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Kurzzusammenfassung

Obwohl Liposomen in den letzten Jahrzehnten unter anderem flir den Transport von
Pharmazeutika und den Aufbau kiinstlicher Zellen genutzt wurden, ist ihre Synthese komplex
und die breite, kostenglinstige Anwendung eingeschrankt. Kiinstliche, auf Peptiden
basierende Membranen bieten Vorteile im Hinblick auf die Einfachheit ihrer Synthese, der
Vielfalt an chemisch modifizierbaren Bausteinen und der Fille an mdglichen Morphologien mit
hoher Stabilitdt. Damit einher geht eine bessere Anpassungsfahigkeit an spezifische

Anwendungen.

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Erweiterung des Feldes der amphiphilen Peptide um einen
komplexen Baustein in Form des Helix-Loop-Helix-Motivs. Dieses Motiv umfasst zwei
hydrophobe a-helikale Segmente, die durch eine hydrophile Schleife verbunden sind und
wurde herangezogen, um die Designlimitierungen, vor allem linearer amphiphiler Peptide, zu
umgehen. Die Synthese einer Bibliothek an Helix-Loop-Helix (HLH)-Peptiden erlaubte zudem

die Analyse von Sequenz-Funktion-Beziehungen.

Es wurden repetitive Sequenzen hydrophober Aminosauren zum Aufbau der Helixarme
genutzt, wahrend die hydrophilen Segmente aus Glycin, Prolin und verschiedenen positiv
geladenen Aminosauren aufgebaut wurden. Varianten der HLH-Peptide mit jeweils neun
Alanin-Einheiten in den hydrophoben Segmenten bildeten keine stabilen dreidimensionalen
Strukturen. Hingegen gelang eine erfolgreiche Selbstassemblierung in spharische
Peptidpartikel aus ethanolischer Losung durch die Verwendung von Leucinresten in den
hydrophoben Segmenten. Eine umfassende Charakterisierung der vierfach positiv-geladenen
Stammverbindung HLHP4 zeigte die Bildung diskreter Partikel mit Durchmessern von
unter 100 nm mit a-helikaler Sekundarstruktur. Darlber hinaus wiesen die Partikel unter den
richtigen Lagerungsbedingungen eine sehr gute Langzeitstabilitdt auf. Interessant war die
Beobachtung einer temperaturinduzierten, irreversiblen Umwandlung zur B-Faltblatt-
Sekundarstruktur bei Temperaturen um 50 °C. Basierend auf diesen Beobachtungen konnte
HLHP4 ebenfalls gezielt in Partikel mit B-Faltblatt-Sekundarstruktur assembliert werden, die
sich von den a-helikalen Konformeren in den Eigenschaften unterschieden und beispielsweise

Partikelfusion eingingen.

Unter der Verwendung a-helikaler Peptidpartikel von HLHP4 konnte die Existenz einer
hydrophoben Umgebung in den Partikeln mit umgebungssensitiven Farbstoffen und die
erfolgreiche Enkapsulierung und Retention von Amplex® Red nachgewiesen werden. Die
Gruppe an Leucin-haltigen Peptiden wurde um HLHP5 und HLHP6 erweitert, die sich in der

Zusammensetzung der hydrophilen Schleife unterschieden. In HLHP5 wurden vier
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Argininreste durch Lysine ersetzt und die Lange der Schleife im Vergleich zu HLHP4 konstant
gehalten. In HLHP6 wurde die hydrophile Region um eine Einheit verlangert und insgesamt
funf Argininreste verwendet. Dabei konnten sequenzabhangige Unterschiede zwischen den
Peptidpartikeln beobachtet werden. HLHP4 war dabei am stabilsten.
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Abstract

Although liposomes are used for decades in drug delivery applications or construction of
artificial cells, their synthesis is complex and they lack broad and economical applicability.
Artificial peptide-based membranes offer many advantages over lipids, e.g. established and
easy chemical synthesis, high number of chemically modifiable building blocks and a plethora
of possible morphologies with high stability. All these factors enable a better tunability to

specific applications.

The aim of this project was to expand the field of amphiphilic peptides by using the helix-loop-
helix motif. This building block comprises two hydrophobic segments, which are connected by
a hydrophilic loop. The higher complexity of this motif in comparison to linear amphiphilic
peptides allows to circumvent their design limitations. The synthesis of a small library of helix-
loop-helix (HLH) peptides shed light onto sequence-function-relationships of this class of

peptides.

Both helical arms incorporated a repetitive sequence of hydrophobic amino acids. The
hydrophilic segments encompassed glycine, proline and different positively charged residues.
Variations of the HLH peptides incorporating nine alanine residues per hydrophobic area did
not form stable three-dimensional structures. However, utilizing peptides with nine leucine
residues per hydrophobic segment led to successful self-assembly into spherical particles
starting from an ethanolic peptide solution. An extensive characterization of the first, fourfold
positively charged variant HLHP4 proved the formation of discrete particles with sub 100 nm
diameters and a-helical secondary structure. These particles also exhibited excellent long-term
stability under the right storage conditions. Most interestingly, an irreversible temperature
induced transformation of secondary structure to B-sheet was observed at temperatures
around 50 °C. Based on these results a straightforward preparation method for 3-sheet HLHP4
was found. These conformers showed different properties than the a-helical counterparts and

underwent particle fusion.

The hydrophobic environment of the a-helical particles of HLHP4 was successfully probed with
environmental-sensitive dyes and the ability to encapsulate and retain Amplex® Red was
shown as well. The group of leucin-rich HLH peptides was expanded by synthesizing HLHP5
and HLHP®, which both displayed different loop compositions. In HLHP5 four arginine residues
were exchanged for lysine resulting in identical loop length compared to HLHP4. The
hydrophilic segment was extended by one unit in HLHP®6 incorporating five arginine residues.
The characterization of these peptides revealed sequence-dependent differences in the

characteristics of the peptide particles with HLHP4 being the most stable.
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1 Einleitung

1 Einleitung

Lipide gehdren neben Nukleinsduren, Peptiden und Kohlenhydraten zu den fundamentalen
Bausteinen des Lebens. Neben der Energiespeicherung und der Verwendung als Botenstoff
ist ihre wichtigste Aufgabe die Bildung von Zellmembranen. Diese Membranen sind fur alle
Organismen unerlasslich, da sie Signalmolekille transportieren, intrazelluldren Transport
regeln, sowie Zellen und Kompartimente definieren. Die Membranstruktur ist aus einer
Doppelschicht an Lipiden aufgebaut, die sich durch den Prozess der Selbstassemblierung
bilden. Triebkraft des Prozesses sind die hydrophoben Wechselwirkungen zwischen den
Fettsaureketten, die sich parallel zueinander orientieren, um die hydrophilen Kopfgruppen zu
prasentieren und das umgebende Wasser aus dem Inneren auszuschliel®en. Grundlage der
Selbstassemblierung sind die amphiphilen Eigenschaften der Lipide, die sich aus einem
Aufbau mit mehreren hydrophoben Ketten und einer hydrophilen Kopfgruppe unterschiedlicher
Funktionalitat ergeben.l'4

In vitro Studien von Lipiden werden bis heute mit Interesse durchgefihrt, um den Aufbau und
die Funktionsweise von Membransystemen zu verstehen und lipidische Strukturen fir eigene
Zwecke zu verwenden.* " Dazu gehdren unter anderem der Aufbau kinstlicher Zellen®'% oder
Transportsysteme fir Pharmazeutikal'-'4. Die in vitro Synthese von Lipiden umfasst allerdings
einen vielschrittigen Prozess unter Verwendung mehrerer Enzyme, wodurch die Darstellung
von Lipiden vergleichsweise komplex ist. Dartber hinaus kann die Stabilitdt von Liposomen
durch verschiedene Faktoren, wie etwa Hydrolyse der Esterbindungen oder Oxidation
ungesattigter Fettsadureketten, negativ beeinflusst werden. Aus diesen Einschrankungen
folgen gleichermallen Probleme bei der breiten und kostenglnstigen Anwendung von
Liposomen.[12 14.19]

Um diese Limitierungen zu umgehen, wurden Lipidmimetika entwickelt, die sich Uber andere
Synthesewege einfacher darstellen lassen. Diese verfligen ebenso (ber amphiphile
Eigenschaften, sodass komplexe dreidimensionale Strukturen durch Selbstassemblierung
aufgebaut werden koénnen. Beispiele flr solche Lipidmimetika sind unter anderem
Blockpolymere!'8-2'l Lipid/Peptid-Chimaren?'-2"l und amphiphile Peptide.?!: 28-34]

Besonders interessant sind dabei amphiphile Peptide, die ausschliellich aus Aminosauren
aufgebaut sind. Zum einen sind sie durch Festphasenpeptidsynthese sehr leicht zuganglich.
Zum anderen zeichnen sich Peptide durch eine gute Biokompatibilitdt, hohe Stabilitat und
umfassende Modifizierbarkeit durch den Einbau nicht-naturlicher Aminosauren aus. Aufgrund
der Vielfalt an komplexen Sekundar- und Tertiarstrukturen, verfigen Peptide Uber die
wahrscheinlich groRte strukturelle Diversitat aller Biomolekdle.['* 3539 Daher eignen sich
amphiphile Peptide besonders gut als Baustein fur selbstassemblierende Systeme und finden
bereits Anwendung in verschiedenen Bereichen wie etwa der Medizin, Sensorik oder der

Herstellung metallischer Nanomaterialien.['4 37. 39-41]
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2 Theoretische Grundlagen

2 Theoretische Grundlagen

2.1 Definition der Begriffe Selbstassemblierung und Selbstorganisation
Die Bildung supramolekularer Strukturen durch spontane Assoziation der Bausteine ist in der
Natur weit verbreitet. Allerdings existieren zwei verschiedene Prozesse, die fur die Bildung
dieser Strukturen verantwortlich sind. Diese sind Selbstassemblierung und Selbstorganisation
und werden oft unspezifisch fir die Beschreibung ahnlicher Prozesse verwendet. Versuche,
einen Unterschied zwischen den beiden Begriffen zu definieren, kénnen von den
thermodynamischen Grundlagen beider Prozesse ausgehen. 5. 42 431
Selbstorganisation ist auf die Zufuhr externer Energie angewiesen. Bei Fehlen dieser
Energiezufuhr beginnt das selbstorganisierte System zu zerfallen. Daher sind
selbstorganisierte Systeme auf die Umgebung angewiesen und existieren in einem Nicht-
Gleichgewichtszustand. Durch diese Offenheit zur Umgebung sind selbstorganisierte Systeme
durch externe Muster beeinflussbar oder eingeschrankt.“> 44 Im Gegensatz dazu streben
selbstassemblierte Systeme in Richtung eines Energieminimums und stehen im Gleichgewicht
mit den Komponenten aus denen die Strukturen gebildet werden. Dieses Gleichgewicht wird
dadurch ermdglicht, dass diese Strukturen Uber eine Vielzahl nicht-kovalenter
Wechselwirkungen stabilisiert werden. Zu diesen gehoren ionische Wechselwirkungen,
Wasserstoffbrickenbindungen, mr-m-Wechselwirkungen, Metall-Ligand-Interaktionen und van-
der-Waals-Krafte. Diese Wechselwirkungen sind, im Gegensatz zu kovalenten Bindungen,
reversibel und lassen daher einen Austausch der einzelnen Komponenten zu. Zugleich
besitzen selbstassemblierte Systeme dadurch eine intrinsische Fahigkeit zur
Fehlerkorrektur.['4 35 36, 42, 43]
Ein weiterer Unterschied zwischen den beiden Prozessen ist die Art und Weise wie
Strukturinformationen der Monomere in die Architektur der komplexen Struktur einflieRen. Bei
selbstassemblierenden Strukturen sind der Assemblierungsprozess in den Eigenschaften der
Monomere kodiert (Spezifitat) und die Wechselwirkungen zielgerichtet (Direktionalitat). Diese
haben Auswirkungen auf die dreidimensionale Struktur der resultierenden Assemblate. So
ziehen sich etwa entgegengesetzt geladene Gruppen an, wahrend sich gleich geladene
Gruppen abstoflen. Auch kdnnen beispielsweise Wasserstoffbrickenbindungen zwischen
bestimmten Gruppen starker sein, als zwischen anderen und somit eine Ausrichtung der
Monomere festlegen. Selbstorganisierte System hingegen bilden spontane Muster aus einem
vorher homogenen System. 6 42431
Viele selbstassemblierte Strukturen sind hoch symmetrisch, woraus sich einige Vorteile
ergeben. Zum einen sind die Strukturinformationen eines Monomers fir die Konstruktion des
gesamten Gebildes ausreichend. Damit wird gleichzeitig das Problem umgangen, dass eine
Ansammlung an identischen Bausteinen eine beschrankte Informationsdichte besitzt. Zudem
kann die Fehlerkorrektur durch Austausch einer der identischen Untereinheiten einfach
2



2 Theoretische Grundlagen

durchgefiihrt werden. Ein Fehler in einer Untereinheit flhrt nicht direkt zum Verlust der Struktur
des gesamten Komplexes. Zudem wird jede Untereinheit von benachbarten Einheiten
beeinflusst (Kooperativitat).5: 491

Eine klare Abgrenzung zwischen den beiden Prozessen ist jedoch nicht immer mdglich.
Besonders in vivo findet Selbstassemblierung nicht im thermodynamischen Gleichgewicht
statt. Die gebildeten Strukturen sind daher metastabil und teilweise auf die Zufuhr externer
Energie angewiesen. Ein Beispiel hierfir ist die Assemblierung von Microtubuli. Diese
selbstassemblieren unter Nicht-Gleichgewichtsbedingungen in Zellen und kénnen ebenso
wieder deassemblieren. Noch wahrend des Aufbaus wird durch Hydrolyse von GTP durch B-
Tubulin Energie freigesetzt. Die Energiezufuhr destabilisiert die Microtubuli, bis sie schlieRlich
zerfallen. Damit unterliegt das gesamte System einer dynamischen Instabilitat, in der
Microtubuli standig auf- und wieder abgebaut werden. Daher kann der gesamte Prozess als

eine selbstassemblierungsvermittelte Selbstorganisation beschrieben werden.#2 43, 46-48]

2.2 Aufbau der Lipide

Lipide sind lineare Moleklle, die aus einer hydrophoben und einer hydrophilen Komponente
aufgebaut sind. Die hydrophobe Komponente umfasst im Allgemeinen mehrere Fettsauren,
die sowohl gesattigt als auch ungesattigt sein kdnnen. In biologischen Systemen haben
Fettsauren immer eine gerade Anzahl an Kohlenstoffatomen zwischen 14 und 24 Einheiten.
Fettsduren mit 16 oder 18 Kohlenstoffatomen sind dabei am haufigsten. Die hydrophile
Komponente wird aus einer polaren Gruppe, z.B. Phosphatidylcholin, gebildet (Abbildung 1).
In vivo existieren mehrere tausend verschiedene Lipide, die sich in der Zusammensetzung der
Fettsduren und Kopfgruppen unterscheiden. Dabei beeinflussen sowohl Kopfgruppe als auch
hydrophobe Ketten die Eigenschaften der Lipide und sind auf die jeweilige Aufgabe
abgestimmt. So bilden beispielsweise Phospholipide die Hauptkomponente in Zellmembranen
von Eukaryoten.!'- 1]

Das gleichzeitige Vorliegen hydrophiler und hydrophober Gruppen im gleichen Molekul auf
gegenulber liegenden Seiten wird als Amphiphilie bezeichnet und bildet die wichtigste
Charakteristik der Lipide. Dadurch wird ihnen ermoglicht in wassriger Umgebung zu
komplexen Biomembranen zu assemblieren (s. Abschnitt 2.3.1).0": 3.4

Die meisten Lipide kdnnen unter physiologischen Bedingungen in mindestens zwei Phasen
vorliegen. Dabei sind die feste Phase (solid-gel, Lg) und die flissige Phase (liquid-disordered,
L.) die wichtigsten Zustande. In der festen Phase verhalten sich die Lipide wie ein Festkorper
mit dicht gepackten Fettsdureketten. In der flissigen Phase sind die Monomere deutlich
ungeordneter und weisen eine hohere Beweglichkeit auf. Die Fluiditdt des Ensembles hangt
direkt mit der Phasenubergangstemperatur der Lipide  zusammen. Die

PhasenlUbergangstemperatur eines einzelnen Lipids wird von der Lange der Fettsdurekette

3



2 Theoretische Grundlagen

und dem Sattigungsgrad der Fettsduren beeinflusst und beschreibt die Temperatur, bei der
50 % der Lipide in der Suspension von der festen, in die flissige Phase Ubergegangen sind.
Gesattigte Fettsauren erhdhen die Phasenlbergangstemperatur, da die geraden
Kohlenwasserstoffketten gut miteinander wechselwirken konnen. Eine cis-Doppelbindung, wie
sie in ungesattigten Fettsduren vorkommt, verursacht hingegen einen Knick in der Kette und

senkt damit die Phaseniibergangstemperatur, da die Dichte der Packung herabgesetzt wird.!":
3,49, 50]

hydrophile

Kopfgruppe
Phosphatidylcholin pigrupp

B——— Glycerin
ungesattigte yeer

=0
Fettsaure
hydrophobe
Gruppen
gesittigte
Fettsdure

Abbildung 1. Struktur eines membranbildenden Phosphatidylcholin-Lipids mit je einer gesattigten und
ungeséttigten Fettsaurekette.

Alternativ wird die Fluiditat einer Membran bei Saugetieren Uber die Interkalation von
Cholesterin geregelt. Cholesterin wird ebenfalls zu den Lipiden gezahlt, besitzt aber ein
Steroidgerust. Die Amphiphilie wird durch eine Hydroxylgruppe am Ende des Gerusts
vermittelt (Abbildung 2). Dadurch kann sich Cholesterin parallel zu den Fettsaureketten in die
Membran einlagern, wobei die Hydroxylgruppe mit der Kopfgruppe der Phospholipide in
Wechselwirkung tritt. Folglich verringern sich die Wechselwirkungen zwischen den

Lipidmolekiilen, sodass die Fluiditat zunimmt.[ 1151
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hydrophob

hydrophil

Abbildung 2. Struktur von Cholesterin.®l Die hydrophilen (blau) und hydrophoben Anteile (gelb) sind farblich
markiert.
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2.3 Struktur spharischer Assemblate

Die Existenz von Kompartimenten ist entscheidend fir den Metabolismus von Zellen, in denen
verschiedene biochemische Reaktionen ohne gegenseitige Beeinflussung parallel ablaufen
muassen. Dazu werden die Reaktionspartner in lokalisierten Umgebungen, den sogenannten
Kompartimenten, eingeschlossen.!': 3 52

Die Kompartimentierung in Zellen kann auf verschiedene Weisen erfolgen. Viele klassische
Organellen, wie der Golgi-Apparat oder das endoplasmatische Retikulum, sind von einer Lipid-
Doppelschicht umgeben, die ein Kompartiment bildet. Es wurden aber ebenso einige
Kompartimente entdeckt, die nicht von einer Membran umschlossen sind. Diese werden oft
als biomolekulare Kondensate beschrieben und bilden sich durch den Prozess der Flussig-
Flussig-Phasentrennung (liquid-liquid phase separation, LLPS).U"-3 53 %4 Im Folgenden werden

die Grundlagen beider Prozesse beleuchtet.

