruktur von Peptid I kann nicht eindeutig
identifiziert werden. Es handelt sich jedoch nicht um
ein regelméliges antiparalleles B-Faltblatt, wahr-
scheinlich eher um eine unregelméﬁigé Struktur, in die

ein B-Turn eingebettet ist.

- Peptid II und III nehmen eine lberaus rigide, anti-
parallele pB-Faltblattstruktur an, in die ein oder
mehrere B-Turns eingebettet sind. Falls mehrere Turns

vorliegen, miissen sie dieselbe Struktur besitzen.

~ Die Strukturen der reduzierten Peptide II und III sind
identisch. Infolge der Oxidation wird in Peptid III

eine "Deformation®" im Bereich der Disulfidbricken

fixiert.

- Es wurde nachgewiesen, dal} in der oxidierten Prohe des
Peptid II Disulfidbriicken vorliegen, in der reduzier-
ten Probe des Peptid III fehlen.

Disulfidbriicken in der oxidierten Probe des Peptid
II1, sowie die Reduktion des Peptid II {(red.) wurden
nicht durch Messungen belegt. Von diesen Formen der
Peptide in den entsprechenden Proben kann  jedech
aufgrund der IR~ und SERS- Messungen ausgegangen wer-

den.

-~ Die Disulfidbriicken der oxidierten Peptide II und IIIX
liegen in der GGG-Form vor. Diese Konformation wurde

fiir Peptid II nachgewiesen. Die identische Struktur
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von Peptid II und III, ndmlich ein antiparalleles
Faltblatt, sowie gleiches Adsorptionsverhalten an der
Elektrode schlieflt stark abweichende Konformationen

der S-S - Briicken in Peptid III aus.

- Die Sekunddrstruktur der Peptide wird durch eine Oxi-
dation nicht wverdndert, sondern nur fixiert. Dies
trifft in dhnlicher Weise fiir ihre Struktur im KBr-
Pressling zu. Sle ist gegeniiber der XKonformation in
wassriger LOsung quasi “"eingefroren", wie flir Peptid

IT (red.) gezeigt wurde.

Diese Daten sind konsistent zu den aus biochemischen
Untersuchungen gewonnenen:

Inhibitionstest belegen, dall Peptid III , gefolgt von
Peptid II der in BPTI vorliegenden Konformation des
aktiven Zentrums am ehesten entspricht. Es wurde ange-
nommen, dafl dies auf der Stabilisierung der Struktur
durch die in Peptid III anders angeordnete zweite Disul-
fidbricke beruht (41). Die Inhibitionskonstante von
Peptid I liegt deutlich iber der der beiden anderen
Peptide. Wie oben beschrieben, haben die oxidierten
Formen der Peptide II und III bis auf eine, lokal be-
grenzte, Verzerrung identische Sekunddrstrukturen. Diese
"Modifikation" von Peptid III konnte der Region der
Disulfidbriicken zugoordnet werden. Peptid I zeigt nicht
nur eine abweichende Sekunddrstruktur, sondern darauf
beruhend, eine andere Anordnung der Seitenketten. Eine
Auswirkung dieser strukturellen Gegebenheiten auf die
Inhibitionskonstanten deckt sich veollstdndig mit den

Erwartungen.

Es kann nicht generell davon ausgegangen werden, dabB
Peptide in wédssriger L&sung und als Einkristall dieselbe
Sekundarstruktur annehmen (127), obwohl dies oft zu-
trifft. Aufgrund der bis jetzt vorliegenden Ergebnisse
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im Vergleich KBr-Pressling zu wéssriger LOsung (Kap.
5.1: B-Peptid, sowie (91)}) scheint die Sekunddrstruktur
der (lyophilisierten) Peptide im Pressling einer quasi
"eingefrorenen" Struktur in wdssriger L&sung zu entspre-
chen. Diese Aussage wird durch Messungen an Peptid-
Aggregaten (Kap. 5.4.3) bestdtigt. Somit sind Messungen
zur Struktur von Peptiden im KBr~Pressling fiir deren

Verhalten im biologischen, wdssrigen Medium sinnvoll und

relevant.
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5.4 HNatiirliches und synthetisches Awmyloid des Horbus

Al zheimer

Die bei der Autopsie einer dementen Patientin wvon A.
Alzheimer festgestellten, atypischen patheclogischen
Gehirnverdnderungen fithrten 1907 zur Definition und
Charakterisierung einer spdter nach ihrem Entdecker
benannten prédsenilen Demenz (31, 69). Aufgrund statisti-
scher Untersuchungen wurde der Morbus Alzheimer spdter
abhéngig wvom Zeitpunkt des Krankheitsausbruchs und der

Schwere des Verlaufs in zwel Formen untergliedert (112,

124):

- die Alzheimersche Krankheit im engeren Sinn (AD),
heute als familidre Form der Alzheimer Demenz bezeich-
net,

Sie beginnt vor dem 65. Lebensjahr, oft mit 40-50
Jahren, und verhdlt sich wie eine autosomale, dominan-
te Erbkrankheit.

- senile Demenzen vom Alzheimertyp (SDAT), heute als
sporadische Form der Alzheimer Demenz bezeichnet.
Diese Form tritt nicht famili8r gehduft auf. Die
Erkrankten werden erst mit 65 - 75 Jahren klinisch
auffdllig. Es handelt sich um eine mildere Form dexr
Demenz, die aber stetig progressiv verlduft und nach

6 - 12 Jahren indirekt zum Tode fiihrt.

Beide Varianten werden h8ufig zusammengefaBlt und sind
die Ursache der Mehrzahl aller senilen Demenzen. AD und
SDAT gelten mittlerwells nach Herz-/Kreislauf-
erkrankungen, Tumocren und Diabetes als vierthdufigste
Todesursache in den USA (38). Die soziale und auch
Okonomische Bedeutung dieser Krankheit kann somit kaum
liberschédtzt werden, zumal von einem weiteren Anstieg des
mittleren Lebensalters der Bevdlkerung ausgegangen

werden mulf.
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Der klinische Verlauf des Morbus Alzheimer wird in
sieben Stufen eingeteilt (96): Ged&chtnis- und Sprach-
stdrungen werden von Stdrungen im Bewegungsablauf und
der zeltlichen/rdumlichen Orientierung gefolgt. Die
anfdngliche Verwirrtheit der Patienten entwickelt sich
zur schweren Demenz, bei der -stdndige Betreuung und
Pflege erforderlich ist. ” _'

Histologisch sind AD und SDAT neben anderen Verdnderun-
gen, z.B. Neuronenverlust und Gliose, durch Protein-
ablagerungen in jeweils typischen Hinregionen zu

charakterisieren (Bild 5.4.1):

- intrazelluldre Neurofibrillenbiindel (NFT)
- extrazelluldre amyloide und neuritische Plaques (APC),

sowie
- amyloide Proteine der congophilen Angiopathie (ACA}.

Die Dichte der NFTs und APCs ist ungefdhr proportional
zum Grad der Demenz (87, 113). Solche, fir den Morbus
Alzheimer charakteristischen Strukturen sind weiterhin
bei Patienten mit Down’ Syndrom ab dem 35.-40. Lebens-

jahr in analogen Hirnregionen nachzuweisen (2, 16, 99).

Im Cortex treten NFTs ausschliefiich in den Pyramiden-
zellen auf, meist im Perikaryon, das fast vollstédndig
ausgefillt wird (45, 112). Vereinzelt findet man neuro-~
fibrilldre Bilindel auch in Dendriten oder Neuriten, wvor-
wiegend dort, wo diese durch amyloide Plaques verlaufen
(122).