2.3.1 Membranen und Vesikel

Die Struktur amphiphiler Molekile legt im wassrigen Medium die Richtung der
Wechselwirkungen eindeutig fest (Direktionalitat). Polare Gruppen orientieren sich in Richtung
des wassrigen Losungsmittels, wahrend sich unpolare Gruppen vom Wasser abwenden und
sich durch hydrophobe Wechselwirkungen gegenseitig stabilisieren. Damit ist die Struktur in
den Eigenschaften der Monomere angelegt (Spezifitat). Vor allem hydrophobe Kréfte bilden
die Triebkraft dieser Selbstassemblierung.t"- 34 11

Die Micelle ist die einfachste Struktur, die sich unter diesen Voraussetzungen im wassrigen
Medium bilden kann. Die polaren Gruppen zeigen nach auf’en und flhren zu einer
Zusammenlagerung der hydrophoben Teile in der Mitte der Struktur unter Ausschluss von
Wasser (Abbildung 4). Daher sind Micellen vergleichsweise klein und haben Durchmesser von
nicht mehr als 20 nm. Die sogenannte kritische Micellenkonzentration (critical micelle
concentration, CMC) gibt Aufschluss tber die minimale Konzentration an Amphiphil, die fir die

Bildung von Micellen bendtigt wird.[* 14 5]
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Alternativ kdnnen die Eigenschaften amphiphiler Molekiile auch zur Bildung einer Membran
fuhren. Dabei lagern sich zwei Lagen der Amphiphilen zu einer Doppelschicht zusammen, in
der die hydrophoben Regionen in einer inneren Schicht wechselwirken, wahrend die
hydrophilen Gruppen oberhalb und unterhalb mit dem Ldsungsmittel interagieren
(Abbildung 3). Doppelschichten kénnen Partikel bilden, die deutlich groRRer als Micellen sind
und, wie z.B. in Zellen, makroskopische Dimensionen erreichen. In der Mitte der Membran
bildet sich ein hydrophober Innenraum, der die Diffusion wasserl6slicher Molekiile erschwert.
So durchqueren Molekile die Membran umso langsamer, je polarer sie sind. Ein
beschleunigter Transport durch die Membran erfolgt in biologischen Systemen (ber

Membranproteine in der Doppelschicht.l: 3. 14

Abbildung 3. Schematischer Langsschnitt durch eine Membran am Beispiel einer Lipid-Doppelschicht. Die
hydrophoben Regionen sind gelb und die hydrophilen Segmente blau dargestellt. In der Box ist beispielhaft die
chemische Struktur eines Membranlipids gezeigt.[®l Schematische Zeichnung © Morten Mosbach, M.Sc. wurde fir
die Arbeit zur Verfligung gestellt.

Bei Lipiden entscheidet der sterische Anspruch der hydrophoben Ketten Uber die Bildung einer
Doppelschicht oder einer Micelle. Normalerweise sind die beiden Fettsdureketten der Lipide
sterisch zu anspruchsvoll, um eine Micelle zu bilden. Daher entstehen hier Doppelschichten.
Salze der Fettsauren und andere Tenside sind hingegen sterisch weniger anspruchsvoll und
bilden Micellen.[: 17. 5]

Aus amphiphilen Molekilen lassen sich in vitro Vesikel herstellen. Dabei handelt es sich um
wassrige Kompartimente, die von einer Doppelschicht umgeben sind (Abbildung 4). Um an
den Randern der Membran den Kontakt der hydrophoben Regionen mit dem umliegenden
Wasser zu vermeiden, bilden sich kugelférmige Strukturen. Im inneren Hohlraum bleiben die
Vesikel mit wassrigem Medium gefullt. Sind bei der Herstellung der Vesikel weitere Molekule
in der Losung vorhanden, lassen sich diese in die Vesikel einschlieffen. Im Anschluss kénnen
die umgebenden Molekdle beispielsweise mittels Dialyse oder Gelfiltration abgetrennt werden.

Hydrophobere Molekile kdnnen in die Membran eingeschlossen werden, sodass ein

6
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gleichzeitiger Transport von hydrophoben und hydrophilen Molekllen mdéglich ist. Lipidvesikel,
sogenannte Liposomen, werden zur Untersuchung von Membraneigenschaften und zum
Transport von Arzneistoffen in der Medizin eingesetzt. Die Eigenschaften der Liposomen
kénnen dabei an die vorgesehene Anwendung angepasst werden. Beispielsweise lassen sich
durch Verwendung von Dioleolylphosphatidylethanolamin (DOPE) pH-sensitive Liposome
herstellen. Kationische Lipide wie etwa N-[1-(2,3-dioleyloxy)propyl]-N, N, N-
trimethylammoniumchlorid (DOTMA) eignen sich zum Transport von und an DNS, da die
negative geladene DNS an die Liposomen bindet. Durch Dekoration von Vesikeln mit

Erkennungsmotiven kdnnen gewiinschte Zellrezeptoren gezielt angesteuert werden.[* 4 1. 14
52, 57, 58]

Micelle Vesikel

Abbildung 4. Schematische Darstellungen einer Micelle und eines Vesikels. Die hydrophoben Segmente sind gelb
markiert und die hydrophilen Regionen blau. Die Abbildung wurde mit BioRender.com erstellt.

Vesikel kdnnen, je nach Praparationsmethode, in unterschiedlichen Gro3en erhalten werden,
fur die eine feste Nomenklatur existiert. Es wird zunachst zwischen multilamellaren Vesikeln
(MLV) und unilamellaren Vesikeln (ULV) unterschieden, die sich in der Anzahl an
Doppelmembranen (Lamellen) unterscheiden. MLV bilden sich im Falle von Lipiden meist
spontan bei Rehydratisierung der getrockneten Substanz. Aus diesen mussen unilamellare
Vesikel zur Zufuhr von Energie erhalten werden, da diese Systeme eine hohere freie Energie
besitzen als MLV. Diese Energie kann beispielsweise tber Ultraschall oder Extrusion zugefihrt
werden. Fur ULV existiert zusatzlich eine Einteilung nach PartikelgroRe, in der kleine
unilamellare Vesikel (small unilamellar vesicles, SUV) im Grofienbereich unter 100 nm, grofRe
unilamellare Vesikel (large unilamellar vesicles, MLV) im Bereich zwischen 100 nm und 1 ym
und gigantische unilamellare Vesikel (giant unilamellar vesicles, GUV) bei GroRen tber 1 ym
verortet sind.®? %8 Liposomen bestimmter GroRe lassen sich mittels unterschiedlicher

Methoden gezielt herstellen.®2 59
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2.3.2 Bicellen

Eine weitere membranartige Struktur sind die sogenannten Bicellen. Das Wort Bicelle setzt
sich aus den englischen Begriffen Bilayered Micelle zusammen und deutet damit die Struktur
der Bicellen an. Die haufigste Topologie von Bicellen sind flache Scheiben mit einem
Durchmesser von 20 nm bis 50 nm, die auch als flach gepresste Micellen interpretiert werden
kénnen. Aufgrund der GroRe und der einfachen Handhabung eignen sich diese
scheibenférmigen Doppelschichten beispielsweise sehr gut als Modelsysteme zur
Untersuchung und Kristallisation von Membranproteinen. Neben der Verwendung gesattigter
Fettsauren, ist auch die Selbstassemblierung mit Lipiden mit ungesattigten Fettsaureketten
und Cholesterol moéglich, wobei die Auswirkungen auf die Membranfluiditat vergleichbar mit
der in Vesikeln sind.[® 7. %6.60]

Im Falle von Lipiden lassen sich Bicellen, bei Wahl der richtigen Bedingungen, aus einer
Mischung eines membranbildenden Lipids und einer kleineren Komponente (Lipid oder Tensid)
erhalten, wobei sich die Zusammensetzungen und die relevanten externen Parameter flr
jedes Gemisch unterscheiden kdnnen. Die scheibenférmige Doppelschicht wird durch das
langerkettige Molekul gebildet, wahrend sich die kleinere Komponente am Rand der Scheibe
anlagert (Abbildung 5).16 7. %6. 60l

Abbildung 5. Schematischer Langsschnitt durch eine Bicelle nach Ref. [6, 60]. Die membranbildende Komponente
ist in gelb/dunkelblau in der Mitte der Struktur dargestellt. Das Tensid (orange/hellblau) ist an der Seite der Scheibe
angelagert, um den Kontakt der hydrophoben Regionen mit dem wassrigen Medium an der Seite zu verhindern.
Schematische Zeichnung © Morten Mosbach, M.Sc. wurde fur die Arbeit zur Verfligung gestellt.

So existiert beispielsweise fir das Lipidgemisch Dimyristoylphosphatidylcholin
(DMPC)/Dicaprylphosphatidylcholin (DCPC) die Mdglichkeit zur Bildung von Bicellen. Diese
hangt von der Temperatur der Praparation (~25 °C bis 45 °C), dem Verhaltnis der Lipide in der
Mischung (~87 mol-% bis 65 mol-% DMPC zu DCPC, beschrieben als molares Verhaltnis der
langkettigen zur kurzkettigen Komponente q) und dem Ausmalfd der Hydratation (~65 % bis
95 %) ab. Die Bedingungen beeinflussen sich gegenseitig, sodass bei einer gewahlten
Temperatur nur gewisse Werte des Mischungsverhaltnisses und der Hydratation moglich sind.
Aullerhalb dieses Fensters liegen verschiedene Mischungen beider Komponenten vor, ohne

dabei eine Bicellen-Struktur zu bilden.[®: 7- 6. 60l
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Um Bedingungen fir die Bildung von Bicellen zu finden, werden Roéntgen- und
Neutronenbeugung, Elektronenspinresonanz oder Kernresonanzspektroskopie (NMR)
verwendet, um ,Phasen“diagramme des Gemisches aufzustellen. Dabei handelt es sich
allerdings nicht um Phasendiagramme im klassischen Sinn, da keine Umwandlungsenthalpie
gemessen werden kann. Auch computerstitzte Berechnungen zur Ermittlung der optimalen

Bedingungen sind maglich.®: 56l

2.3.3 Flussig-Flissig-Phasentrennung

In vivo finden sich auch Kompartimente, die nicht von einer Membran umgeben sind. Diese
sogenannten membranlosen Kompartimente (membraneless compartments) oder
biomolekularen Kondensate werden durch den Prozess der Flissig-Flussig-Phasentrennung
(liquid-liquid phase separation, LLPS) gebildet. Im Allgemeinen bezeichnet LLPS einen
Prozess, bei dem sich ein homogenes Gemisch verschiedener Komponenten spontan in zwei
flussige Phasen trennt. Die erhaltenen Phasen unterscheiden sich drastisch in der
Konzentration der Bestandteile. Wird beispielsweise ein Gemisch aus Wasser und Peptid
betrachtet, so fiihrt die LLPS zu einer Phase, die eine hohe Konzentration an Peptid aufweist,
wahrend die Peptidkonzentration in der verbleibenden wassrigen Phase deutlich geringer ist.
Triebkraft der LLPS ist die Minimierung der Gibbs-Energie des Systems beim Austausch der
Peptid-Wasser-Wechselwirkungen gegen Peptid-Peptid- und Wasser-Wasser-
Wechselwirkungen. Das Auftreten einer Phasentrennung ist abhangig von mehreren Faktoren,
wie etwa der Konzentration und den Eigenschaften der beteiligten Komponenten und externen
Faktoren wie Temperatur, pH-Wert und Salzkonzentration. Daher lassen sich flir Systeme, die
einer LLPS unterliegen, experimentell Phasendiagramme definieren, in denen die
Rahmenbedingungen fir eine Phasentrennung aufgezeigt sind. AuRerhalb dieser
Bedingungen (z.B. bei zu geringer Konzentration der einen oder anderen Komponente) liegt
eine homogene Losung vor (Abbildung 6).553 61-65]

Die Initiation und Aufrechterhaltung biomolekularer Kondensate wird haufig mit dem Gerust-
Klient (scaffold and client) -Modell beschrieben. Dabei bilden Gerustproteine durch viele
verschiedene Wechselwirkungsdomanen ein strukturelles Netzwerk. In diese Netzwerke
kénnen sich verschiedene Klienten begeben, die ohne Gerist keine Phasentrennung
eingehen wirden. Wahrend der Phasentrennung der Gerlstproteine werden die Klienten in
die kondensierte Phase eingeschlossen. Die Struktur der GeruUstproteine umfasst im
Allgemeinen entweder viele gefaltete Domanen, die mit kurzen Motiven anderer Proteine
interagieren oder haufig sogenannte intrinsisch-ungeordnete Regionen. Diese sind ungefaltete
Proteindomanen mit vielen Angriffspunkten flr intermolekulare Wechselwirkungen. Obwonhl
diese Regionen eine hohe Diversitat in der Sequenz aufweisen, sind sie oft durch eine

Uberproportional hohe Anreicherung bestimmter Aminosduren charakterisiert, die die

9
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Wechselwirkungen zur LLPS vermitteln. Die Art der Wechselwirkungen und die vermittelnden
Aminosauren sind in Abbildung 7 dargestellt. Diese ungeordneten Regionen dienen als
.oticker®, die den Kondensationsprozess vermitteln und sind durch geordnete Regionen
(,spacer”) unterbrochen. Intrinsisch-ungeordnete Regionen verkérpern das fur LLPS wichtige
Prinzip der Multivalenz. Dem entsprechend enthalten die kondensierenden Proteine viele
verschiedene Domanen oder Motive (Valenzen), mit denen sie Interaktionen eingehen kénnen.
Intrinsisch-ungeordnete Proteine spielen eine Rolle in pathologischer Proteinaggregation und

werden mit der Entstehung neurodegenerativer Erkrankungen in Verbindung gebracht.!®3 61 62
64, 66]

Wachstum der orangenen Phase

Temperatur, pH, etc.

2 Phasen (LLPS)

»

Konzentration der orangenen Komponente

Abbildung 6. Beispiel eines Phasendiagramms fir die LLPS eines Gemisches einer hellblauen und orangenen
Komponenten nach Ref. [61]. Eine Phasentrennung liegt nur in dem Bereich unterhalb der Kurve vor. Bei einer
Erhéhung der Konzentration der orangenen Komponente kommt es zunachst zu einer Phasentrennung. Bei
zunehmender Konzentration fusionieren die orangenen Tropfchen bis eine homogene Ldsung der orangenen
Komponente vorliegt.

Aufgrund des Entstehungsprozesses und dem Fehlen einer Fernordnung der Molekule ahnelt
das Verhalten der Kondensate einer LLPS dem von Flissigkeiten. Sie fusionieren und weisen
eine Oberflachenspannung auf. Die Kombination dieser Eigenschaften mit dem Fehlen einer
Barriere in Form einer Membran, erleichtert den Austausch von Molekilen mit der Umgebung
im Vergleich zu Vesikeln. Da bei der Bildung der Kondensate eine grole Menge Wasser
eingeschlossen wird, konnen auch in diesen Kompartimenten isolierte Enzymreaktionen
stattfinden. Die Bildung der kondensierten Phasen ist oft reversibel. Die Kondensate kénnen
aber auch einem Reifungsprozess unterliegen, in Folge dessen sie ihren flissigen Charakter
verlieren. Die Dauer des Reifungsprozesses hangt von der Sequenz des Peptids ab und kann
bei naturlichen aggregationsneigenden Proteinen bereits innerhalb einer Stunde ablaufen. Der
Ubergang vom fliissigen in den festen Zustand kann auch zur Bildung Amyloid-artiger Fasern

fuhren, deren Bildungsprozess nicht reversibel ist.[5% 6165
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Abbildung 7. Ubersicht der Wechselwirkungen (WW) nach Ref. [66], die eine LLPS vermitteln kénnen. Die
Wechselwirkungen sind in vier Klassen aufgeteilt und die vermitteinden Aminosauren jeder Klasse mit ihrem
Dreibuchstabencode aufgefihrt.

Experimentell kann der Nachweis einer LLPS mit verschiedenen Methoden erfolgen. Flissige
Phasen mit Durchmesser im Bereich einiger hundert Nanometer lassen sich mittels
Lichtstreuung nachweisen und analysieren. Grdélkere Kondensate, im Bereich einiger
Mikrometer, konnen durch Licht- oder Fluoreszenzmikroskopie nachgewiesen werden. 6. 63-68]
Mittels Fluoreszenzmikroskopie lasst sich zudem ein Unterschied zwischen Kondensaten und
Vesikeln feststellen. Letztere weisen im Unterschied zu Kondensaten nur eine Fluoreszenz im
Bereich der Doppelmembran auf, wahrend das Innere dunkel erscheint.® ¢/l Ein konstantes
Partikelwachstum ist ein weiterer Hinweis auf Kondensate. Ein Wachstum wird allerdings
durch einen Ubergang in die feste Phase verhindert. Zuletzt kénnen auch
Verdiinnungsexperimente eine LLPS nachweisen, da die Kondensate nur unter bestimmten
Konzentrationsverhaltnissen auftreten.6?: 65 8]

Ein Minimalmodell fur die Phasentrennung eines Peptids wurde unter anderem von Abbas et
al. beschrieben. Sie synthetisierten basierend auf dem sticker-spacer-Modell verschiedene
Kombinationen eines Dipeptids unter der Verwendung von Phenylalanin, Tryptophan oder
Leucin und verbanden zwei Dipeptide mit Disulfidbricken verschiedener Lange. Dabei
beobachteten sie je nach Dipeptid und Bruckenlange entweder Aggregation oder
Phasentrennung. Die Phasentrennung wurde durch Anderung des pH-Werts initiiert. Neben
pH-Wert-Anderungen waren Temperatur und organische Lésungsmittel Einflussfaktoren der
Phasentrennung. Durch den redoxaktiven Charakter des Disulfids lieRen sich die Kondensate
ebenso unter reduktiven Bedingungen auflédsen und reversibel durch Oxidation wieder bilden.
Die Kondensate waren einige Mikrometer grof3 und lieRen sich somit im Fluoreszenzmikroskop
nachweisen. Zudem konnte Partikelfusion gezeigt werden. Neben der Aufnahme
verschiedener Farbstoffe, konnten die Partikel auch fir isolierte chemische Reaktionen
verwendet werden. Da im Inneren des Kompartiments Molekilkonzentrationen lokal erhdht

sind, verbesserten sich Reaktionsraten im Vergleich zur wassrigen Lésung deutlich. Eine
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Aufnahme von p-Nitrobenzaldehyd und Cyclohexanon in die Partikel flhrte beispielsweise zu
einer beschleunigten Aldolreaktion in den Kondensaten, dessen Rate je nach Sequenz der

Dipeptide etwa 44- bis 300-fach hoher war als in Losung. !

2.4 Klassen amphiphiler Peptide

Wie bereits zuvor gezeigt wurde, ist die Amphiphile der Lipide der Schlissel zu ihrer
Selbstassemblierung in wassriger Losung.l" ® 4 Allerdings konnen Membranen auch durch
andere amphiphile Bausteine gebildet werden. In den letzten Jahrzehnten wurden zahlreiche
amphiphile Molekile entwickelt und deren Selbstassemblierungsprozesse untersucht. Dabei
wurden auch einige Peptidamphiphile entwickelt. Aufgrund der einfachen und gut entwickelten
Synthese, der Vielfalt an moglichen natirlichen und kiinstlichen Aminosauren und der Vielzahl
an intermolekularen Wechselwirkungen, eignen sich Peptide hervorragend fir die
Selbstassemblierung in komplexe dreidimensionale Strukturen und ermdglichen zudem
anwendungsspezifische Anpassungen der molekularen Eigenschaften.['#: 1621, 39, 69-71]

Im Rahmen dieser Arbeit sollen im Folgenden lediglich die Amphiphilen betrachtet werden, die
vollstandig aus Aminosauren aufgebaut sind. Zur besseren Ubersicht werden diese in

verschiedene Klassen basierend auf der Struktur der Monomere eingeteilt (Abbildung 8).

lineare Bolaamphibhile Gemini
Amphiphile phip amphiphile

? ? 29 /A

o

Abbildung 8. Schematische Darstellung verschiedener peptidbasierter Amphiphile. Die hydrophoben Regionen
sind gelb dargestellt und die hydrophilen Regionen blau. Schematische Zeichnung © Morten Mosbach, M.Sc.
wurden flr die Arbeit zur Verfiigung gestellt.