Die vorherrschende Komponente der NFTs besteht nach
elektronenmikroskopischen Untersuchungen aus linksgewun-
denen, gepaarten helicalen Filamenten mit einem Durch-
messer von 160-220 B (Bild 5.4.1). Bei einer Gangh&he
von 800 £ verengen sie sich regelmdBig zu einemn
Durchmesser von 60-100 8 (50, 81, 111, 123).
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Bild 5.4.1: Elektronenmikroskopische Aufnahme gepaarter

helicaler Filamente

1986 konnte von Kirschner et al. (51) durch R&ntgen-
streuung an partiell orientierten PHF-Pellets eine $-
Faltblattstruktur vom cross-S Typ nachgewiesen werden
(frihere Ergebnisse hierzu vgl. (34, 36)). Die Orien-
tierung der Polypeptidketten verlduft demnach senkrecht
zur Fibrillenachse. Bild 5.4.2 faBt die Ergebnisse

dieser Untersuchung an PHFs fir einen Kristalliten

Zusammen.

Korrelation der ROntgenstrukturanalysen mit den elektro-
nenoptischen Ergebnissen ergibt, dall die cross-3
Kristallite wahrscheinlich als strukturelle Einheit die

ad

beiden Protofilamente der PHFs aufbauen. In Richtung der
Filament~Achse entsprechen ca. 10 Kristallite (= 760 ﬁ)
der GanghOhe der "Helix". Zwel nebeneinanderliegende
Kristallite, entweder "side-to-side" oder "face-to-
face", entsprechen sowohl dem minimalen (60~100_ﬁ) als

auch dem maximalen (160-220 ) Durchmesser eines PHF.
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Bild 5.4.2: Schematische Zusammenfassung der Ergebﬁisse
von Kirschner et al. fiir einen cross-8
Kristalliten.

Die Breite des Kristalliten wurde nicht
bestimmt, sollte aber 3-5 nm betragen, da
dies ungefdhr der Durchmesser eines
Protofilamentes ist.

Die antiparallele Anordnung des Faltblattes
konnte in dieser Untersuchung nicht
nachgewiesen werden, wurde aber als

wahrscheinlich angenommen,

Amyloide Plagues bestehen im Gegensatz zu NFTs aus ein-
fachen, geraden Filamenten mit einem Durchmesser von 70-
100 8. Der Gesamtdurchmesser des Plaques betrdgt 10-200
um, ist also sehr variabel. Kirschner et al. wiesen
durch Réntgenstrukturanalysen an unorientierten, gerei-
nigten Proben von APCs nach, daB auch diese Filamente
eine cross-B Struktur besitzen (51). Es kdnnen keine

Angaben iiber die Dimensionen eines APC-Kristalliten

~gemacht werden.
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Die Proteine der congophilen Angiopathie stellen ein
weiteres charakteristisches Symptom des Morbus Alzheimer
dar. Dieses extrazelluldre Proteinaggregat aus ebenfalls
einzelstrdngigen, geraden Filamenten wird im Cortex und
den Leptomeningen beobachtet (37). ACAs sind in die
Tunica media der Blutgefdfwand eingelagert und dehnen
sich mit zunehmendem Alter in Richtung Gefdflumen aus.
Der Apoplex, der bel einem Drittel der Alzheimer-
Patienten auftritt, ist auf das Durchbrechen des
Endothels durch das Proteinaggregat zurlickzufihren (35).
Auch fiir diese Proteine konnte durch Rontgenstruktur-

analyse eine fB-Faltblattstruktur nachgewiesen werden

(17).

Die Aminosduresequenzen der oben beschriebenen Proteine
sind bekannt (39, €68, 88). NFT-, APC- und ACA-Protein
entstehen demnach aus einem identischen primdren Trans-
lationsprodukt, das Jjedoch in unterschiedlichem Ausmali
N-terminaler Proteolyse unterworfen wird (Bild 5.4.3}.
Die entsprechenden DS-Proteine besitzen die identische
Sequenz, sie weilchen nur im Grad der "Raggedness"

geringfliigig vom jeweiligen AD-Protein ab (68).

/07{) . O NFT-AD

PHF~AD

60 - APC - AD

50 -

&0 -

30 -

20 -

Bild 5.4.3 Vergleich der Raggedness von NFT, PHF und
' APC (39, 68, 88)
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Die unterschiedliche Morphologie des jeweiligen Fila-
ments lieBe sich dementsprechend durch verschiedene

Langen bzw. Konformationen der zugrundeliegenden Mono-
mere erkldren. Eine Entstehung der "ragged ends" durch
postmortem einsetzende Autolyse der Zellen wund nicht
wihrend des Krankheitsverlaufs kann nicht vOllig ausge-
schlossen werden, bleibt aber unwahrscheinlich (10).

Die in BRild 5.4.3 dargestellte Proteinsequenz wurde
durch die DNA-Seguenz des humanen Alzheimer-Gens besta-
tigt (49). Der Thr-Rest in Position 43 wird nur bei NFT
enthaltenden neuritischen Plagues gefunden, nicht jedoch
bei amyloiden Plagues (49). Das fiir den Morbus Alzheimer
(und Down Syndrom) charakteristische Protein stellt
somit ein Fragment eines bedeutend grdBeren (695 As)
Vorlduferproteins dar. Sekunddrstrukturvorhersagen las-
sen erwarten, dafl es sich zum Teil um einen Ausschnitt

aus der Transmembranregion des "Precursors" handelt,

Das entsprechende Gen wurde im Genom der Ratte identifi-
ziert {104a). Das Ratten-"Precursor'protein besteht laut
DNA-Sequenzanalyse ebenfalls aus 695 As, die in der
amylcoiden Region gegeniiber dem Human-Protein nur drei
Austausche zeigen: Arg {Position 601 Homo sapiens) zu
Gly, Tyr (606 Homo s.) zu Phe und His (609 Homo s.) zu
Arg.

5.4.1 Sekunddrstrukturvorhersagen

Die Sekunddrstrukturvorhersage nach Chou und Fasman (21,
22, 23) fir Peptid 1-42 (bzw. 1-43) ergibt einen N-
terminalen <-helicalen Bereich von ca. 15 As, der mit

hoher Wahrscheinlichkeit von einem Turn bei As 9 unter-

. brochen wird. Der folgende Teil des Peptids (15-42)
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bildet entsprechend dieser Vorhersage ein fB-Faltblatt,
das méglicherweise durch eine Loop-Struktur bei As 24-29
unterbrochen wird. Die Hydrophcbizitdat (60) entlang des
Peptids wechselt analog zur vorhergesagten Sekunddr-
stuktur von einem stark hydrophilen, N-terminalen
Bereich (As 1-15) zu einer gleichbleibend hydrophoben
Region, die nur im Bereich der Locop-Struktur {(vAs 25)
relativ hydrophile Werte annimmt (Bild 5.4.4)

o . _ 10 ., % .38
sasisch DAEFRHDOSGYEVHH GKLVFFAEDVGSNKGAILVLMVGGVYYIAT HPhob &
H 1 ; ¥ 3 - g%iﬁ I 1 s 4§ 31 —— ;
Sawer {40 T ‘ o ‘ HPhii
-4.50
Chou Retn .~
2‘ - fa0
Fasman Alpha.
4: 2. &0
Turn «-_’/L PPN P
B N A
Irophab. -, APhob
"’\/\/—/\_/ " -2 HPh
—— — S

Bild 5.4.4: Strukturvorhersage filir Peptid 1-43
nach (21, 22, 23, 60)
Die Hydrophobizitdt wurde iber ein Fenster
von jew. 5 As bestimmt.
(modifiziert nach einem Ausdruck des
Programms PEPPLOT der UWGCG-Biliothek)

Obwohl NFT-, APC- und ACA-Protein aus einem identischen
primdren Translationsprodukt entstehen (39, 68, 88),
werden sie nicht nur in unterschiedlichem AusmalB N-
terminal abgebaut (Bild 5.4.3), sie unterscheiden sich
auch in ihrem Aggregationsverhalten. Im Gegensatz zu PHF
ist die Aggregation von APC pH-abhdngig (88): im Sauren
'Uﬁ1£6.5) wird die Monomerisierung der Peptide unter-
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stiitzt, im Basischen treten Dimere und héhere Aggregate
auf. Aus dieser pH-Abhdngigkeit wurde eine Beteiligung
der Histidin-Reste an der Dimerisierung des APC-Proteins
gefolgert.