2.4.1 Lineare Amphiphile

Die vermutlich grofdte Gruppe amphiphiler Peptide bilden die linearen Amphiphile. Diese
besitzen eine einfache lineare Struktur, die aus einer repetitiven Sequenz hydrophober
Aminosauren mit einer geringeren Anzahl hydrophiler Aminosauren als Kopfgruppe besteht.
Durch ihre lineare Struktur ahneln diese Peptide zudem waschaktiven Substanzen, weshalb
sie auch als surfactant-like peptides bezeichnet werden. Im Allgemeinen werden nur zwei
Aminosauren fir den Aufbau des Amphiphils bendtigt (je eine hydrophobe und eine

hydrophile). Als hydrophobe Aminosauren werden meist Alanin, Valin, Leucin, Isoleucin und
12
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Glycin verwendet. Die Kopfgruppe wird meist aus Arginin, Histidin, Lysin, Aspartat oder
Glutamat gebildet. Im Allgemeinen assemblieren diese Peptide in fibrillare, tubulare oder
partikulare Strukturen. Triebkrafte fur die Strukturbildung sind neben der Assoziation
hydrophober Bereiche auch Wasserstoffbriickenbindungen, ionische Wechselwirkungen und,
falls moglich, Metallkoordination. 28 31. 72-80]

Aufgrund der Vielzahl an untersuchten Sequenzen konnten einige Sequenz-Struktur-
Beziehungen fir lineare Amphiphile gezeigt werden. So wurde beispielsweise der Einfluss der
Lange der hydrophoben Kette auf die Nanostrukturen im Vergleich der Peptide AsK, AsK und
AoK untersucht. Wahrend AzK gestapelte Doppelmembranen bildete, formten sich bei AsK
Nanorohren und bei AjK Nanostdbe. Triebkraft der Strukturdnderung war vor allem der
Energiegewinn bei der Assoziation hydrophober Bereiche, der mit der Lange der hydrophoben
Einheit zunimmt.l”* Beim Vergleich von IsK2, LéK. und VeK: zeigten sich unterschiedliche
Strukturen in Abhangigkeit der hydrophoben Aminosaure. Wahrend IsK> zu Bandern
selbstassemblierte, zeigten sich bei VsK> elongierte, stabartige Strukturen. Fir LeK2 bildeten
sich bei héheren Konzentrationen ebenfalls stabartige Strukturen. Die morphologischen
Unterschiede wurden auf die Wechselwirkungen der hydrophoben Aminosauren
zurtckgefuhrt. Wahrend bei der Verwendung von Valin und Leucin das Peptid ungefaltet
vorlag, zeigte sich bei der Isoleucin-Variante eine B-Faltblatt-Sekundarstruktur. Daher wurde
gemutmaldt, dass der Selbstassemblierungsprozess bei der Isoleucin-Variante nicht nur durch
hydrophobe Wechselwirkungen, sondern auch durch zusatzliche
Wasserstoffbriickenbindungen beeinflusst wird.["

Die gebildeten Strukturen werden ebenfalls durch die hydrophile Kopfgruppe beeinflusst, wie
ein Vergleich von AgH und A¢R zeigte. Wahrend ersteres Nanobander bildete, formten sich bei
AsR zunachst dinne Peptidlagen und bei hdherer Konzentration helikale Bander und
Nanoroéhren. Die Strukturbildung wird hier durch die verschiedenen intermolekularen
Wechselwirkungen der Kopfgruppen beeinflusst. Durch die Imidazolgruppe der Histidin-
Seitenkette war A¢H zudem in der Lage Zn?*-lonen zu koordinieren. Die Koordination des
Metallions fiihrte zur Anderung der Morphologie der Strukturen, die sich dann zu helikalen
Bandern zusammenlagerten.l’6 771

Eine Acetylierung des N-Terminus oder Amidierung des C-Terminus kann ebenfalls einen
Einfluss auf die assemblierten Strukturen haben, da dadurch Ladungen maskiert werden
konnen.[™

Eine Beeinflussung der Morphologie und Eigenschaften der Assemblate ist auch durch externe
Faktoren wie Peptidkonzentration, pH-Wert oder Salzkonzentration mdglich, da dadurch
Packungsdichte, Ausrichtung und Starke der intermolekularen Wechselwirkungen beeinflusst

werden.[73. 76,77, 79, 80]
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Trotz der vergleichsweise einfachen Struktur finden lineare Amphiphile in vielen Bereichen
Anwendung. Da amphiphile Peptide eine intrinsische Biokompatibilitat aufweisen, werden
lineare Amphiphile beispielsweise zur Stabilisierung von Membranproteinen und als
Wirkstofftransporter verwendet. Manche dieser Peptide weisen antimikrobielle Eigenschaften
auf und werden daher bezlglich einer Anwendung als Antibiotika untersucht.[?8 73.74.77. 80, 81]

Die Gruppe der peptidischen Amphiphile (PA), oder auch lipidated peptides, beschreibt eine
weitere Klasse amphiphiler Verbindungen, deren Aufbau jedoch im Allgemeinen eine
Hybridstruktur aus Lipid und Peptid ist. Dabei werden die hydrophoben Wechselwirkungen
Uber eine Kohlenwasserstoffkette vermittelt, wahrend nur die hydrophile Kopfgruppe aus

Aminoséauren besteht. Somit sind die PA keine vollstandig peptidischen Amphiphile.2'-27]

2.4.2 Bolaamphiphile Peptide

Neben den einfachen linearen Peptiden wurden bereits komplexere Ansatze im Peptiddesign
untersucht. Daraus ergab sich unter anderem die Klasse der bolaamphiphilen Peptide. Diese
besitzen zwei hydrophile Kopfgruppen, die durch eine hydrophobe Region verbunden sind.
Dabei kann die Struktur teilweise oder vollstandig aus Aminosauren aufgebaut sein. 0 41. 78 &2-
90]

Als hydrophile Kopfgruppen werden beispielsweise Glutamat oder Aspartat verwendet. Positiv
geladene Kopfgruppen lassen sich mit Histidin, Arginin oder Lysin erhalten. Die hydrophoben
Segmente kénnen z.B. Polyleucin-, Polyalanin- oder Polyisoleucin-Sequenzen enthalten.[78 82
84-88, 90]

Aufgrund ihres Aufbaus bilden bolaamphiphile Molekile keine Doppelschichten. Stattdessen
ordnen sich die hydrophoben Segmente in der Mitte der Membran parallel zueinander an,
wahrend die Kopfgruppen des gleichen Molekils oberhalb und unterhalb herausstehen
(Abbildung 9). Dadurch ergeben sich weitere Moglichkeiten zur Modifizierung. Beispielsweise
schaffen asymmetrische Bolaamphiphile mit verschiedenen Kopfgruppen Strukturen, deren
innere und aulere Oberflache sich unterscheiden. Bei unterschiedlich grollen Kopfgruppen

werden meist polymorphe Strukturen erhalten.[40. 41, 78, 82, 83, 85, 8]

,”’,,,, =—— hydrophile WW

hydrophobe WW

““““ m— hydrophile WW

Abbildung 9. Schematischer Langsschnitt einer Membran aus bolaamphiphilen Peptiden. In der Mitte wird die
Membran durch hydrophobe Wechselwirkungen (WW) stabilisiert, wahrend an den Randern hydrophile
Wechselwirkungen mit dem wassrigen Medium eingegangen werden. Schematische Zeichnung © Morten
Mosbach, M.Sc. wurden fur die Arbeit zur Verfigung gestellt.
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Die parallele Anordnung der Monomere ahnelt der B-Amyloid-Struktur, wodurch sich in den
Assemblaten eine Schichtstruktur ergibt. Daher selbstassemblieren Bolaamphiphile in
wassriger Umgebung in lamellare oder fibrillare Strukturen. Rollen sich die Lamellen
zylindrisch auf, ergeben sich daraus Nanorohren 0. 41. 78 82, 84-88]

Die Morphologie der resultierenden Strukturen lasst sich beispielsweise Uber die Wahl der
Kopfgruppe steuern. Im Vergleich von KK, RIR und HIsH konnte gefunden werden, dass
KI4LK in Nanoréhren assemblierte, wahrend RI4R sich zunachst in Doppelschichten
zusammenlagerte und dann verdrehte Fasern bildete. HIsH bildete Multilagen und
assemblierte in flache Bander. Wahrend die Bildung der Strukturen in der horizontalen Ebene
vor allem Uber Wechselwirkungen der hydrophoben Segmente vermittelt wurde, flihrten die
Wechselwirkungen zwischen benachbarten Arginin- und Histidin-Paaren auch zu einem
vertikalen Wachstum der Strukturen.®® Die Lange des hydrophoben Segments kann die
Dimensionen der Fasern steuern. So nahm beispielsweise im Vergleich von KAsK Uber KAsK
zu KAgK die Lange der Fasern mit der Lange des hydrophoben Segments zu. Verantwortlich
daflir war die Starkung der hydrophoben Wechselwirkungen mit zunehmender Kettenlange,
die ein langeres Faserwachstum erlaubte.®® Eine Asymmetrie in den hydrophoben
Segmenten beeinflusst die Bildung von Nanoréhren. So wurde beispielsweise im Vergleich der
Peptide Ac-KIIIIK-NH2 und Ac-KIIILK-NH2 beobachtet, dass letzteres Nanordhren mit deutlich
geringerem Durchmesser formte. Im Gegensatz dazu vergréfern B-verzweigte Aminosauren
den Durchmesser.[8% 871

Bolaamphiphile Peptide zeigen eine gute Biokompatibilitat*'- 8% und kénnen, je nach Ladung,
verschiedene entgegengesetzt geladene oder neutrale Molekiile enkapsulieren.84 Bej
Arginin-haltigen Peptiden kann es bei hoheren Konzentrationen zu einer Zerstérung von
Zellmembranen durch die starken  Wasserstoffbrickendonor-Eigenschaften  der
Guanidiniumgruppe kommen. Dadurch kénnen diese Peptide antimikrobiell wirken.84

Die Kombination aus guter Biokompatibilitdt und dem Vermdgen zur Enkapsulierung erlaubt
Anwendungen als Gentransporter. Durch gezielte Modifikation der Peptide lassen sich zudem
gewlinschte Zellerkennungsmotive hinzufligen oder die Effizienz der Transfektion erhéhen. k0
41, 91, 92]

Durch Dekoration der Peptide mit verschiedenen (Bio)Molekilen lassen sich die
Anwendungsmaoglichkeiten der bolaamphiphilen Peptide erweitern.*"! So konnten
beispielsweise Antikdrper-dekorierte Bolaamphiphile zu spezifischen Antigenen gesteuert
werden, die auf einer Oberflache immobilisiert waren.®" 23 Durch Dekoration mit Azabenzen
lieBen sich wiederum photosensitive Bolaamphiphile herstellen.[*!: *4 Es finden sich weitere
Anwendungen fur bolaamphiphile Peptide im Bereich der templatvermittelten Synthese von
metallischen Nanomaterialien, Sensorik, Elektronik, metallvermittelten Katalyse und der

Herstellung funktionaler Hydrogele.[% 41]
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2.4.3 Geminiamphiphile Peptide

Eine weitere Klasse amphiphiler Verbindungen umfasst die Geminiamphiphilen. Diese sind
aus zwei linearen Amphiphilen aufgebaut, die Uber einen Linker an den Kopfgruppen
verbunden sind. Das Interesse an dieser Klasse begriindet sich vor allem in der groReren
Ahnlichkeit zur lipidischen Struktur und an der vergleichsweise groRen Zahl an
Modifikationsmdglichkeiten. Die Eigenschaften lassen sich hier durch Anderungen an den
beiden hydrophoben und hydrophilen Regionen, sowie durch Anderungen des Linkers
steuern. Diese Mdglichkeiten wurden in einer Vielzahl an Experimenten untersucht. Dabei
wurden die Kopfgruppen variiert, die Zusammensetzung und Lange des Linkers verandert, der
Effekt der Lange der hydrophoben Einheiten untersucht und auch asymmetrische Amphiphile
hergestellt. Viele Geminiamphiphile sind von Tensiden inspiriert und tragen entsprechend
typische Kopfgruppen, wie etwa quartare Ammonium- oder Acetylgruppen.[70 71. 81, 95-105]

In der Literatur finden sich allerdings einige Geminiamphiphile, die als eine Mischung aus
hydrophiler Aminosaure und zwei aliphatischen Kohlenwasserstoffketten beschrieben werden
kénnen_[%, 96, 100, 104]

Es sind wenige Varianten bekannt, die ausschliel3lich aus Aminosauren aufgebaut sind. Ein
Beispiel hierfur ware Ac-AAAAAA-PKKP-AAAAAA-NH. (APK). Die beiden hydrophoben
Segmente sind hier nicht Gber einen Linker, sondern Uber die Kopfgruppe selbst miteinander
verbunden. Im Vergleich zum linearen Gegenstuck AsK (Ac-AAAAAAK-NH.) zeigte APK ein
deutlich grolReres Vermdgen zur Selbstassemblierung. Dies &uferte sich in deutlich
geringeren Minimalkonzentrationen fir die Assemblierung und der Bildung signifikant
stabilerer Strukturen. Bei Peptidkonzentrationen um etwa 1 mm formte APK Nanofasern. Bei
geringeren Konzentrationen um 0,1 mMm bildete sich ein Gemisch aus Lagen und Fasern. Die
Enkapsulierung hydrophober Molekule gelang durch Micellenbildung um das Zielmolekaul.
Zusatzlich zeigte das Peptid antimikrobielle Aktivitdt gegen E. coli, S. aureus und C.
albicans.®"l

In Anlehnung an APK entwickelten Gao et al. das Peptid GNNQQNY-PKKP-GNNQQNY
(G7PK). Durch die Verwendung einer (-Faltblatt bildenden Sequenz im hydrophoben
Segment, soll eine unspezifische Bindung hydrophober Molekile an eine rein hydrophobe
Polyaminosauresequenz (wie z.B. bei APK) verhindert werden. Bei einer Peptidkonzentration
von etwa 1 mm formten sich Nanokéafige mit micellenartiger Struktur. Ahnlich wie bei APK
erfolgte die Enkapsulierung hydrophober Molekile durch Anlagerung einer Monolage des
Peptids an das Zielmolekil. Dadurch stieg beispielsweise die Wirksamkeit des
Antikrebsmedikaments Paclitaxel nach der Enkapsulierung deutlich, da die Léslichkeit und die
Zytotoxizitat des Medikaments anstiegen. Das Peptid selbst zeigte keine Toxizitat.["!

Cao et al. entwickelten ein Geminiamphiphil basierend auf einer linearen Kette aus drei

hydrophoben Aminosauren und einem Cystein als Kopfgruppe. Unter oxidativen Bedingungen
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lieBen sich, unter Ausbildung einer Disulfidbindung, zwei Monomere zu einem Homodimer mit
geminiamphiphiler Struktur verbinden. Die Hydrophobizitat lie® sich durch die Auswahl an
Aminosauren steuern. Dies hatte direkte Auswirkungen auf Assemblierungsvermogen, das
proportional zur Hydrophobizitdt anstieg. Ebenso wie bei APK, lielen sich beim Dimer
signifikant bessere Selbstassemblierungseigenschaften feststellen, als bei der linearen
Verbindung. Die Monomere bildeten spharische Strukturen, wahrend die Homodimere alle
fibrillare Strukturen formten.[""]

Neben der Vielzahl an moglichen Stellschrauben zur Feinabstimmung der
Selbstassemblierung und der biologischen Stabilitdt, weisen geminiamphiphile Peptide in
Anwendungen weitere Vorteile gegenliber linearen Amphiphilen auf. Durch zwei hydrophile
Gruppen sind Geminiamphiphile deutlich effizienter in der Wirkung, da geringere Mengen an
Substanz bendtigt werden, um die gleiche Wirkung wie bei linearen Amphiphilen zu erzielen.
Daher sind Geminiamphiphile gute Optionen flr pharmazeutische und biomedizinische
Anwendungen, da die Wirkstoffmenge signifikant verringert werden kann. Die Verwendung von
Aminosauren tragt zusatzlich zu einer geringen Zelltoxizitat und guten Umweltvertraglichkeit
bei, da die Verbindungen biologisch abbaubar sind.["" 9. 97. 98, 100,102, 104, 105] Geminiamphiphile
Peptide finden oft Anwendung als Vektor in der Transfektion von Genen.[®5 97. 98,100, 102]

In ihrer Rolle als Tensid kdnnen Geminiamphiphile verschiedene Proteine durch Assoziation
stabilisieren. Auflerdem weisen sie auferst effiziente Gelbildung auf. Dabei kdnnen
thermoresponsive Gele von geminiamphiphilen Peptiden bei Peptidkonzentration von etwa
einem tausendstel der Konzentration gebildet werden, die beim Einsatz linearer Amphiphile
notwendig ware.l! Einige Aminosaure/Alkyl-Hybride bildeten zudem stabile Partikel, die fir
den Transport von Pharmazeutika eingesetzt werden konnten.[®® 1041051 Ebenso kommen fiir
diese Anwendung APK und G7PK in Frage.["® 8"

Viele Geminiamphiphile weisen zudem antimikrobielle Aktivitat auf, sodass sie als Biozid,

Herbizid oder Fungizid verwendet werden kénnen. 81 87, 101, 105]
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2.4.4 Elastin-ahnliche Peptide

Eine weitere Klasse peptidischer Amphiphile sind die Elastin-ahnlichen Peptide (elastin-like
peptides, ELP). Aufgrund der Lange und der blockweisen Anordnung der Elemente, dhneln
diese Strukturen Blockpolymeren, die ebenfalls als Lipidmimetika eingesetzt werden kdnnen
(Abbildung 10).["6. 17, 106-108]

(N S S
| J
|
n-Wiederholungen n-Wiederholungen
eines hydrophilen Blocks eines hydrophoben Blocks

Abbildung 10. Aufbau eines Elastin-ghnlichen Peptids (ELP). Das Peptid besteht aus einem hydrophilen und einem
hydrophoben Block. In jedem Block wird die Pentapeptid-Sequenz [VPGXG] n-mal wiederholt. Uber die Aminosaure
X wird die Hydrophobizitat des Blocks gesteuert.