Ausgehend von diesen Strukturvorhersagen flir Peptid 1-43
wurde eine Reihe von Peptiden synthetisiert (Tabelle
5.4.1) ((74), sowle C. Hilbich, pers. Mitteilung). Sie
werden zur Isolierung von Antipeptid-Antikérpern einge-
setzt, zur Untersuchung des Aggregationsverhaltens und
zur Aufkldrung der Struktur der der Filamentbildung

zugrundeliegenden Einheiten.

Die im folgenden beschriebenen spektroskopischen Unter-
suchungen zur Strukturbestimmung beschri&nken sich auf
IR-Messungen, da die bei den meisten Peptiden vorhandene
Lumineszenz unter Laserbestrahlung (682 nm¢< A< 488 nm)
Raman-Spektroskopie unmdglich machte. Alle Messungen
wurden im KBr-Pressling vorgenommen, wobei zur Interpre-
tation dexr Spektren davon ausgegangen wurde, dafl3 sich
die Struktur der Peptide im Pressling nicht prinzipiell
von der in Liquid (wdssrig, pH=7.0) unterscheidet (vgl.

Kap. 5.1 und 5.3.2.2).

5.4.2 IR-spektroskopische Untersuchungen der
synthetischen Peptide

Die Seguenzen der Peptide sind in Tabelle 5.4.1, ihre
Spektren in den folgenden Bildern 5.4.5 bis 5.4.12 dar-
gestellt. Tabelle 5.4.2 enthdlt eine Zusammenfassung der

Schwingungsmoden.
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APC/NFT DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGATIIGLMVGGVVIAT

1-42 DAEFRHDSGYEVHHOKLVFFAEDVGSNKGATILVLMVGGVVIA
1-11 DAEF--DSGYE
11-23 EVHHQRELVFFAED

1-15 DAEFRHDSGYEVHHQ

4-15 FRGDSGYEVHHQ

8-~15 SGYEVHHQ

9-17 GYEVHHQKL
17~ 9 LKQHHVEYG

1-28 DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSAG

4-28 FRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSAG
10~-23h YEVHHQKLVFFAED-NH,

10-23x FEVRHQKLVFFAED~NH,

25-42 GSNEKGAILVLMVGGVVIA
12-43 VHHOQKLVFFAEDVGSNKGAILVLMVGGVVIAT
10-43 FEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAILVLMVGGVVIAT

Tabelle 5.4.1: Liste der synthetischen Peptide
h = human, r = Ratte
Zum Vergleich ist die Seguenz des

APC/PHF-Peptids angegeben (68)
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- MW S09 CTS AT H 609 H Ig
X W ST9 W 09 MH GZ9 - 0Z9-509
MH 699 MA G99 MW 699 - ‘pru M GS9
W 569 W GE9 W 562 M US 56§ MW Us 659
M SPL Us MW GbL MR S¥L A DTWY us MA Gyl MR Ys  SHL A prury
Tqn W us Iq MW 02T Iq ® 0vZT 19 SH §EZT H 0SZT xq SW 0SZT
09ZT~0EZT MW ZgA 06ET us M 0621 ys 0621 - Us M S8ZT
MW GVET - - - - -
ys W GBET - ys M SLET - - -
W G6ET W 06£T W 00»T  IIT pruy SH G6ET SH G6ET xq SW S6ET  III pruM
s DZST ys 0ZS§T ys S QzGT S 0Z8T us W 0zG1 ys § 0ZST
§ 6£4T S GEST 5 0¥ST S GEST S 0p&T S GEST
ys GSGT ys § G647 us S GS8ST IT PTWN Us M GG6T § 6667 us W §547 II pTUV
SA 0€£9T A GE9T A SE9T - - SA SE9T
us §697T - - SA 0G69T SA 0697 us § 0691
-~ us MA 0981 s M 0951 ys M 5991 s W 9L9T -
ys W 0697 us MA 0651 ys MA 5891 ys 6697 - ys 5691
uys 0zLl ys § QULT ys STLT S GTLT HM 0TLT MW US GILT
- - - I pruy - M 0SLT Yys M G5LT I prwy
W 0L8Z Us W 0L8T us MA 0L8E - - M 0982
S 0£62 S 0f£6Z M 0£62 W 0v5C MA DE6T H 0£67
SN 0962 SH 0962 W 0962 s HD - M 0962 H 096¢ 8 HD
M 090¢ s 4 0£0F - - - -
M 080€ MK 090F X MK 080E W 090f M US X9 D90E W YS g GLOE
- - - B pTWY - - W 0§TE g prwy
- - - - - M ys QTZg
SA 08T€ SA 08CE SA 08EE ¥ prwy S 00f£€ S 06Z¢ SA 08E€ ¥ prwy
s W QE¥bE S 0T¥E s QIZve § HH S 09v¢ SA 0£bE S 0ZYE s HN
CHN EE-0T £Z-1T BZ-¥ apueg Ti-T GI-% G1-1 apueg

opTadod

opradog

Amid

1m

Tabelle 5.4.2 a)

Schwingungsmoden der Peptide

Bereich
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ifaplide

Peptide
Bande 9-17 9-1% 1-28 Bande t-42 25-42 12-£3
BH s 3440 & sh br 3430 § sh 3630 § sh by B 3 3450 sh 3450 XS sh 3440 th
amid A 3290 VS 3280 Vs 328¢ VS Anid A 3250 vs 3280 vs 3280 V8
3186 § sh - - - - -
Amid B - 3140 ¥ eh - Amid B - - -
3060 MW 3070 ¥ sh 2080 WX br 3080 M br 3060 X sh 3070 XS
3040 MW - - - - -
CKE s 2960 M3 2960 MW 2960 MW cH s 2560 § 2960 § 2960 §
2330 ¥ 2930 W 2930 MW 2530 X 2930 HS 2530 S
2860 M 2870 VW sh 2870 VWsh 2880 X 2870 H 2870 M
Anid I - 1745 S - Amid I - - .
1725 W sh 1715 W ah 1729 sh 1715 § sh - 1725 sh
- 1695 ¥ sh 1680 ¥ sh 1695 5 sh 1695 ® sh -
1645~1675 - 1660 eh 1660 br 5 1665 VW sh 1665 vbr sh
¥5 bz - - 1556 - R
- 1635 VS 1630 Vs 1635 vS 1630 V5 IE30 VS
Ramic IT 1555 § sh 1555 8 - Amid 13 1555 sh 1550 W sh -
1540 Vs 1540 V§ 1545 S 1540 s 1540 5 1535 5.
1520 § sh 1520 5 _ 1515 br sh 1520 MW sh 1520 & sh
Anfid IIT 1400 § 1385 § 1385 K Amid TIT 1395 sh 400 M5 1395 br sh
- - - 1385 M 1385 ¥ sh 1360 4§
- - - 1370 sh - -
- - - 1340 MW sh 1345 X 1345 ®
- 1315 W - - - -
- - 1275 VW sh 1285 ¥W sh 1275 MK 1285 wW
1255 S br 1240 § 1238 M br 1225 # 1225 M 1230 o
amid ¥ - 715 sh 145 sh K Amid ¥ 745 sn 750 W 756 W sh
§30 W sh - £55 =W LELI: 635 M sk br 35 M
650 M 650 M - E§5  vH §65 MW 565 W
- 525 X - 520w - §25 MW br
610 M - §05 W br - 510 ¥ sh -
Paprida
Bands 19-43 17-8 14-23 Ratte
HH & 3470 8 sh 3410 8§ eh 3§20 § br
hmid A 3250 ¥§ 3280 Vs 3280 ¥S
. 3190 sh -
Amid B 3150 sh - -
3090 M sh 3060 br 3080 ¥ =k
3060 X sh - 3036 W
CH s 2960 & 2950 X8 2560 M
2330 MS 2530 =sh 28390 MW sh
2870 ¥ 2870 W 2870 sh
amid I 1720 sh 1745 sh br 1730 bxr sh
i715 M sh - -
1645 ¥ sh 1655 M sh 165¢ M sh
- 1670 br sh 1660 W sh
1530 VS 1630 VS 1630 VS
amid II 1555 sh 1555 ¥S sh br 1555 5 sh
1533 § 1535 v5 1535 §
1520 ¥ sh 1515 V5§ -
Amid IIY 1385 sh 1400 u3 1395 HS sh
1380 M5 1385 W sh 1385 Mg
1365 sh 1365 W sh -
1345 ¥ 1335 W 1345 MR
1315 v 1315 W -
1280 MW 1285 ¥ sh 1280 VW
1230 M 1240 M br 1230 W bz
Anid WV 745 VW 715 =sh 745 MW
535 H 650 sh £35 M
G685 M E65 MW gh 665 M
- £50 M -
810 MW b 515 M br §10 ¥ br