Die Sequenz Elastin-ahnlicher Peptide ist von der hydrophoben Domane des natlrlichen
Proteins Tropoelastin abgeleitet, die das [VPGXG].-Sequenzmotiv beinhaltet. Dabei kann X
jegliche Aminosaure, aulder Prolin, oder eine Kombination von Aminosauren sein und sich das
Motiv n-mal wiederholen. Eine Amphiphile lasst sich in das Motiv durch verschiedene
Aminosauren X einflhren. Fur einen hydrophilen Block kdnnen beispielsweise Arginin oder
Glutamat verwendet werden, wahrend hydrophobe Blécke Valin oder Phenylalanin enthalten.
ELPs sind Stimuli-responsiv und lassen sich durch Temperatur beeinflussen. Dabei gehen sie
beim Uberschreiten einer spezifischen Ubergangstemperatur reversibel von einem
hydrophilen in einen hydrophoben Zustand Uber. Parallel dazu verschlechtert sich die
Loslichkeit des Peptids drastisch, wodurch es zur Gelbildung kommt. Die
Ubergangstemperatur hangt dabei von Faktoren wie der Aminosaure X, der Kettenlange, der
Peptid- und Salzkonzentration und dem pH-Wert ab. Fir den Fall der Gastaminosaure X lasst
die Verwendung einer hydrophoben Aminosaure die Phasenubergangstemperatur fallen,
wahrend die Verwendung hydrophiler Aminosauren einen Anstieg bewirkt. Die Verwendung
von Prolin an der Stelle X fuhrt zum Verlust der thermoresponsiven Eigenschaften. Die
Anwesenheit weiterer Molekule wie etwa Pharmazeutika oder Liganden hat allerdings keinen
Einfluss auf dieses Verhalten. Die thermoresponsiven Eigenschaften bleiben ebenso bei
Konjugation an ein weiteres Peptid erhalten. Wie auch andere Peptide, sind ELP
biokompatibel.l6: 17, 106-112]

Die Modifizierbarkeit der ELP ist auf Anderungen der Aminosaure an der vierten Position, den
Termini und Positionen zwischen den Pentapeptid-Sequenzen beschrankt. Die resultierenden
Strukturen lassen sich beispielsweise Uber die Sequenz, Lange und das Verhaltnis der
hydrophilen und hydrophoben Blécke beeinflussen.l'”: 110

Far ELP wurde bereits die Moglichkeit zum Aufbau von Kompartimenten sowohl in vitro als

auch in vivo nachgewiesen. Dazu wurde die zur Aminosduresequenz korrespondierende DNS-
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Sequenz hergestellt. Im Anschluss konnte sowohl Giber ein zellfreies Transkription/Translation
(TX-TL)-System, als auch direkt in E. coli, das Peptid exprimiert werden.[¢ 17. 109]

Fir die zellfreien Experimente wurden die Gensequenz und das TX-TL-System in Vesikeln aus
Elastin-ahnlichem Peptid enkapsuliert. Bei Anwesenheit der notwendigen Enzyme und der
Nucleotide konnte die Expression des Peptids und der Einbau der Monomere in die Membran
gezeigt werden (Abbildung 11). Bei der Bildung groRer ELP-Partikel konnte Membranfusion
beobachtet werden. Zudem konnte nachgewiesen werden, dass innerhalb der ELP-Vesikel
sowohl die Transkription eines RNA-Aptamers, als auch die Translation eines fluoreszenten

Proteins moglich waren.["6. 109

TX-TL

mRNA Ribosom

Plasmid

3 Einbau in die
mit ELP-Gen

Membran_

ELP

Abbildung 11. Darstellung der Expression eines Elastin-dhnlichen Peptids innerhalb eines ELP-Vesikels. Zur
Transkription und Translation wurde das TX-TL-System verwendet und alle notwendigen Bausteine zur Ldsung
zugegeben. Das exprimierte Peptid lagert sich im Anschluss in die Membran ein. Unverandert Gdbernommen aus
Ref. [113] gemall CC BY 4.0; https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

Fir die Expression in E. coli wurde ein Plasmid mit der DNS-Sequenz in das Bakterium
eingefiihrt. Nach der Expression des Plasmids lieR® sich die Bildung von Kompartimenten in
den Bakterien elektronenmikroskopisch nachweisen. Die Uberlebensrate der Bakterien wurde
durch die Expression des Peptids nicht beeinflusst.['”]

Weitere Anwendungen fir Elastin-dhnliche Peptide liegen im Bereich des Transports von
Pharmazeutika und dem Gewebe-Engineering (tissue engineering). Fur diese Anwendungen
ist von Vorteil, dass die Peptide in groRen Mengen exprimiert werden kdnnen [106 108, 110, 111]
Der Transport von Pharmazeutika gelingt durch die Bildung von Nanopartikeln. Far die
Enkapsulierung ist eine Kenntnis der Phasenibergangstemperaturen der einzelnen Blécke
wichtig. Die Temperatur der Losung muss so eingestellt werden, dass der hydrophile Block
unter seiner Phasenubergangstemperatur bleibt, aber der hydrophobe Block in die
hydrophobe Phase Ubergeht. Dadurch wird eine gezielte Aggregation des hydrophoben Blocks
und eine Enkapsulierung des Wirkstoffs erreicht, wahrend der hydrophile Teil in L6sung bleibt.
Durch eine Funktionalisierung des Peptids mit Erkennungssequenzen, kdnnen die Partikel

zudem zuvor bestimmte Zellen anvisieren.[16. 107, 110, 112]
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Das Feld der peptidbasierten Lipidmimetika wurde in den letzten Jahrzehnten immer weiter
ausgedehnt und zeigte Moglichkeiten zur Selbstassemblierung von amphiphilen Peptiden auf.
Mittlerweile wurden eine ganze Reihe an Kombinationen von hydrophoben und hydrophilen
Aminosauren getestet und verschiedenste dreidimensionale Strukturen von Vesikeln bis hin
zu Nanorohren durch Selbstassemblierung erhalten. 2! 28, 31, 39,114, 113]

Allerdings weisen viele dieser amphiphilen Peptide eine einfache lineare Struktur auf und
kénnen deshalb nur begrenzt modifiziert werden. Um das Feld der amphiphilen Peptide um
komplexere Bausteine zu erweitern und dabei Sequenz-Funktion-Beziehungen der Partikel-
bildenden Peptide zu untersuchen, sollen in dieser Arbeit mehrere amphiphile Peptide
basierend auf dem Helix-Loop-Helix (HLH)-Motiv designt und analysiert werden.

Ziel dieser Arbeit ist es, zu zeigen, dass auch langere amphiphile Peptidsequenzen in der Lage
sind, zu komplexen Strukturen héherer Ordnung zu assemblieren. Ein detaillierter Vergleich
der Responsivitat der Peptid-Monomere, aber auch der Assemblate, gegeniber aufieren

Stimuli soll dabei helfen, die Sequenz-Funktion-Beziehungen im Helix-Loop-Helix-Motiv zu

beleuchten. Die zu Grunde liegende Struktur dieser Dissertationsarbeit ist in Abbildung 12

A

dargestellt.

Abbildung 12. Schematische Darstellung der Gliederung der Dissertationsarbeit. Diese umfasst das Design der
Peptide basierend auf dem Helix-Loop-Helix-Motiv, die Synthese der designten Sequenzen, Charakterisierung der
daraus entstandenen makromolekularen Strukturen und die Variation der Sequenzen zur Untersuchung von
Sequenz-Funktion-Beziehungen. Schematische Zeichnungen © Morten Mosbach, M.Sc. wurden fir diese Arbeit
zur Verfuigung gestellt. Schematische 3D-Renderings der Partikel wurden mit Blender erstellt.
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Das Helix-Loop-Helix-Motiv kann aufgrund seiner vergleichsweise komplexen Struktur durch
Sequenzvariation in den drei Segmenten in seiner Morphologie verandert werden. Ziel ist es,
zunachst einige Basis-Sequenzen zu erarbeiten, anhand derer die notwendige Methodik
erarbeitet und die Machbarkeit des Projekts gezeigt werden sollen.

Anschlieend sollen diese Basis-Sequenzen mittels Festphasenpeptidsynthese synthetisiert
werden. Neben der Entwicklung eines erfolgreichen Syntheseprotokolls soll auch eine
moglichst einfache und quantitative Aufreinigungsmethode fir die Rohpeptide gefunden
werden. Da hydrophobe und repetitive Sequenzen anfélliger fur Synthese- und
Aufreinigungsprobleme sind,[''®1"9 ist es wichtig zu zeigen, dass diese Probleme hier nicht
auftreten oder ihnen effektiv entgegengewirkt werden kann.

Die Charakterisierung der Peptidstrukturen umfasst die Entwicklung von Protokollen zur
Selbstassemblierung der Peptide und die Analyse der erwarteten Strukturen. In der Literatur
sind einige geeignete biophysikalische Methoden, darunter Dynamische Lichtstreuung (DLS),
Circulardichroismus  (CD)-Spektroskopie, elektronenmikroskopische Methoden und
Rasterkraftmikroskopie aufgezahlt.®® Dem Beweis der Machbarkeit soll eine detaillierte
Charakterisierung nachfolgen, um ein moglichst umfassendes Verstandnis des Verhaltens der
erwarteten Assemblate zu erhalten.

Nach der Charakterisierung der ersten Sequenzen werden Sequenzmodifikationen betrachtet,
die basierend auf den ersten Strukturen entwickelt werden sollen. Dazu sollen die
Erkenntnisse aus bereits charakterisierten HLH-Peptiden in das Design neuer Sequenzen
einflieBen. Diese neuen Peptide sollen die Bibliothek der Helix-Loop-Helix-Peptide erweitern,
um eine moglichst umfassende Analyse der Sequenz-Funktion-Beziehungen der

Peptidpartikel zu erlauben.
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4.1 Designkonzept der Helix-Loop-Helix-Peptide

Die Auswahl des Designmotivs war von zwei Uberlegungen gepragt. Zum einen war es wichtig,
einen amphiphilen Grundbaustein herzustellen, der sich in wassriger Losung spontan
assembliert, indem er die Struktur natirlicher Lipide moglichst stark nachahmt.[': 3 14.28.81 Zym
anderen sollte das Feld der amphiphilen Peptide durch neuartige Sequenzen erweitert werden,
die die bisher bekannten Motive in Komplexitat Gbertreffen und damit auch mehr Mdglichkeiten
fur potentielle Modifizierungen bieten.

Folglich fiel die Wahl auf das Helix-Loop-Helix (HLH)-Motiv. Dieses Motiv ist gekennzeichnet
durch zwei hydrophobe a-helikale Segmente, die tber eine hydrophile Schleife (Loop) zu einer
hufeisenférmigen Struktur verbunden sind. Dieses Motiv ahmt die Struktur der Membranlipide
nach, die in der Regel Uber zwei hydrophobe C,-Ketten und eine hydrophile Kopfgruppe
verfliigen,® sodass sich eine spontane Selbstassemblierung in partikulare Strukturen erwarten
lasst (siehe Abbildung 13).

Lineare
Lipide amphiphile PHLtI:l
Peptide eptide

vorherige Arbeiten

1 | B diese Arbeit
J U

O hydrophob @ Glycerol @ hydrophil

Abbildung 13. Schematische Darstellung des allgemeinen Aufbaus von Membranlipiden® (links) und deren Peptid-
Mimetika. Eine Klasse bilden die literaturbekannten linearen amphiphilen Peptidel?8 29 31, 34.72. 73] (A) die nur aus
einer hydrophoben Peptidkette mit hydrophiler Kopfgruppe bestehen. Eine komplexere Struktur bilden die Helix-
Loop-Helix (HLH)-Peptide in dieser Arbeit (B). Die Ahnlichkeit zwischen HLH-Peptiden und Lipiden lasst sich aus
dem Schema entnehmen. (Schematische Zeichnungen © Morten Mosbach, M.Sc. wurden flr diese Arbeit zur
Verfugung gestellt. Schematische dreidimensionale Darstellungen der Partikel wurden mit Blender erstellt. Das
dreidimensionale Schema des Helix-Loop-Helix-Peptids wurde als Vorhersage der Peptidfaltung von AlphaFold2
nach Angabe der Sequenz von HLHP4 erstellt und in ChimeraX bearbeitet.)

Das HLH-Motiv wurde bisher nur selten als Grundlage fir die Selbstassemblierung von
Proteinstrukturen im Bereich der Lipidmimetika verwendet. Amphiphile Helices mit dem
Sequenzmuster (phpphhp). wurden von Ho und de Grado Uber eine GPRRG-Schleife
verbunden und in der Selbstassemblierung von 4-Helixblindeln untersucht.['?% 1211 Das HLH-
Motiv kommt auch in der Natur, beispielsweise in Transkriptionsfaktoren, vor.l'?>124 [ jedberg
und Aili publizierten Arbeiten zur Selbstassemblierung von HLH-Strukturen.l'> 1261 Diese
basierten auf Peptiden der J2R-Familie'?l und waren durch Disulfidbriicken zu Dimeren
verkn(ipft. Durch de novo Design lieRen sich basierend auf tandem repeat proteins (TRP)!'28l

ebenfalls dreidimensionale selbstassemblierende Strukturen erzeugen. Zum Beispiel fuhrten
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Arbeiten von Hughes et al. zu Filamenten mit helikaler Monomerstruktur.l'>! Doyle et al.
untersuchten toroidale Strukturen, die aus mehreren kovalent verknlpften Helix-Loop-Helix-
Strukturen bestanden.['*” Die Sequenzen der HLH-Peptide dieser Arbeit sind allerdings im
Gegensatz zu den bisherigen Beispielen vollstandig de novo, basierend auf rein rationalen
Uberlegungen konstruiert und nicht von natirlichen Sequenzen abgeleitet.

Im Vergleich zu linearen Amphiphilen hat das HLH-Motiv den Vorteil, dass nicht nur die Lange
und die Zusammensetzung der linearen Kette und die Kopfgruppe verandert werden kdénnen.
Beide hydrophoben Segmente kénnen unabhangig voneinander modifiziert werden.
Anderungen im sterischen Anspruch der verwendeten Aminosduren und die Lénge des
hydrophoben Segments sollten direkte Auswirkungen auf den Selbstassemblierungsprozess
und die Stabilitat der erwarteten Peptidpartikel haben. Durch das Ersetzen einer hydrophoben
Aminosaure mit einem Prolin kann ein Knick im hydrophoben Segment erzeugt werden, der
das Verhalten ungesattigter Fettsduren nachahmen soll.B! Damit besteht die Moglichkeit,
Einfluss auf die Packung und die Membranfluiditat der potentiell gebildeten Partikel zu
nehmen. Die Lange der hydrophilen Einheit und deren Zusammensetzung sollten die Packung
und den Platzbedarf der Monomere und damit die GroRe der daraus resultierenden Partikel
beeinflussen. Auch hier kdnnen verschiedene hydrophile Aminosauren verwendet werden, die
sowohl Anpassungen bei der Starke der Wechselwirkungen mit externen Stimuli, als auch der
Steuerung der Gesamtladung des Moleklils erlauben. Eine Dekoration der entsprechenden
Aminosauren mit verschiedenen Endgruppen kénnte zudem zusatzlich Auswirkungen auf die
Wechselwirkungen gegeniiber externen Stimuli, wie etwa Anderungen im pH-Wert oder der
Salzkonzentration, haben. Durch den komplexen Aufbau des HLH-Motivs besteht daher die
Méglichkeit einer Feinabstimmung der resultierenden Strukturen auf verschiedene
Anwendungen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Polyalanin- oder Polyleucinsequenzen mit einer Lange von
jeweils neun Aminosauren fur die Konstruktion der beiden a-helikalen hydrophoben Segmente
des jeweiligen Monomers verwendet. Neben dem hydrophoben Charakter weisen diese
Aminosauren eine hohe Neigung zur Bildung a-helikaler Sekundarstrukturen auf.'3! Fir die
verknipfende hydrophile Schleife wurde die allgemeine Sequenz GP(X)..sG gewahlt, wie sie
auch schon bei Ho und de Grado erfolgreich verwendet wurde.['?* 12" Die Glycine dienen zur
Unterbrechung der helikalen Strukturen.!'2l Prolin induziert einen Knick in der Struktur, der die
Bildung der hufeisenférmigen Form erleichtern soll.®" 2" Dar(iber hinaus wurde eine variable
Anzahl an hydrophilen Aminosauren in die Schleife eingebaut. Dabei wurden Langen der
hydrophilen Segmente zwischen flinf und acht Aminosduren untersucht. Zudem wurden
Varianten mit sowohl Arginin als auch Lysin designt. Die beiden Aminosduren unterscheiden
sich  im sterischen Anspruch der Seitenkette wund in der Art, wie sie

Wasserstoffbriickenbindungen bilden.['32 133 Beide Termini des Peptids sind mit Acetyl bzw.
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als Amid blockiert, um endstandige Ladungen zu vermeiden, die dem amphiphilen Charakter
entgegenwirken wirden. AulRerdem stabilisiert eine Acetylierung des N-Terminus die a-
helikale Sekundarstruktur.[®' 121,134, 13]

Eine Ubersicht der verschiedenen Peptide, die in dieser Arbeit synthetisiert wurden, ist in

Tabelle 1 gezeigt.

Tabelle 1. Ubersicht der Peptidsequenzen, die in dieser Arbeit untersucht wurden.

Peptid Sequenz

HLHP1 Ac-AAA AAA AAA GPRR AAA AAA AAA-NH

HLHP1.1 Ac-AAA PAA AAA GPRR AAA AAA AAA-NH
HLHP2 Ac-AAA AAA AAA GPRRR AAA AAA AAA-NH
HLHP2.1 Ac-AAA PAA AAA GPRRR AAA AAA AAA-NH

HLHP3.1 Ac-AAA PAA AAA GPRRRR AAA AAA AAA-NH

HLHP4 Ac-LLL LLL LLL GPRRRR LLL LLL LLL-NH:

HLHP4.1 Ac-LLL PLL LLL GPRRRR

G
G
G
G
HLHP3 Ac-AAA AAA AAA GPRRRR G AAA AAA AAA-NH;
G
G
G LLL LLL LLL-NH:
G

HLHP5 Ac-LLL LLL LLL GPKKKK LLL LLL LLL-NH:

HLHP6 Ac-LLL LLL LLL GPRRRRRG LLL LLL LLL-NH:

Bei Betrachtung der Sequenzen zeigen sich Ahnlichkeiten zu den in Abschnitt 2.4.3
diskutierten peptidbasierten geminiamphiphilen Peptiden. Allerdings bestehen auch
signifikante Unterschiede. Strukturell &hnlich scheint das von Peng et al. untersuchte Peptid
APK, das von dem linearen Amphiphil AsK abgeleitet wurde und ebenfalls Uber zwei
hydrophobe Polyalanin-Segmente und eine hydrophile Schleife verfugt. Allerdings sind sowohl
die hydrophoben als auch die hydrophilen Segmente kirzer als bei den HLH-Peptiden. Zudem
weist APK keine gefaltete Sekundarstruktur auf. Die Schleife enthalt zudem zwei Proline, aber
keine Glycine. Die dreidimensionale Struktur des APK ist aufgrund der kirzeren Sequenz eher
V-férmig und unterscheidet sich damit von der hufeisenférmigen Struktur der HLH-Peptide.®"
Die Arbeiten von Gao et al. sind stark an APK angelehnt und unterscheiden sich damit
ebenfalls von den HLH-Peptiden." In den Arbeiten von Cao et al. sind zwei Monomere (iber
Disulfidbricken  verknupft, sodass sich die dreidimensionale  Struktur dieser

Geminiamphiphilen deutlich von den HLH-Peptiden unterscheidet.!’"!
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4.2 Synthese und Aufreinigung der Monomere
Probleme der Synthese und Aufreinigung der Monomere wurden bereits gré3tenteils

wéhrend der Masterarbeit'® zu diesem Thema betrachtet.

4.2.1 Syntheseplanung

Die Repetitivitat der Peptidsequenzen und der hohe Anteil an hydrophoben Aminosauren sind
typische Merkmale sogenannter ,schwieriger Peptide* (,difficult peptides®).l'"®! Dabei handelt
es sich um ein Konzept, das von Kent in den 1980er Jahren postuliert wurde und fur bestimmte
Merkmale von Peptidsequenzen eine erschwerte Handhabung voraussagt. Daher waren flr
diese Peptide Probleme bei der Synthese zu erwarten. Typischerweise tritt bei schwierigen
Peptiden eine Aggregation der Peptidkette auf dem Harz auf und fuhrt zu einer Abnahme der
Ausbeute und Reinheit des Rohpeptids.[''-11%. 1371 Bej der Synthese repetitiver Sequenzen mit
hydrophoben Aminosauren wird zudem oft das Fehlen einzelner Aminosduren bei der
Synthese (deletion) beobachtet.[''8 138 Um mdglichen Problemen entgegenzuwirken, wurde
bereits zu Beginn der Arbeiten eine Synthesestrategie entwickelt, die im Anschluss auf alle
Peptide angewendet wurde. Um Aggregation zu minimieren, wurde Fmoc-basierte
Mikrowellen-unterstitzte Festphasenpeptidsynthese (SPPS) verwendet.l'""-""9 Als feste Phase
wurde zunachst ChemMatrix®-Harz verwendet. Nach dessen Produktionsstopp, konnte auch
TentaGel®-Harz problemlos genutzt werden, ohne dabei Mengen und Methoden zu verandern.
Allerdings musste aufgrund der geringeren Beladungsdichte dieses Harzes eine Verringerung
der Ausbeute hingenommen werden. Die Kupplungen erfolgten grundsatzlich nach dem
Standard-Syntheseprotokoll von CEM auf einem Liberty Blue Peptidsynthesizer. Dabei wurde
die basenlabile N-terminale Fluorenylmethoxycarbonyl (Fmoc)-Schutzgruppe zunachst mit
einem Gemisch aus Piperidin in N,N-Dimethylformamid (DMF) (1:4, v/v) abgespalten. Die
Aktivierung der nachsten Aminosaure erfolgte mit einem Gemisch aus N,N-
Diisopropylcarbodiimid  (DIC) als Aktivator und Ethylcyano(hydroxyimino)acetate
(OxymaPure®) als Aktivatorbase (Schema 1).

Allerdings wurden, zur Verbesserung der Synthesequalitdt und zur Verhinderung von
Kettenabbriichen, einige Modifikationen an den Kupplungsprotokollen vorgenommen. Diese
sind im Folgenden erlautert. Zunachst wurde entschieden, jede einzelne Aminosaure doppelt
zu kuppeln, um das Risiko von Kettenabbrichen zu verringern. Aminosauren ohne
Schutzgruppe (alle aufler Arginin und Lysin) wurden bei 105 °C gekuppelt, um die
Kupplungsgeschwindigkeit und Ausbeute zu erhdéhen und damit Nebenreaktionen zu
verhindern.['3% 140 Zydem sollte eine erhohte Temperatur dabei helfen, die Aggregation auf
dem Harz zu verhindern.l''®18. 1371 E{ir die Kupplung von Arginin und Lysin wurde von einer

erhohten Temperatur abgesehen, um die Stabilitat der Seitenkettenschutzgruppen nicht zu
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kompromittieren. Es wurde zusatzlich ein weiterer Waschschritt zwischen den Kupplungen

eingebaut.
A
0 Ri HO R1
O. OJLNJ\WX Piperidin HZN)}(X
O H o (1:4 in DMF) o)
0=C=0
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Schema 1. Reaktionsschritte der Festphasenpeptidsynthese zur Kupplung von zwei Aminosauren. A Abspaltung
der Fmoc-Schutzgruppe mit Piperidin und Vernichtung des reaktiven Zwischenprodukts mit einer weiteren
Aquivalente Piperidin. B Aktivierung der nachsten Aminosdure mit DIC und OxymaPure® unter Bildung eines
Aktivesters. C Kupplung der entschiitzten Aminosaure mit dem Aktivester zum Dipeptid. Fur die Kupplung von n
Aminosauren werden die gezeigten Reaktionen n-mal wiederholt. Bei einer Doppelkupplung werden Reaktion B
und C zweimal durchgefiihrt.

Nach der Synthese wurden die Peptide nach in der Arbeitsgruppe etablierten
Standardprotokollen unter der Verwendung eines Gemisches aus Trifluoressigsaure (TFA),
Triisopropylsilan (TIPS) und Wasser (85:10:5, vA/v) vom Harz abgespalten. Um eine
vollstandige Abspaltung der sterisch anspruchsvollen 2,2,4,6,7-
Pentamethyldihydrobenzofuran-5-sulfonyl (Pbf)-Schutzgruppe des Arginins zu erméglichen,
wurde die Mischung im Allgemeinen fur vier Stunden inkubiert und diese Zeit auch bei
Abwesenheit einer Pbf-Gruppe nicht mehr verandert. Die Rohpeptide konnten im Anschluss
mit kaltem Diethylether ausgefallt werden. Manche Varianten zeigten eine gewisse Léslichkeit
im Ether, was beim Dekantieren zu geringen Verlusten fuhrte. Allerdings wurden aufgrund des
geringen Ausmalles keine Anstrengungen hinsichtlich einer Veranderung des Protokolls
unternommen.

Durch die genannten Anpassungen des Syntheseprotokolls konnten die Rohpeptide in guter
Reinheit erhalten werden. Dies zeigte sich sowohl in der Massenanalyse, als auch den HPLC-

Spuren der Rohpeptide. Die Massenspektren wurden von den Massen der Zielpeptide
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dominiert. Neben dem eindeutigen Produktpeak waren in den Chromatogrammen die Peaks
einer Aminosaure-Addition und ein weiterer Peak unbekannter Identitdt zu erkennen. Beide
Peaks wiesen bei allen Rohpeptiden deutlich geringere Intensitaten als das Hauptprodukt auf.
In Abbildung 14 sind Massenanalyse und Chromatogramm eines Rohpeptids beispielhaft

anhand von HLHP4 gezeigt.

A B

‘2\932 3 Leucin-Addition
[M+H] 3 ’
2932,3 o,
- 3045,5
= al ‘ 5
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= miz [u] <
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Abbildung 14. A Massenspektrum von HLHP4 vor der Aufreinigung. Neben dem Molekiilpeak des Hauptprodukts
ist die grof3te Verunreinigung eine Leucin-Addition bei m/z = 3045,5 u. (Messmodus: LP_600-6000). B HPLC-
Chromatogramm von HLHP4 vor der Aufreinigung. Der hochste Peak entspricht dem Hauptprodukt. Daneben sind
zwei weitere Verunreinigungen vorhanden. Der markierte Peak entspricht der Leucin-Addition. Die zweite
Verunreinigung hat eine unbekannte Zusammensetzung.

4.2.2 Loslichkeit des Rohpeptids und Aufreinigung

Probleme traten bei der Ldslichkeit der Rohpeptide auf. Versuche, das Rohpeptidpellet in einer
Mischung aus Wasser und Acetonitril zu I6sen, scheiterten zu Beginn. Eine langwierige
Loslichkeitsstudie konnte allerdings umgangen werden, da durch vorherige Arbeiten von Dr.
Vanessa Reusche zu aggregationsempfindlichen Peptiden im Arbeitskreis bereits ein Protokoll
zur Handhabung und Aufreinigung solcher Peptide vorhanden war.['*® Daher wurden die
Peptidpellets nach anfanglichen Fehlversuchen direkt in 1,1,1,3,3,3-Hexafluoroisopropanol
(HFiP) geldst. HFiP ist ein starker Wasserstoffbrickendonor und wirkt denaturierend auf
Peptide und Proteine, wodurch deren Loslichkeit erhoht wird.['3% 1411421 F{jr die anschlieRende
Gefriertrocknung des Peptides wurde eine mindestens vierfache Menge an Wasser
zugegeben, da aufgrund des geringen Siedepunkts des fluorierten Alkohols eine
Gefriertrocknung in reinem HFiP nicht moglich ist.['4"]

Auch die anschlielfende Aufreinigung der Peptide mittels Hochleistungsflissigkeits-
chromatographie (HPLC) wurde von den Arbeiten von Dr. Reusche inspiriert.'*¥ Dabei wurde
das Rohpeptid nach der Gefriertrocknung in 2 — 3 mg Portionen eingewogen und erneut in
HFiP (100 pL) angeldst. Eine Inkubation in HFiP Uber Nacht war dabei gegenuber kiurzeren
Zeiten vorteilhafter, um das Rohpeptid vollstdndig zu deaggregieren. Die weitere

Vorgehensweise unterschied sich grundsatzlich zwischen den Alanin- und Leucin-Varianten.
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Die im Allgemeinen bessere Wasserldslichkeit der Alanin-Varianten erlaubte eine einfachere
Herangehensweise bei der Aufreinigung. Nach Inkubation in HFiP wurde die Losung mit
Reinstwasser (520 pL), Essigsaure (380 pyL) und Reinstwasser (1000 uL) verdiinnt. Bei
Zugabe der Wassermenge in einem Schritt wurde in manchen Fallen ein Ausfallen der Peptide
beobachtet. Durch die Aufteilung der Wassermenge konnte eine Prazipitation verhindert
werden. Die Zugabe von Essigsaure bei der Aufreinigung, von in HFiP geldsten Peptiden,
wurde schon in der Arbeit von Dr. Reusche und weiteren Literaturquellen beschrieben und
zeigte sich auch in diesem Fall als notwendig.!'*® '3 Durch die Zugabe der Saure zu der
Mischung konnte zum einen die Léslichkeit des Rohpeptids sichtbar erhdht werden. Wurde die
Essigsaure bewusst weggelassen, flhrte dies in den Chromatogrammen zu einer geringen
Signalintensitat und schlechteren Auftrennung (Abbildung 62).

Nach Filtration der Losung wurde das Peptid Uber eine C18-Umkehrphasensaule aufgereinigt.
Fir alle Peptide in dieser Arbeit wurden nur Saulen mit einer PorengroRe von 300 A verwendet,
da dies in den Arbeiten von Dr. Reusche zu einer besseren Auftrennung fuhrte, als Sgulen mit
100 A PorengréRe unter vergleichbaren Bedingungen.'*® Als Laufmittel wurden zunachst
Wasser und Acetonitril mit jeweils 0,1 % TFA verwendet. Nach dem Wechsel auf eine C4-
Umkehrphasensaule aufgrund der Schwierigkeiten mit den Leucin-Varianten (s. unten)
konnten auch die meisten Alanin-haltigen Peptide ohne Probleme auf der weniger
hydrophoben Saule aufgereinigt werden. Das injizierte Ldsungsmittelgemisch blieb
unverandert. Als Laufmittel wurden allerdings Wasser und Methanol mit je 0,1 % TFA
verwendet. Folglich dnderten sich die Gradientenzusammensetzungen. Eine Ubersicht der
Gradienten ist in Tabelle 2 gezeigt.

Die Leucin-Varianten waren deutlich hydrophober. Dies duRerte sich darin, dass das in HFiP
und Essigsaure geldste Rohpeptid nach Zugabe von geringen Mengen Wasser irreversibel
ausfiel. Daher wurde nach alternativen Praparationsmethoden gesucht. Es wurde die gute
Loslichkeit der Peptide in Methanol genutzt, um das Peptid durch Zugabe von Methanol in
Anwesenheit von Wasser in Losung zu halten. Der Anteil an Wasser im Gemisch wurde
schrittweise verringert, bis bei einem Anteil von < 20 % Wasser kein Ausfallen der Rohpeptide
mehr beobachtet werden konnte. Folglich enthielt das injizierte Gemisch HFiP (100 pL),
Essigsaure (190 uL), Methanol (1360 pL) und Wasser (350 uL). Entsprechend wurden Wasser
und Methanol (jeweils mit 0,1 % TFA) als Eluenten fur die HPLC verwendet. Die verwendete
C18-Saule war fur diese Peptide allerdings zu unpolar und damit die Wechselwirkungen mit
dem Peptid zu stark. Dies auferte sich in einer Elution der Peptide bei 100 % Methanol und
einem Anstieg des Saulendrucks nach jedem Durchlauf.

Daher wurde ein optimiertes Protokoll fur die Aufreinigung der Leucin-Varianten entwickelt.
Zunachst wurde die Polaritdt der Saule durch Wechsel auf eine C4-Umkehrphasensaule

verringert, wodurch Ruckstédnde auf der Saule verhindert werden konnten. AnschlieRend
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konnten die Leucin-Varianten durchweg bei einem Anteil von etwa 85 % Methanol im
Laufmittel eluiert werden. Die Zusammensetzung der Injektionslésung wurde ebenfalls
optimiert. Es wurde der Anteil an Essigsaure (190 uL — 320 pL) erhéht und folglich die
Volumina an Wasser und Methanol angepasst. Dadurch ergab sich folgende finale
Zusammensetzung der Injektionslésung: HFiP (100 uL), Wasser (380 pL), Essigsaure
(320 pL) und Methanol (1200 yL). Durch die angegebene Reihenfolge der Ldsungsmittel
konnte gewahrleistet werden, dass wahrend der Wasserzugabe ausgefallenes Peptid durch
Zugabe von Essigsaure und Methanol wieder in Losung gebracht werden konnte.

Eine Ubersicht der Zusammensetzung der Injektionslésungen und der Gradienten ist in

Tabelle 2 gezeigt.

Tabelle 2. Ubersicht der optimierten Lésungsmittelgemische und HPLC-Gradienten fiir die Aufreinigung der in
dieser Arbeit prasentierten Peptide. A = ddH20 + 0,1 % TFA, B = MeCN + 0,1 % TFA, C = MeOH + 0,1 % TFA.

Peptid Losungsmittelgemisch HPLC-Gradient Saulentyp
HFiP + Wasser + Essigsaure + 10% —>40%BinA
. . C18-SE, 300 A
Alanin Wasser in 40 Minuten
Varianten alternativ: HFiP + Wasser + 20% —60% CinA
o _ _ C4-V-E, 300 A
Essigsaure + Wasser in 40 Minuten
i HFiP + Essigsaure + Wasser + 60 % — 100 % CinA
Leucin J ° P C4-V-E, 300 A
Varianten MeOH in 40 Minuten

Wie in Abbildung 52 bis Abbildung 61 gezeigt, konnten mit diesen Protokollen alle Peptide mit
einer Reinheit von Uber 98 % erhalten werden.

Probleme bei der Aufreinigung gab es nur bei HLHP1 und HLHP6. Letzteres zeigte trotz
Inkubation Uber Nacht und Filtration vor Injektion eine Schulter im Hauptsignal. Da die
Massenanalyse keine Verunreinigungen offenbarte und auch die restlichen Signale in der
HPLC mit den Chromatogrammen der anderen Rohpeptide identisch waren, wurde davon
ausgegangen, dass es sich hierbei entweder um eine aggregationsbedingte
Signalverbreiterung oder ein Artefakt aufgrund der komplexen Interaktionen mit dem
Saulenmaterial handelte (Abbildung 63, Abbildung 64).

HLHP1 konnte trotz optimierter Protokolle nicht in ausreichenden Mengen aufgereinigt
werden, da nur wenig Rohpeptid in Lésung gebracht werden konnte und dementsprechend
die Signalintensitat bei der Aufreinigung sehr gering war. Ein Massenspektrum der reinen
Spezies konnte aufgenommen werden (Abbildung 52). Die geringe Ausbeute der Aufreinigung
lie aber keine weiteren Versuche zu. Ursache fur die schlechte Loslichkeit war vermutlich der

vergleichsweise hohe Anteil an hydrophoben Aminosauren.
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4.3 Charakterisierung der Alanin Helix-Loop-Helix-Peptide
Die Charakterisierung der Alanin-Varianten wurde bereits wéhrend der Masterarbeit"*®! zu

diesem Thema angefangen und zu Beginn der Dissertationsarbeit fortgesetzt.

Aufgrund der einfacheren Handhabung durch den weniger hydrophoben Charakter dieser
Peptide wurden die Alanin-Varianten zuerst untersucht. Wie in Tabelle 1 dargelegt, wurde eine
Bibliothek aus sechs Peptiden erstellt, die sich in der Lange der hydrophilen Schleife
unterschieden oder einseitig ein Alanin gegen ein Prolin ausgetauscht worden war, um das
Verhalten ungesattigter Fettsduren nachzuahmen. Es wurden Peptidfime im Reagenzglas
hergestellt und die getrockneten Filme anschliefsend mit wassriger Pufferldsung resolvatisiert.
AnschlieRend wurde die Suspension im Ultraschallbad behandelt, um die Partikel zu
assemblieren.

Untersuchungen zu diesen Peptiden flhrten zwar bei allen Varianten vermutlich zur
Partikelbildung durch Selbstassemblierung. Allerdings waren diese Partikel in Lésung instabil
und eine Beobachtung mittels Elektronenmikroskopie lieferte keine eindeutigen Nachweise fur
deren Existenz oder Morphologie. HLHP1.1, HLHP2.1 und HLHP3.1 wiesen durch das Prolin
in der Seitenkette zwar eine gute Wasserldslichkeit auf, bildeten aber keine stabilen Partikel in
Losung.

Auch wenn die Alanin Helix-Loop-Helix-Peptide nicht die gewilinschte Selbstassemblierung
zeigten, konnten die Praparationsansatze genutzt werden, um die Protokolle und Methoden
zu erproben, die bei der anschlielenden Analyse der Leucin-Varianten ebenfalls zum Einsatz

kamen.
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4.4 Charakterisierung der Leucin Helix-Loop-Helix-Peptide

Da die Alanin Helix-Loop-Helix-Peptide keine stabilen Partikel bildeten, riickten anschlielend
die deutlich hydrophoberen Leucin-Varianten HLHP4 bis HLHP6 in den Fokus. Durch die
hydrophobere Seitenkette, die, bereits bestatigte, schlechtere Wasserldslichkeit, und die
groBere Helix-Propensitat der Leucin-Restel'®"] konnte hier die Selbstassemblierung in

stabilere Partikel erwartet werden.