Tabelle 5.4.2 b):

Schwingungsmoden :der Peptide im Amid -

Bereich
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5.4.2.1 Peptid 1-15, 4-15, 1-11

Fiir diese N-terminalen Peptide war aufgrund der oben
beschriebenen Vorhersagen allgemein eine «-helicale
Struktur zu erwarten, die von einem Turn unterbrochen
wird. Dies trifft zumindest fiir Peptid 1-15 weitgehend
nicht zu, da die Lage der Amid ¥- und II-Banden (1635
cm"l, 1535 cm'l) typisch fiir ein antiparalleles fB-Falt-
blatt ist {Tabelle 4.1). bie starke Schulter der Amid I~
Bande bei 1650 cm™t belegt, daB noch andere Strukturen,
moglicherweise helicale Anteile, vorhanden sind. Mit der
Vorhersage libereinstimmend gibt es jedoch deutliche
Anzeichen fiir einen B-Turn (1695 cm™1, 1285 cm™!). Die
regelmdBige, lber Wasserstoffbriicken stabilisierte Kon-
formation des Peptid 1-15 wird durch die sehr starke
Amid A-Bande bei 3280 cm~! bestitigt.

Peptid 1-11 und 4-15 nehmen im Gegensatz hierzu eine
weit weniger regelmdBige Struktur ein, wie aus dem ver-
hiltnismdRig schwachen Signal bei 3300 cm~1 hervor-
geht. Die Amid I - Bande beider Peptide liegt bei 1650
cm'l, was eine klare Identifikation der Sekunddrstruktur
aus dem IR-Spektrum erschwert. Die Molekiile liegen
jedoch auf keinen Fall als antiparalleles Faltblatt vor;
ein paralleles Faltblatt oder helicale Struktur ist
wegen der schwachen Linie k<3300 cm™! jedoch auch
unwahrscheinlich, Demzufolge ist fiir diese beiden Pep-
tide eine eher ungeordnete Struktur anzunehmen, wobei in
Peptid 1-11 mdglicherweise ein Loop vorliegt (1290 cm_l,
1685 cm'l), der nicht iiber interne Wasserstoffbricken

stabilisiert ist.
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Bild 5.4.5: IR-Spektren von 1-15,

4-15,
1-11
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Zusammenfassend kann aus den Spektren der drei Peptide
fiir den N-Terminus des APC- bzw. NFT-Monomers eine anti-
parallele Faltblattstruktur, in die ein Turn eingebettet
ist, erwartet werden. Zur Ausbildung des Turns werden
die N-terminalen Aminosduren bendtigt, die ebenso wie
die C-terminalen Aminosduren (As 12-15) bzw. Arg 5-His 6
zur Stabilisierung des Faltblattes dienen. Unterschied-
liche N-terminale Proteolyse des APC/NFT-Monomers kann
folglich drastische Auswirkungen auf die Konformation

zumindest der N-terminalen Region haben.

5.4.2.2 Peptid 9-17, 8-15

Die Strukturvorhersage (Bild 5.4.4) fiir Peptid 8-15 bzw.
9-17 ist indifferent: helicale und Faltblatt-Anteile
werden mit gleicher Wahrscheinlichkeit erwartet. Bel As

16 konnte nach dieser Vorhersage ein Loop vorliegen.

Fiir Peptid 8-~15 wird eine helicale Struktur durch das
IR-Spektrum ausgeschlossen, das Molekill liegt eindeutig
als an<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>