4.4.1 Vorbereitung der Partikelpraparation

Das aufgereinigte Peptid wurde in organischem Lésungsmittel geldst, in Aliquots von 15 nmol
in Reagenzglaser gegeben und durch Verdampfung des Lo&sungsmittels ein Peptidfilm
hergestellt. Dieser Peptidfilm konnte dann anschlie®end nach mehreren Protokollen
resolvatisiert werden, um Peptidpartikel herzustellen. Die Methode der Filmbildung war bereits
zuvor an den Alanin-Varianten erfolgreich erprobt worden und lieferte hier als erste
Praparationsmethode zuverlassige und reproduzierbare Ergebnisse. Der Prozess ist
angelehnt an die Vorgehensweise fUr Lipide, die haufig in &hnlicher Form zunachst in
organischen Ldsungsmitteln gelést werden und dann beim Verdampfen der Lésungsmittel
einen Film bilden. Die Lipidfilme kdnnen im Anschluss durch Zugabe von wassrigem Puffer
hydratisiert werden, um nach weiterer Behandlung Lipidvesikel zu erhalten.®® 52 58 59. 144] |
dieser Arbeit wurde HFiP als Losungsmittel verwendet, das die Peptide sehr gut I6st und
deaggregierend wirkt.['3% 141 142]

Gegenuber Lipiden haben Peptide den Vorteil, dass sich ihre Konzentration Uber UV/Vis-
Messungen bestimmen lasst. Daher konnte eine Charge Peptid komplett in HFiP geldst und
die Stoffmenge von je 15 nmol Uber die Absorption der Losung bestimmt werden. Da die hier
verwendeten Peptide keine aromatischen Aminosauren enthielten, wurde die
Konzentrationsbestimmung bei 214 nm durchgefiihrt, da bei dieser Wellenlange die
Peptidbindungen absorbieren. Verschiedene Aminosduren haben zusatzlich zum
Extinktionskoeffizienten des Peptidrickgrats eigene Extinktionskoeffizienten, die in einer
Publikation von Kuipers und Gruppen zusammengefasst sind.l"*®! Durch diese Methode selbst,
sowie die Tatsache, dass die Peptide in HFiP geldst und gehandhabt wurden, ergaben sich
Ungenauigkeiten in der Konzentrationsbestimmung. Da allerdings das Praparationsprotokoll
fur alle Proben unverandert blieb, lieRen sich diese Abweichungen als systematische Fehler
zusammenfassen. Zusatzlich diente die Vorgabe von 15 nmol lediglich als Richtwert, um die
notwendige Peptidmenge abzuschatzen. Nach der Praparation der Peptidpartikel wurde deren

Konzentration, falls nétig, Uber die gleiche Methode nochmals in wassriger Losung bestimmt.
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4.4.2 Partikelpraparation

Aufgrund der schlechten Wasserl6slichkeit der Leucin-Varianten konnte ein Film von HLHP4
zunachst nicht in wassrigem Puffer hydratisiert werden. Daher wurde nach alternativen
Losungsmitteln gesucht. Es konnte festgestellt werden, dass sich HLHP4 in einer Vielzahl
organischer Lésungsmittel I6sen lie®. Dazu zahlten Alkohole von Methanol bis n-Butanol,
Tetrahydrofuran, chlorierte Losungsmittel und auch sehr unpolare Lésungsmittel wie n-Pentan.
Aufgrund von Faktoren wie Mischbarkeit mit Wasser und Toxizitdt wurde schlussendlich
Ethanol als beste Alternative gewahlt. Es sei an dieser Stelle angemerkt, dass einige
Experimente der GroRencharakterisierung und auch Messungen der Sekundarstruktur
zusatzlich in Methanol durchgefihrt wurden, ohne dabei signifikante Unterschiede in den
Ergebnissen zu erhalten. Da allerdings Methanol aufgrund seiner Toxizitat nicht biokompatibel
ist, wurden diese Ansatze nicht weiterverfolgt.

Fiur die Partikelpraparation wurde der Peptidfilm zunachst in einer kleinen Menge Ethanol
(10 yL) geldést und anschlieRend wassriger Puffer (190 uL) zugegeben. Die
Pufferkonzentration der zugegebenen Ldsung lag in den meisten Fallen bei 10 mm, da bei
einer finalen Peptidkonzentration von 100 uM bis 150 uM ein nahezu 100-facher Uberschuss
ausreichend schien, um die Pufferkapazitat der Lésung aufrechtzuerhalten. Zusatzlich konnte
bei Experimenten mit hdheren Pufferkonzentrationen festgestellt werden, dass ab etwa 50 mm
ein Ausfallen der Peptide zu beobachten war. In Testreihen mit verschiedenen
Puffersubstanzen wurde Zitronensaure als geeignetste Substanz identifiziert. Im Citratpuffer
wurde die geringste Prazipitation bei Zugabe, sowie die beste Reproduzierbarkeit der
PartikelgroRen erreicht. Daher wurde dieser Puffer fur den Grofteil der Experimente
verwendet.

Eine Ausnahme bildete die Praparation bei neutralem pH-Wert. Hier konnte bei Zugabe von
10 mm Citratpuffer eine starke Prazipitation des Peptids festgestellt werden. Auch bei
Reduktion der Pufferkonzentration auf 1 mm konnte ein Ausfallen nicht verhindert werden. Die
Alternative bestand in der Verwendung von 1 mm Phosphatpuffer, in dessen Anwesenheit die
Prazipitation minimiert werden konnte. Hohere Konzentrationen des Phosphatpuffers flihrten
aber ebenfalls zur Prazipitation. Dieses Verhalten konnte zunachst nicht erklart werden.
Hinweise auf mdgliche Ursachen lieferten spatere Untersuchungen zu HLHP5 und HLHP®6 (s.
Abschnitt 4.9.3).

4.4.3 Grolkenbestimmung der Partikel von HLHP4 in Losung

Das Lésen des Peptidfims von HLHP4 in Ethanol und anschlielRende Zugabe des Puffers
fuhrte zur spontanen Selbstassemblierung der Peptide, wie sich durch Dynamische
Lichtstreuung (DLS) zeigen lie3. Bei dieser Methode wird ein Laser durch eine Probe

dispergierter Partikel geleitet und ein Teil des Lichts an den Partikeln gestreut. Uber die
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4 Ergebnisse und Diskussion

Interferenzen des Streulichts und die Geschwindigkeit der Partikel in Lésung wird eine
Grolenverteilung errechnet. Fur die Berechnung der Grolenverteilung wird allerdings von
einer punktférmigen Streuquelle ausgegangen. Daher wird bei der Berechnung zunachst eine
hypothetische Kugel modelliert. AnschlieRend wird der Durchmesser der Kugel so lange
variiert, bis sich die gemessenen Werte mit einem bestimmten Kugeldurchmesser korrelieren
lassen. Daher werden bei der DLS-Messung keine Informationen Uber die dreidimensionale
Struktur der dispergierten Teilchen erhalten. Fur runde Partikel entspricht die gemessene
Grofle aber meist dem hydrodynamischen Durchmesser. Dieser ist definiert als der
Durchmesser des Partikels mit eng gebundener Solvathille.*® Fir HLHP4 sind

reprasentative DLS-Messungen in Abbildung 15 gezeigt.
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Abbildung 15. A Intensitats-basierte GroRenverteilung reprasentativer DLS-Messungen von a-helikalem HLHP4
bei pH 3 (dunkelblau, 5 % EtOH in 10 mm Citratpuffer) und pH 7 (hellblau, 5 % EtOH in 1 mm Phosphatpuffer). B
Darstellung der gleichen Messungen als GroéRenverteilung nach Anzahl n. Alle Werte sind Mittelwerte einer

Triplettmessung.

Durch den hohen pKs-Wert der Arginine konnte eine positive Ladung der Partikel Uber einen
weiten pH-Bereich angenommen werden.['*?l Durch den Zusammenhang zwischen Ladung
und Amphiphilie des Helix-Loop-Helix-Motivs, galt diese Annahme ebenso flir die
Partikelstabilitat. Daher wurden die Peptidpartikel sowohl bei pH 3 (Citratpuffer) als auch bei
pH 7 (Phosphatpuffer) untersucht. Mit Hilfe der DLS konnten fir beide Bedingungen
hydrodynamische Durchmesser zwischen 20nm und 700 nm bestimmt werden
(Abbildung 15A).

Da die Streuintensitat bei Verzehnfachung des Durchmessers, um etwa den Faktor 108
zunimmt,['81 werden in der DLS die Signale groRerer Partikel Uberschatzt. Entsprechend
spiegelte die Verteilung nach Streuintensitat (Abbildung 15A) nicht die tatsachlichen
Verhaltnisse in Ldsung wider. Eine entsprechende Korrektur resultierte in der
GroRenverteilung nach Partikelzahl n (Abbildung 15B).l"¢! Hier lieR sich erkennen, dass die
Proben in beiden Fallen groftenteils Partikel mit einem hydrodynamischen Durchmesser
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kleiner 100 nm enthielten. Dabei schienen die Partikel im sauren Milieu etwas gréfer zu sein,
obwohl sich in diesem Fall nicht zwingend von einem signifikanten Unterschied sprechen Iasst,
da die PartikelgréRen selbst bei Filmen aus der gleichen Charge einer minimalen Variation
unterworfen waren.

An dieser Stelle soll noch angemerkt werden, dass auch Experimente im basischen Milieu
durchgefiihrt wurden. Bei pH-Werten ab etwa pH 12 oder héher sollte keine positive Ladung
an den Argininen mehr vorliegen und dies einen Verlust des amphiphilen Charakters nach sich
ziehen. Tatsachlich wurde bei Zugabe von 1M NaOH (pH 14) zu einer Ldsung aus
assemblierten Peptiden, Prazipitation beobachtet (Abbildung 65). Ebenfalls konnten keine

Assemblate bei Zugabe von 1 M Natronlauge zu der ethanolischen Losung erhalten werden.

4.4.4 Bestimmung der Sekundarstruktur von HLHP4

Die spezielle Wechselwirkung zwischen chiralen Molekulen, wie Peptiden oder Proteinen, und
chiralen Medien kann sich bei Bestimmung der Sekundarstruktur von Peptiden mittels
Circulardichroismus (CD)-Spektroskopie zu Nutze gemacht werden. Dabei wird zirkular
polarisiertes Licht (helikale Chiralitat) verschiedener Wellenlangen durch eine Peptidprobe
gestrahlt. Wenn abwechselnd links- und rechts-zirkularpolarisiertes Licht mit dem Peptid
interagiert, l8sst sich ein Unterschied in der Absorption durch das Peptid zwischen den
Polarisationsrichtungen erkennen. Die Absorptionsdifferenzen bei  verschiedenen
Wellenlangen kénnen als Spektrum dargestellt werden. Alle Sekundarstrukturen, die bei
Peptiden auftreten kdnnen, lassen sich durch ein charakteristisches CD-Spektrum im UV-
Bereich zwischen 190 nm und 260 nm unterscheiden. Ein Vergleich von CD-Spekiren
zwischen unterschiedlichen Peptiden ist durch die Berechnung der mittleren Restelliptizitat
(MRE, mean residue ellipticity, [@]) mdglich, bei der das CD-Signal auf Peptidkonzentration
und Bindungszahl normiert wird.['47-1491

Aufgrund der hohen Neigung von Leucin zur Bildung von a-helikalen Strukturen('®"! wurde
folglich diese Sekundarstruktur auch in den Assemblaten erwartet. Die Proben aus der DLS-
Messung wurden im Anschluss mittels CD-Spektroskopie untersucht. Wie in Abbildung 16
gezeigt, wurden tatsachlich unter beiden Bedingungen die charakteristischen CD-Spektren
einer a-Helix erhalten. Diese zeichnen sich durch zwei Minima bei 222 nm und 208 nm, sowie
ein Maximum bei 193 nm aus.['47-149

Liegen in einem Peptid mehrere Sekundarstrukturelemente vor, aulRerst sich dies im CD-
Spektrum durch anteilige Uberlagerung der jeweiligen Spektren.['¥-1491 Daher wurden beide
Datensatze in Abbildung 16A mit Hilfe des Analyseprogramms BeStSel auf ihre
Sekundarstrukturelemente untersucht.['*%1521 Es wurde fiir beide Spektren kein weiteres
Strukturelement aufRer der a-Helix gefunden (Abbildung 66 und Abbildung 67).
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Abbildung 16. A CD-Spektrum von a-helikalen HLHP4-Partikeln nach Praparation bei pH 3 (dunkelblau, 5 % EtOH
in 10 mwm Citratpuffer) und pH 7 (hellblau, 5 % EtOH in 1 mm Phosphatpuffer). B Duplikatmessung unter identischen
Bedingungen. Unterschiede in der Intensitat der Spektren im Vergleich zur ersten Messung unterstreichen die
Probleme bei der genauen Bestimmung der Peptidkonzentration aufgrund der Lichtstreuung an den Partikeln.

Ein auffalliger Unterschied zwischen den beiden Spektren war das Verhaltnis der jeweiligen
Minima zueinander. Wahrend der Kurvenverlauf charakteristisch fur die Sekundarstruktur ist,
lasst sich bei a-Helices das Ausmal} der Helix-Interaktion Uber das Verhaltnis 222/208 nm der
beiden Minima errechnen.!'5>1%%] Dies ergab eine starkere Wechselwirkung der Helices bei
pH 3 mit einem Wert von 1,13, wahrend bei neutralem pH-Wert ein Wert von 0,85 errechnet
wurde. Zusatzlich trat bei pH 7 eine Verschiebung des Maximums zu niedrigeren Werten auf.
Obwohl die a-helikale Sekundarstruktur in allen Fallen reproduziert werden konnte, gab es
doch Unterschiede in der Intensitat der CD-Spektren (Abbildung 16B). Ursache dafir ist
vermutlich die Lichtstreuung an den Partikeln, die eine genaue Bestimmung der

Peptidkonzentration erschwerte.

4.4.5 Visualisierung der Peptidpartikel von HLHP4 durch Elektronenmikroskopie

Da sich weder tber DLS noch Uber CD-Spektroskopie Aussagen zur Morphologie der Partikel
treffen lieRen, wurden bildgebende Verfahren angewendet. Dabei wurde sowohl auf
Elektronenmikroskopie als auch auf Rasterkraftmikroskopie (RKM, englisch atomic force
microscopy, AFM) zurlickgegriffen.

Erstere ist in der Funktionsweise vergleichbar mit Lichtmikroskopie. Allerdings werden in
diesem Fall statt Licht Elektronen verwendet, die sowohl die Probe abrastern als auch
durchdringen kénnen. Nach der Interaktion der Elektronen mit der Probe lasst sich aus den
erhaltenen Daten ein Bild generieren. Da die Wellenlange von Elektronen nach der deBroglie
Beziehung sehr klein ist, lassen sich damit deutlich hohere Auflésungen erreichen.['%6: 157]
Rasterkraftmikroskopie hingegen verwendet einen Cantilever mit einer Spitze aus einem

leitenden Material, der in einigen Nanometer Entfernung tber die Probe bewegt oder direkt in
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Kontakt mit der Probe gebracht wird. Der Cantilever rastert die gesamte Probe ab und folgt
dabei dessen Oberflachenstruktur. Die Bewegungen des Cantilevers als Reaktion auf die
Topographie der Oberflache werden Uber einen Laserstrahl ausgelesen, der auf den Cantilever
gerichtet ist und dessen Bewegungen amplifiziert, sodass auch kleinere Hohenanderungen an
der Probe zuverlassig ausgelesen werden konnen. Dadurch lasst sich die gesamte
dreidimensionale Struktur der Probe vermessen, wahrend man bei Elektronenmikroskopie nur
eine  zweidimensionale Aufnahme erhalt. Allerdings ist die Auflosung der
Rasterkraftmikroskopie durch Gréfle der Spitze und Justierbarkeit der Elektronik beschrankt,
sodass zumindest mit den in dieser Arbeit verwendeten Geraten eine hohere laterale
Auflésung durch Elektronenmikroskopie erhalten werden konnte.['7: 158]

Die mit DLS und CD-Spektroskopie vermessenen Proben konnten nachfolgend auch fiir die
Elektronenmikroskopie und Rasterkraftmikroskopie = verwendet werden. Far die
Elektronenmikroskopie wurde die Partikelsuspension auf ein sogenanntes Kupfergrid
aufgetragen. Dieses enthalt hexagonale Locher, die mit einer dinnen Lage aus
graphitbeschichtetem Kunststoff Uberzogen sind, sodass sowohl ein Abrastern der Probe als
auch eine Messung der transmittierten Elektronen mdglich sind (scanning and transmission
electron microscopy, STEM). Eine vorherige Behandlung des Substrats im Plasmareiniger hilft
dabei, den Kohlenstoff hydrophiler zu machen und damit eine bessere Verteilung der
Probenlésung zu erreichen.['¥l Puffersalze wurden durch mehrmaliges Waschen der Probe
mit Wasser entfernt. Hier war die schlechte Wasserloslichkeit der Peptide von Vorteil, die ein
Abwaschen der Probe vom Substrat verhinderte. Ein abschlieRendes Staining mit wassriger
Uranylacetat-Lésung diente zur Kontrastierung der Partikel gegen den Hintergrund.['%®
Dadurch gelang eine Visualisierung der Peptidpartikel, wie in Abbildung 17A-B gezeigt, fur
beide pH-Werte.

Die Peptide assemblierten in spharische Partikel. Ebenso lie} sich eine Vielzahl kleinerer
Partikel unter 100 nm Durchmesser detektieren, wie es sich aus der Verteilung nach
Partikelanzahl aus den DLS-Experimenten erwartbar war. Die STEM-Mikrographien gaben
aullerdem Aufschluss Uber die interpartikularen Wechselwirkungen. Unter beiden
untersuchten Bedingungen bildeten die Partikel einzelne Gruppen (Cluster) und schienen
aneinander zu haften. Es lie3en sich aber auch einzelne Partikel beobachten (Abbildung 17C).
Trotz der starkeren Helix-Interaktion im sauren Milieu lieBen sich in den
elektronenmikroskopischen Aufnahmen keine pH-spezifischen Unterschiede in der

Morphologie erkennen.

36



4 Ergebnisse und Diskussion

A% s 3 9 o &
3 % iy S o- G 5 :
&g 8 T N e @ G |
3 4 ¥} & b 5 i e a0l ¥
Cg & % P P QQQ Ry : ‘
ot ; I Q,. : : ;0 : 4 f _-E‘: X : o0
O 5 ¢9 b - "A a (il s 2 g L o : 3 8
&y : :
P & 4 3 4 & o Ug‘q ) T —
a 5 o 0 ¥ [
& 8 tpm ; e BT

Abbildung 17. STEM-Mikrographien zur Charakterisierung von a-helikalen HLHP4-Partikeln. A Detaillierte
Aufnahme der Partikel bei pH 3 (5 % EtOH in 10 mm Citratpuffer) direkt nach der Praparation. B Detaillierte
Aufnahme der Partikel bei pH7 (5% EtOH in 1 mm Phosphatpuffer) direkt nach der Praparation. C
Veranschaulichung der interpartikularen Wechselwirkungen anhand einer Detailaufnahme der HLHP4-Partikel bei
pH 7. Es lassen sich sowohl Partikelgruppen als auch einzelne Partikel beobachten. D Verdiinnte Probe von
HLHP4-Partikeln in der Ubersicht. Die Konzentration in dieser Probe betrug 20 % des Ausgangswertes. Neben
einer reduzierten Gesamtzahl an Partikeln I3sst sich eine Inselbildung erkennen. E-F Ubersichtsaufnahmen der
Proben bei pH 3 (E) und pH 7 (F) zur Veranschaulichung der Ausbeute der Assemblierung.

Die Tendenz der Partikel zur Gruppenbildung konnte durch Experimente in verdinnter Losung
bestatigt werden. Dabei wurde eine Probe von HLHP4 auf 20 % der Ublichen Konzentration
verdunnt (Abbildung 17D). Wahrend die Zahl der Partikel dadurch abnahm, fihrten die starken

Wechselwirkungen zwischen den Partikeln zu einer Inselbildung.
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Anhand der Ubersichtsbilder lieR sich veranschaulichen, wie hoch die Ausbeute der
Assemblierung unter beiden Bedingungen tatsachlich war (Abbildung 17E-F). Es konnte daher
zum einen gezeigt werden, dass die erwartete Bildung spharischer Assemblate tatsachlich
stattfand und somit die grundlegenden Uberlegungen zum Aufbau der Peptide korrekt waren.
Zum anderen wurde auch die Vermutung bestatigt, dass Leucin zur Bildung stabiler Partikel

besser geeignet war als Alanin.

Abbildung 18. A Zweidimensionale RKM-Aufnahme (1,5 x 1,5 ym) a-helikaler HLHP4-Partikel bei pH 3 (5 % EtOH
in 10 mm Citratpuffer) direkt nach Praparation und Lagerung Uber Nacht im Vakuum. Die Partikel, deren
Hoéhenprofile ausgewertet wurden, sind mit Zahlen markiert. B Dreidimensionale Rekonstruktion der gleichen
Aufnahme. C Zweidimensionale RKM-Aufnahme (1,5 x 1,5 uym) a-helikaler HLHP4-Partikel bei pH 7 (5 % EtOH
in 1 mm Phosphatpuffer) direkt nach Praparation und Lagerung Uber Nacht im Vakuum. Die Partikel, deren
Hohenprofile ausgewertet wurden, sind mit Zahlen markiert. D Dreidimensionale Rekonstruktion der gleichen
Aufnahme.

Alle Aufnahmen wurden im intermittierenden Modus (tapping mode) aufgenommen. Ubersichtsaufnahmen der
Dimension 5 x 5 ym sind in Abbildung 68 gezeigt.

Die dreidimensionale Struktur der Peptidpartikel wurde Uber Rasterkraftmikroskopie
aufgeklart. Zu Beginn wurden die Proben identisch zur Elektronenmikroskopie auf einem
Kupfergrid ohne Nachkontrastierung prapariert und unter Vakuum gelagert. Allerdings war die
Oberflache der Grids zu uneben und das Kupfergerlst zu anfallig fur thermischen Drift, um
detaillierte Aufnahmen mit langsamer Scanrate machen zu kénnen. Daher wurden die Proben

auf fir die RKM Ublichen Mica Substraten immobilisiert. Diese bestehen aus diinnen Scheiben
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Muskovit. Die einzelnen Lagen des Muskovit-Kristalls lassen sich mit Klebeband abziehen,
sodass extrem glatte Oberflachen erhalten werden.l'8% 187l Die zweidimensionalen Aufnahmen
und 3D-Rekonstruktionen aus den RKM-Messungen sind in Abbildung 18 gezeigt.

Zum einen liel3 sich feststellen, dass die Verteilung der Partikelgréen auch bei Auftragung auf
Mica Substrat nicht grundsatzlich von denen auf dem Kupfergrid abwich. Neben vielen kleinen
Partikeln waren auch, ahnlich wie auf den STEM-Mikrographien, einige gréRere Strukturen
vorhanden. Ebenso sind auch in den RKM-Aufnahmen keine signifikanten morphologischen
Unterschiede zwischen den beiden pH-Werten zu erkennen. Die Hohen von je drei

ausgewahlten Partikeln wurden in x- und y- Richtung vermessen und sind in Abbildung 19

dargestellt.
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Abbildung 19. A Hohenprofile der Partikel 1-3 in x- und y-Richtung aus der RKM-Aufnahme bei pH 3
(Abbildung 18). B Hohenprofile dreier Partikel in x- und y-Richtung bei pH 7 aus der RKM-Aufnahme in
Abbildung 18. In beiden Diagrammen sind die Datenpunkte folgendermafien farblich markiert: Partikel 1 (x:
dunkelblaue Quadrate, y: hellblaue Quadrate), Partikel 2 (x: hellrote Kreise, y: dunkelrote Kreise), Partikel 3 (x:
hellviolette Dreiecke, y: violette Dreiecke).

Es zeigt sich ein Unterschied in den Hohen der Partikel zwischen den beiden pH-Werten. Dies lasst sich auf die
Messung kleinerer Partikel bei pH 3 zuriickflhren.

Im Einklang mit den DLS-Messungen wiesen einzelne Partikel Durchmesser von 100 nm oder
darunter auf. Ein Vergleich zwischen pH 3 und pH 7 lasst zunachst den Schluss zu, dass die
Partikel bei pH 3 eine geringere Ausdehnung in z-Richtung haben. Allerdings muss beachtet
werden, dass bei pH 3 auch Partikel mit kleinerem Durchmesser vermessen wurden. Da die
GroRRe der Partikel mit ihrer Hohe korrelierte, erklart dies den anscheinenden Unterschied.
Vergleicht man Partikel gleichen Durchmessers, z.B. Partikel 3 bei pH 3 mit Partikel 3 bei pH 7,
ergeben sich fur beide Partikel vergleichbare Hohen. Aus den STEM-Mikrographien, sowie
den Hohenprofilen I&sst sich zudem erkennen, dass die Partikel trotz vorheriger Lagerung im
Vakuum in beiden Fallen nicht kollabierten. Durch die Dehydration wahrend der Fixierung auf
einen Trager und die Lagerung sowie Untersuchung im Vakuum, kommt es bei Lipidvesikeln
oft zu einem Kollaps der Partikel, der becherférmige Strukturen entstehen lasst.['5% 162. 1631 Dg

diese Strukturen hier nicht beobachtet wurden, lasst dies entweder auf eine gewisse Rigiditat
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der AuRenhlle oder das Fehlen eines grof3en inneren Hohlraums schlieRen, aus dem Wasser
verdampfen koénnte. In verschiedenen Literaturquellen wird beschreiben, dass Lipide auch
scheibenformige Bicellen bilden kénnen.[6% 159 1641651 Diese dhneln morphologisch den hier
beobachteten Partikeln. Allerdings ist das Vorliegen von Bicellen hier unwahrscheinlich, da die
Partikel alle eine Hohe von mehr als zwei Monomereinheiten (ca. 4 — 5 nm / HLH-Monomer)
aufweisen, die fur Bicellen typisch sind.[® %

Die Dimensionen in x-Richtung waren bei nahezu allen Partikeln mit denen in y-Richtung
identisch, wodurch die runde Form der Partikel bestatigt wurde. Interessanterweise entsprach
die Partikelhohe in allen Fallen etwa 40-50% des Durchmessers, wodurch die
dreidimensionale Struktur einem abgeplatteten Rotationsellipsoid ahnelt. Allerdings kdnnte
eine Abflachung der Strukturen auch ein Artefakt der Fixierung und Analyse der Probe durch
die RKM sein.[63 1661

4.4.6 Zusammenfassung

Im Abschnitt 4.4 wurden Aspekte der grundlegenden Charakterisierung von HLHP4
beleuchtet. Es wurde die Vorgehensweise zur Filmpraparation im Allgemeinen beschrieben,
sowie die Partikelpraparation mit den einzelnen Komponenten rationalisiert. Des Weiteren
wurden Ergebnisse der GroRencharakterisierung der Partikel von HLHP4 in Losung und die
Messung der a-helikalen Sekundarstrukturen beschrieben. AnschlieRend wurde gezeigt, wie
die partikulare Struktur der selbstassemblierten Peptide mittels Elektronenmikroskopie
bestatigt werden konnte. Messungen mit Rasterkraftmikroskopie bekraftigten die bisherigen

Ergebnisse und lieferten Einsichten in die dreidimensionale Struktur der Assemblate.
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4.5 Untersuchungen zur Langzeitstabilitat der Partikel von a-helikalem HLHP4
4.5.1 Stabilitatsuntersuchungen mit DLS

Nachdem die erfolgreiche Selbstassemblierung von HLHP4 nachgewiesen werden konnte,
stellte sich anschlieRend die Frage nach der Langzeitstabilitdt der Partikel. Dazu wurden
Proben bei pH 3 und pH 7 fir eine Woche jeweils bei 4 °C und bei Raumtemperatur gelagert
und regelmalfig im DLS vermessen, sowie die Partikelmorphologie im STEM visualisiert. In

Abbildung 20 sind zunachst die Groflenverteilungen aus den DLS-Messungen dargestellt.
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Abbildung 20. DLS-GrofRenverteilungen nach Intensitat fur Peptidpartikel von a-helikalem HLHP4 gemessen Uiber
den Zeitraum von einer Woche unter verschiedenen Bedingungen. A Praparation bei pH 3 (5 % EtOH in 10 mm
Citratpuffer) und Lagerung bei 4 °C. B Praparation bei pH 3 und Lagerung bei Raumtemperatur. C Praparation bei
pH7 (5% EtOH in 1 mm Phosphatpuffer) und Lagerung bei 4 °C. D Praparation bei pH 7 und Lagerung bei
Raumtemperatur. Dargestellt sind Messungen nach Praparation (Tag 0), Tag 1, Tag 3, Tag 5 und Tag 7. Die
GroéRenwerte der Hauptspezies sind tabellarisch in Tabelle 22 dargestellt. Alle gezeigten Werte sind Mittelwerte von
Triplettmessungen. Eine Ubersicht der Messungen an geraden Tagen, an denen keine STEM-Aufnahmen

durchgefiihrt wurden, ist in Abbildung 69 dargestellt.
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Im Allgemeinen waren die Suspensionen bei 4 °C stabiler als bei Raumtemperatur. Dies zeigt
sich insbesondere beim Vergleich der Messungen bei pH 7 und lasst sich mit einer Abnahme
der Aggregationsgeschwindigkeit der Partikel bei niedrigeren Temperaturen erklaren. Dennoch
nahmen auch bei 4 °C die hydrodynamischen Durchmesser im Lauf der Zeit zu, da sich
gréRere Partikelcluster bildeten. Die Anderungen waren im sauren Milieu weniger ausgepragt,
was auf stabilere Partikel unter diesen Bedingungen hindeutete. Diese Tendenz war bereits in
den zuvor gemessenen CD-Spektren (Abbildung 16) angedeutet, da hier eine starkere Helix-
Interaktion bei pH 3 beobachtet werden konnte.

Auch bei einer Lagerung bei Raumtemperatur wurde durch DLS ein langsameres
Partikelclustering bei pH 3 als bei pH 7 bestimmt. Es kam in beiden Fallen nach wenigen Tagen
zu sichtbarer Aggregation der Proben, wie beispielhaft in Abbildung 70A gezeigt. In der
elektronenmikroskopischen Aufnahme zeigen sich diese Aggregate als grof3e Bereiche
zusammenhaftender Partikel, die auch kurze fibrillare Strukturen enthalten (Abbildung 70B,C).
Allerdings wurden diese Aggregate aufgrund ihrer GroRe nicht vom Messgerat
wahrgenommen und &uflerten sich daher nicht in den Messdaten. Dadurch lasst sich die
scheinbare Konstanz der GréRenmessungen bei pH 3 (Raumtemperatur) erklaren. Bei pH 7
aggregierten und desintegrierten die Partikel so schnell, dass bereits nach 24 Stunden
signifikante Anderungen in der GréRenverteilung zu erkennen waren.

Uber die Ursachen der Stabilititsunterschiede kann nur gemutmaRt werden, da keine
gezielten Untersuchungen zu dieser Fragestellung durchgefiihrt wurden. Da Unterschiede im
Protonierungszustand der Arginine in diesem pH-Bereich aufgrund des hohen pKs-Werts des
Peptids keine Rolle spielen sollten,'®? ware eine Ursache in den intermolekularen
Wechselwirkungen der Monomere oder den verschiedenen Puffersubstanzen zu suchen. Die
Ergebnisse der CD-Messungen lieferten bereits einen Hinweis auf starkere Wechselwirkungen
zwischen den a-Helices bei pH 3 und konnten damit auf eine dichter gepackte Membran im
sauren Milieu hindeuten. Ob sich dadurch die pH-spezifischen Unterschiede in den Stabilitaten
vollstandig erklaren lassen, bleibt allerdings offen. Ein weiterer Faktor fur die Partikelstabilitat
koénnten die verschiedenen Puffersubstanzen sein, die fur die Partikelpraparation verwendet
wurden. Durch ihren multidentaten Charakter kénnten die Citrationen bei pH 3 die positiv
geladenen Partikel durch elektrostatische Wechselwirkungen besser stabilisieren als die
Phosphationen bei pH 7 und damit die Stabilitdt der Assemblate unter sauren Bedingungen
weiter erhdhen. Zusatzlich war die Pufferkonzentration bei pH 7 um ein Zehnfaches im
Vergleich zu pH 3 verringert. Da aber eine Erhohung der Pufferkonzentration sowie eine
Anderung der Puffersubstanz im neutralen Milieu zum Ausfallen des Peptids fiihrten, konnten

dazu keine weiteren Untersuchungen durchgefuhrt werden.
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4.5.2 Visualisierung der Partikelstabilitat mit Elektronenmikroskopie

Parallel zu den DLS-Messungen wurde die Morphologie der Partikel im Elektronenmikroskop
verfolgt. Im Allgemeinen wurden die Ergebnisse der DLS-Messungen durch die
mikroskopischen Untersuchungen untermauert. Abbildung 21 zeigt eine Ubersicht der

Aufnahmen bei pH 3 und einer Lagerung bei 4 °C.
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Abbildung 21. Ubersicht der STEM-Mikrographien der Langzeitmessung von a-helikalem HLHP4 bei pH 3
(5 % EtOH in 10 mm Citratpuffer) und einer Lagerung bei 4 °C. Die Aufnahmen zeigen die Probe nach Praparation
(A), nach 1 Tag (B), 3 Tagen (C, D), 5 Tagen (E) und 7 Tagen (F). C Detail einer Partikelkette wie sie als Teil des
Aggregationsprozesses nach drei Tagen entstehen. Einige Aggregate sind beispielhaft mit Pfeilen markiert.

Zu Beginn der Messung (Tag 0) ahnelten die Morphologien der Partikel den im vorherigen
Kapitel gezeigten  Aufnahmen. Dadurch  wird die  Reproduzierbarkeit des
Selbstassemblierungsprozesses untermauert. Im Verlauf des Messzeitraums anderte sich die
Morphologie der Probe kaum. Durch Aggregatbildung schien die Partikelzahl auf den
Aufnahmen leicht abzunehmen. Es zeigte sich aber keine grof¥flachige Aggregation. Somit
waren die mikroskopischen Beobachtungen in einer Linie mit den DLS-Messungen. Anzeichen
einer leichten Aggregation zeigten sich in den Partikelansammlungen, die in den Aufnahmen
der Tage funf und sieben markiert sind. Interessant war die Bildung kurzer Partikelketten, wie
sie in Abbildung 21D gezeigt sind. Dabei hafteten die kleinsten Partikel zusammen, ohne zu
aggregieren und bilden so elongierte Strukturen. Viele der scheinbar fibrillaren Strukturen, die
auf den Aufnahmen in dieser Arbeit zu sehen sind, bestanden aus diesen kurzen
Partikelketten, die aber nur in detaillierten Nahaufnahmen als solche zu identifizieren sind.

Ein ahnliches Bild ergab sich bei den Proben von a-helikalem HLHP4 bei pH 7 und einer
Lagerung bei 4 °C (Abbildung 22). Hier schritt die Aggregatbildung schneller voran und war
schon nach drei Tagen sichtbar. Eine Nahaufnahme der Clusterregionen offenbarte eine

Mischung aus einzelnen Partikeln und fibrillaren Strukturen, deren Ursprung in der
43



4 Ergebnisse und Diskussion

Kettenbildung kleiner Peptidpartikel lag (Abbildung 21D). In Ubereinstimmung mit den DLS-
Ergebnissen war wie zuvor bei pH 3 keine signifikante Vergrélierung der Partikel im Laufe der
Zeit zu beobachten. Die geringere Stabilitat der Partikel aufderte sich aber in der Bildung
grolerer Cluster an Tag 7 im Vergleich zur Messung bei pH 3. Zudem war die Partikelzahl
nach sieben Tagen im Vergleich zum Beginn deutlich erniedrigt und zeigt damit ebenfalls die

schnellere Aggregation der Partikel im neutralen Milieu.
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Abbildung 22. Ubersicht der STEM-Mikrographien der Langzeitmessung von a-helikalem HLHP4 bei pH 7
(5 % EtOH in 1 mm Phosphatpuffer) und einer Lagerung bei 4 °C. Die Aufnahmen zeigen die Probe nach
Praparation (A), nach 1 Tag (B), 3 Tagen (C, D), 5 Tagen (E) und 7 Tagen (F). D Nahaufnahme der
Partikelaggregation nach 3 Tagen. Einige Aggregate sind beispielhaft mit Pfeilen markiert.

T S

Fir die Proben bei Raumtemperatur zeigte sich die Aggregation eindeutig in den STEM-
Mikrographien. Abbildung 23 zeigt die Beobachtungen flr die Probe bei pH 3. Nach einem Tag
war die Aggregation der Probe klar zu erkennen. Dabei gruppierten sich die Partikel in einem
Ausmall wie es bei den vorherigen Messungen nicht beobachtet werden konnte. Die
Aggregation nahm dann nach drei und funf Tagen scheinbar ab, da sich die gebildeten
Aggregate aus der L6sung ausfielen (s. oben). AnschlieRend nahm nach sieben Tagen auch
die Aggregation in Losung zu.

Die Aufnahmen in Abbildung 24 bestatigten erneut die erhdhte Instabilitat der Assemblate in
neutralem Milieu. Wahrend keine grundlegenden morphologischen Unterschiede zu der Probe
bei pH 3 erkennbar waren, zeigte sich hier ein beschleunigter Aggregationsprozess. Dieser
spielgelte sich schon zuvor in den DLS-Messungen wider. Nach drei Tagen war die Probe
bereits vollstdndig aggregiert. Interessant war hier eine Nahaufnahme nach drei Tagen
(Abbildung 24D). Dieses Bild verdeutlicht die starke Tendenz der Partikel zur Clusterbildung.

Es lie3 sich dennoch keine Fusion der Partikel beobachten. Die hohere Instabilitat der
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Assemblate flhrte zur nahezu vollstandigen Prazipitation der Peptide innerhalb des
Messzeitraums (Abbildung 24F).
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Abbildung 23. Ubersicht der STEM-Mikrographien der Langzeitmessung von a-helikalem HLHP4 bei pH 3
(5 % EtOH in 10 mwm Citratpuffer) und einer Lagerung bei Raumtemperatur. Die Aufnahmen zeigen die Probe nach
Praparation (A), nach 1 Tag (B), 3 Tagen (C, D), 5 Tagen (E) und 7 Tagen (F). D weitere Aufnahme der Probe nach
3 Tagen. Einige Aggregate sind beispielhaft mit Pfeilen markiert. An Tag 1 und Tag 7 sind nur Aggregate zu
erkennen.
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Abbildung 24. Ubersicht der STEM-Mikrographien der Langzeitmessung von a-helikalem HLHP4 bei pH 7
(5 % EtOH in 1 mm Phosphatpuffer) und einer Lagerung bei Raumtemperatur. Die Aufnahmen zeigen die Probe
nach Praparation (A), nach 1 Tag (B), 3 Tagen (C, D), 5 Tagen (E) und 7 Tagen (F). C lllustration der Gruppenbildung

ohne Fusion der einzelnen Partikel. Einige Aggregate sind beispielhaft mit Pfeilen markiert. Ab Tag 3 sind nur
Aggregate zu erkennen.
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4.5.3 Weitere Stabilititsmessungen

Die bisherigen Ergebnisse zur Partikelstabilitat sollten mit weiteren Experimenten validiert
werden. Dazu wurde zunachst das Zeta-Potential der Partikel im sauren und neutralen Milieu
bestimmt. Die Ladung eines Partikels in einer Suspension wird aufgrund elektrostatischer
Wechselwirkungen durch lonen gegenteiliger Ladung kompensiert. Dabei binden Gegenionen
im direkten Kontakt stark an den Partikel (Stern-Schicht). Weitere lonen lagern sich auferhalb
der Stern-Schicht diffus an den Partikel an. Die Ausdehnung der diffusen Schicht hangt dabei
von der Starke des elektrostatischen Feldes des Teilchens ab und erstreckt sich im
Allgemeinen bis einige Nanometer von der Partikeloberflache. Durch Anlegen eines
elektrischen Feldes bewegen sich die Partikel zur entgegengesetzt geladenen Elektrode.
Dabei bewegen sich einige lonen innerhalb der diffusen Schicht, die noch stark genug
gebunden sind, mit dem Partikel mit. Die Schicht, die diese lonen von der umgebenden Lésung
trennt, wird als Abscherschicht bezeichnet. Das Zeta-Potential { ist dabei das Potential, dass
an der Abscherschicht gemessen werden kann und ist damit zunachst eine Messgrofde fur die
Partikelladung, kann aber auch als MaR fur die Stabilitdt einer kolloidalen Ldsung
herangezogen werden. Dabei wird davon ausgegangen, dass ein Zeta-Potential von Uber
+ 30 mV auf eine stabile Suspension hindeutet. Das Zeta-Potential kann unter anderem
indirekt Uber Lichtstreuung bestimmt werden. Dazu wird der Laser in einen Probenstrahl und
einen Referenzstrahl geteilt. Durch die Lichtstreuung an den Partikeln erfahrt der Probenstrahl
eine Frequenzverschiebung, die proportional zur Geschwindigkeit der Partikel in Losung ist.
Nach dem Zusammenfiihren der beiden Strahlen Iasst sich aus der Dopplerverschiebung des
Probenstrahls die Partikelgeschwindigkeit bestimmen. Diese kann zur Berechnung der
elektrophoretischen Mobilitdt und schlieBlich zur Berechnung des Zeta-Potentials
herangezogen werden.!167-16

Ethanol/Wasser-Mischungen setzen aufgrund der verringerten Ldslichkeit in der Mischung
mikroskopische Gasblaschen frei, die in der Lésung festgehalten werden. Dies fuhrt zu
Artefakten bei der GréRenmessung und der Bestimmung des Zeta-Potentials. Die Messung
von Artefakten sollte durch das Entgasen der Losungsmittel reduziert werden.!'”
Blindmessungen mit behandelten und unbehandelten Pufferldsungen bestatigten dies. Nach
dem Entgasen der Lésungen verringerten sich die Einflisse des Ldsungsmittelgemisches
sowohl auf die GréRenmessung, wie auch auf den Wert des Zeta-Potentials, auf ein
vernachlassigbares Minimum. FUr die Groéllenmessungen reichte dabei ein Entgasen der
Lésungsmittel aus, wahrend ein zusatzlicher Entgasungsschritt im Ultraschallbad vor den
Messungen des Zeta-Potentials notwendig war, um die Artefakte auf ein Minimum zu
reduzieren.

Bei pH 3 wurde ein Zeta-Potential von ¢ = + 30 (+ 1) mV bestimmt. Im neutralen Milieu wurde

ein Wert von ¢ = + 22 (+ 1) mV gemessen. Diese Ergebnisse bestatigten die erhdhte Stabilitat

46



4 Ergebnisse und Diskussion

der Partikel-Suspensionen im sauren pH-Bereich. Im Regelfall ist das Vorzeichen des Zeta-
Potentials im Vergleich zur Partikelladung umgekehrt, da sich gegensatzlich geladene
Molekile an den Partikeln anlagern. Da das Potential der angelagerten Molekile gemessen
wird, ergibt sich so ein umgekehrtes Vorzeichen. Allerdings wird das Vorzeichen des Zeta-
Potentials durch viele Faktoren beeinflusst.['®” 68l |n diesem Fall waren die Vorzeichen nicht
vertauscht. Einflisse auf das Zeta-Potential durch Adhasion verschiedenster Molekile wurden
bereits in der Vergangenheit untersucht.['’-174 Zysatzlich zeigen Studien, dass Alkohole einen
Einfluss auf die Eigenschaften von Membranen haben kénnen und daher zu einer
Vorzeicheninversion betragen konnten.[' Da die Peptidpartikel aus einer ethanolischen
Losung prapariert wurden, ware ein Einfluss des Alkohols zu erwarten. In einer weiteren
Messung wurden die Partikel mit n-Butanol statt Ethanol bei pH 3 prapariert. Das Zeta-
Potential der Partikel sank dadurch in etwa um die Halfte auf { = + 14 (£ 2) mV. Dieser Test
bestatigte den Einfluss von Alkoholen auf den Wert des Zeta-Potentials.

Die Stabilitat der Peptidpartikel wurde zudem (iber CD-Spektroskopie verfolgt, um Anderungen
der Sekundarstruktur bei fortschreitender Aggregation der Partikel zu untersuchen.
Abbildung 25 vergleicht unter allen vier Bedingungen die CD-Spektren zu Beginn der
Langzeitmessung mit denen am Ende der Messzeit.

Wahrend bei allen vier Proben zu Beginn die a-helikale Sekundarstruktur deutlich zu erkennen
war, zeigte sich flr Proben, die bei Raumtemperatur gelagert wurden, nach einer Woche ein
Verlust der a-helikalen Struktur unabhangig vom pH-Wert. Dies &aulierte sich in der
Abschwachung der Intensitat des helikalen Signals durch Aggregation und eine Verschiebung
der Extrempunkte zu héheren Wellenlangen. Vor allem die Abschwachung des Signals bei
208 nm deutete aber auf einen erhéhten Anteil an B-Faltblatt-Sekundarstruktur hin. Erneut war
die Stabilitat bei pH 7 geringer als bei pH 3. Fiir die Lagerung bei 4 °C waren die Anderungen
weniger deutlich. Die Intensitat des a-helikalen Signals war in beiden Fallen lediglich durch

Aggregation leicht verringert.
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Abbildung 25. CD-Spektren der Peptidpartikel von a-helikalem HLHP4 bei pH 3 (5 % EtOH in 10 mm Citratpuffer)
und pH7 (5% EtOH in 1 mm Phosphatpuffer) direkt nach der Praparation (Tag 0) und nach einer Woche bei
Lagerung unter verschiedenen Bedingungen. A Messung bei pH 3 und anschlieRende Lagerung bei 4 °C. B
Messung bei pH 3 und anschlieende Lagerung bei Raumtemperatur. C Messung bei pH 7 und anschlieRende
Lagerung bei 4 °C. D Messung bei pH 7 und anschlielende Lagerung bei Raumtemperatur.

454 Gezielte Umwandlung der Sekundarstruktur

Da die Ergebnisse der Langzeit CD-Messung auf eine Labilitdt der Sekundarstruktur
hindeuteten, wurde untersucht, ob sich auch eine gezielte und vollstandige Umwandlung von
a-helikaler zur B-Faltblatt-Sekundarstruktur ermdglichen lie. Dazu wurden CD-Spektren in
einem Temperaturbereich von 0 °C bis 80 °C bei einer Heizrate von 1 °C/min aufgenommen.
Bei beiden pH-Werten lie3 sich bei etwa 50 °C eine irreversible Umwandlung der
Sekundarstruktur von a-Helix zu -Faltblatt feststellen, die sich auch in einem zweiten Versuch

reproduzieren liel® (Abbildung 26).
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Abbildung 26. A-B CD-Umwandlungsspektren von a-helikalem HLHP4 bei pH 3 (5 % EtOH in 10 mm Citratpuffer)
fiir einen Temperaturanstieg von 0 °C bis 80 °C in Schritten von 1 °C/min. Die ausgewiesenen Spektren zeigen den
Bereich der signifikanten Anderung der Sekundarstruktur. C CD-Spektren von HLHP4 bei pH 3 nach Erhitzen auf
80 °C (dunkelrot) und anschlieRender Kiihlung auf Raumtemperatur (rot) zeigen die Irreversibilitat des Prozesses.
D-E CD-Umwandlungsspektren von a-helikalem HLHP4 bei pH 7 (5 % EtOH in 1 mm Phosphatpuffer) nach dem
identischen Protokoll. Die ausgewiesenen Spektren zeigen den Bereich der signifikanten Anderung der
Sekundarstruktur. F Bestatigung der Irreversibilitat des Vorgangs bei pH 7 durch CD-Spektren nach Erhitzen auf
80 °C (dunkelrot) und anschlieRender Kuhlung auf Raumtemperatur (rot).

Die Umwandlung war auch optisch durch Prazipitation des Peptids sichtbar. Die Aggregate
wurden mit STEM untersucht und zeigten erneut keine pH-spezifische Morphologie
(Abbildung 71). Allerdings unterschieden sie sich morphologisch von den Aggregaten der
Langzeitmessung. Die Partikel schienen hier eher aufgeplatzt und zu einem dinnen Peptidfilm
fusioniert zu sein.

Die Ergebnisse der CD-Experimente legten nahe, dass fir dieses Peptid zwei
temperaturabhangige Vorzugskonformationen existierten, die sich bedingt ineinander
umwandeln lieRen. Ein Grund fir diese Dualitat kénnte die Propensitat von Leucin zur (-
Faltblatt-Bildung sein. Wahrend beispielsweise Alanin beinahe ausschliefllich a-helikale
Strukturen ausbildet, ist die mittlere Propensitat von Leucin zur Bildung von a-helikalen
Sekundarstrukturen gegenlber der B-Faltblatt-Sekundarstruktur nur leicht erhoht.['31: 1761 Daher
liegt das Peptid unterhalb der Umwandlungstemperatur in der a-helikalen Konformation vor,
wahrend nach Zufuhr thermischer Energie die B-Faltblatt-Sekundarstruktur bevorzugt wird. Die
anschlieRende Prazipitation Iasst sich vermutlich auf die geringere Stabilitat der B-Faltblatt-
Partikel zurtckfuhren. Es sollte angemerkt werden, dass die Moglichkeit von Peptiden, ihre

Sekundarstruktur von a-Helix zu B-Faltblatt zu andern, kein unbekanntes Phanomen ist und
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auch in der Natur, z.B. im pathologischen Kontext bei der Bildung von Amyloiden beobachtet

werden kann.[139. 177-179]

455 Zusammenfassung

In diesem Kapitel wurden die Experimente zur Untersuchung der Langzeitstabilitdt der o-
helikalen HLHP4-Partikel zusammengefasst. Analysen mit DLS und Elektronenmikroskopie
zeigten eine hohere Stabilitat der Partikel bei pH 3. AulRerdem konnte gezeigt werden, dass
sich eine Lagerung bei 4 °C positiv auf die Stabilitdt auswirkte. So konnten im besten Fall
Proben (iber eine Woche im Kihlschrank ohne signifikante Anderungen der PartikelgroRen
gelagert werden. Die Stabilitatstrends konnten durch Messung des Zeta-Potentials bestatigt
werden.

Durch Messungen der Sekundarstruktur tber den Verlauf einer Woche konnte gezeigt werden,
dass die Aggregation der Proben bei Raumtemperatur mit einer Erhéhung des (-Faltblatt-
Anteils einherging. Eine gezielte Erhéhung der Temperatur auf tber 50 °C fluhrte anschlieRend
zu einer Umwandlung der urspringlich a-helikalen Sekundarstruktur zu einer B-Faltblatt-

Sekundarstruktur. Allerdings war diese Umwandlung nicht reversibel.
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4.6 Charakterisierung der B-Faltblatt-Konformere

4.6.1 Praparation der Konformere

Im Anschluss an die temperaturinduzierte irreversible Umwandlung der Sekundarstruktur
stellte sich die Frage nach der Darstellung der B-Faltblatt-Konformere von HLHP4 ohne
Prazipitation der Peptidassemblate aus der Ldsung und die Madglichkeiten der
Selbstassemblierung in diskrete Nanostrukturen. Da die nachtragliche Umwandlung des a-
helikalen Konformers keine geeignete Methode darstellte, wurde nach Méglichkeiten gesucht,
die gewlnschte Konformation direkt bei der Praparation zu erhalten.

Aus den Experimenten zur Umwandlung der Sekundarstruktur der Peptidpartikel war bekannt,
dass Hitze die B-Faltblatt-Bildung unterstitze. Daher wurden Partikelpraparationen unter
erhohter Temperatur durchgeflhrt. Es wurde schlielllich eine geeignete Methode zur
Praparation von B-Faltblatt-Partikeln von HLHP4 gefunden, indem der Peptidfilm zunachst in
80 °C heiRem Wasser angeldst, dann mit 10 x konzentrietem Puffer versetzt und die
Monomere schlieRlich durch Ultraschall zur Selbstassemblierung gebracht wurden
(Protokoll B). Die optimale Ultraschalldauer wurde bei etwa 35 Minuten erreicht. Geringere
Ultraschallzeiten wirkten sich negativ auf die Stabilitdt der Partikel aus. Bei langerer
Behandlung trat eine Aggregation der Partikel noch wahrend des Ultraschallprozesses auf.
Aufgrund der schlechten Wasserléslichkeit von HLHP4 waren die Ausbeuten dieser
Praparationsmethode deutlich geringer als zuvor. Die Wasserldslichkeit des Peptids war durch
die Aminosauresequenz limitiert und konnte folglich nicht erhdht werden. Zusatze jeglicher
organischer Ldsungsmittel fihrten zwangslaufig zur Bildung des o-helikalen Konformers.
Versuche, die geldste Stoffmenge an Peptid anderweitig zu erhdhen, scheiterten ebenfalls.

Einige Beispiele sind in Tabelle 3 zusammengefasst.

Tabelle 3. Ubersicht der verschiedenen Ansatze zur Erhéhung der gelésten Peptidmenge bei Préparation der B-
Faltblatt-Partikel von HLHP4.

Nr. Losungsansatz Auswirkungen
1 Film bei der Zugabe von Wasser Keine Erhdhung der Konzentration. Eher
mit der Pipettenspitze ankratzen Bildung von unléslichen Aggregaten.

Keine Erhdhung der Konzentration. Eher
2 Zusatz von Glasperlen (d 2 mm) _ L _ .
Abrieb von unléslichen Filmplattchen.

Langere Inkubation des Films mit

3 Kein Einfluss
Puffer (1 h)
Erneute Zugabe von Puffer auf den . . _
4 . Zweite Losung enthalt kaum Peptid.
Film
Erneute Inkubation tber Nacht bei L . _
5 40°C Zweite Losung enthalt kaum Peptid.
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Zugabe von heillem Wasser und  Filmplattchen spalten sich ab. Losung hat keine

Puffer auf Film bei 50 °C erhohte Konzentration.
7 Zusatz von Tensiden Kein Einfluss
Zentrifugation Partikel lassen sich nicht abzentrifugieren.

Partikel werden durch Scherkrafte an der
9 Spin Concentrator
Membran zerstort.

Trotz der geringeren Peptidkonzentration lieRen sich auch die B-Faltblatt-Partikel mit DLS, CD-
Spektroskopie, STEM und RKM charakterisieren.

4.6.2 Charakterisierung der B-Faltblatt-Partikel von HLHP4

Die Charakterisierung der B-Faltblatt-Peptidpartikel wurde auch hier im sauren sowie neutralen
Milieu durchgefiihrt. Im Unterschied zum a-helikalen Konformer trat in diesem Fall das
Problem der Peptidprazipitation bei pH 7 nicht mehr auf, wenn die Praparation aus Citratpuffer
erfolgte. Daher konnte in beiden Fallen 10 mm Citratpuffer verwendet werden.

Zum Nachweis der Partikelbildung wurden zunachst DLS-Messungen durchgefihrt. Es wurde
in beiden Fallen eine monomodale Grofienverteilung erhalten (Abbildung 27A). Die Mittelwerte
der hydrodynamischen Durchmesser waren mit 113 nm und 114 nm bei beiden pH-Werten
nahezu identisch. Die Verteilung war bei pH 3 allerdings deutlich breiter. Die Korrektur nach
Partikelanzahl verschob die Durchschnittswerte zu deutlich kleineren Gréf3en (Abbildung 27B).
Vergleichbar zu der a-helikalen HLHP4-Variante waren auch hier die meisten Partikel deutlich
kleiner als 100 nm. Im Speziellen waren die Partikel bei pH 3 kleiner als bei pH 7. Aufgrund
geringer Grélkenschwankungen innerhalb verschiedener Filme lie3 sich aber erneut nicht von

einer klaren Signifikanz sprechen.
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Abbildung 27. A GroRRenverteilungen nach Intensitat reprasentativer DLS-Messungen der 3-Faltblatt-Partikel von
HLHP4 bei pH 3 (dunkelgriin, 10 mm Citratpuffer) und pH 7 (hellgriin, 10 mm Citratpuffer) direkt nach der
Praparation. B Darstellung der gleichen Messung als Gréf3enverteilung nach Anzahl n. Alle gezeigten Werte sind
Mittelwerte einer Triplettmessung.

CD-Spektroskopie wurde durchgefiihrt, um die B-Faltblatt-Sekundarstruktur der Monomere zu
bestatigen. Aufgrund der geringen Peptidkonzentration von < 15 uMm, musste auf Klvetten mit
grolkerer Weglange (5 mm statt 1 mm) zurlckgegriffen werden. Dazu mussten die
Pufferkonzentrationen auf 5 mm reduziert werden, um ein friihzeitiges Uberladen des
Detektors zu vermeiden. Durch die langere Weglange der Klivette wurde aber der Einfluss der
Lichtstreuung deutlich erhoht, sodass die Daten nur mit einem erheblichen Anteil an Rauschen

erhalten werden konnten (Abbildung 28).
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Abbildung 28. CD-Spektren von B-Faltblatt HLHP4-Partikeln nach Praparation bei pH 3 (dunkelgrin, 5 mm
Citratpuffer) und pH 7 (hellgriin, 5 mm Citratpuffer). Beide Spekiren konnten nur mit erheblichem Rauschen

aufgenommen werden. * Das Spektrum bei pH 7 ist stark verrauscht, sodass sich keine klare Sekundarstruktur
erkennen lasst.
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So liel sich lediglich bei pH 3 eine B-Faltblatt-Sekundarstruktur nachweisen. Diese zeichnet
sich durch ein Minimum bei 218 nm und ein Maximum bei 195 nm aus.['*"-'4°l Durch das starke
Rauschen bei der Messung waren die Banden in diesem Fall leicht verschoben. Der
Kurvenverlauf bei pH 7 war durch noch starkeres Rauschen als bei pH 3 gepragt und
ermoglichte daher keine Zuordnung zu einer bestimmten Sekundarstruktur. Eine Verringerung
der Pufferkonzentration auf 1 mm ergab einen identischen Kurvenverlauf. Alternative
Methoden zur Bestimmung der Sekundarstruktur von Peptiden umfassen Analysen mit
Infrarotspektroskopie oder Kernspinresonanz (NMR). Fur die Infrarotspektroskopie sind aber
meist Peptidkonzentrationen weit Gber den erreichbaren Léslichkeitslimits fir dieses Peptid
von Néten (normalerweise im Bereich mg/mL). NMR-Spektroskopie an Peptiden ist aufgrund
der Vielzahl an Signalen nicht trivial.['8!

Bei der Analyse der Partikelmorphologie mit STEM konnten mehrere Beobachtungen getroffen
werden. Zum einen war die Anzahl der Partikel auf dem Substrat entsprechend der geringeren
Peptidkonzentration deutlich niedriger als bei der a-helikalen Variante (Abbildung 29A,C). Die
vorhandenen Partikel waren aber im sauren Milieu in ihrem Durchmesser groRtenteils in dem
von den DLS-Messungen andeuteten Gro3enbereich von unter 100 nm. Bei pH 7 schienen
die Partikel etwas groRRer zu sein. Besonders interessant war hier allerdings die Beobachtung
von Partikelfusion (Abbildung 29C, markiert). Dieses Verhalten stand diametral dem nicht-
fusionierenden Charakter der a-helikalen Partikel gegeniber und deutete auf deutlich
dynamischere Assemblate hin. Durch die instantan einsetzende Fusion lieRe sich die
VergréRerung der Partikel im Vergleich zur DLS-Messung erklaren.

Die Partikelmorphologien unterschieden sich in beiden Fallen deutlich von denen der a-
helikalen Konformere. Da sich Unterschiede in der Sekundarstruktur auf die Packung der
Monomere auswirken kdnnten, liel3 sich ein Zusammenhang zwischen Sekundarstruktur und
Partikelmorphologie erwarten. Interessant war jedoch zu beobachten, dass sich diese

Unterschiede auch optisch deutlich ausdrickten.

54



4 Ergebnisse und Diskussion

500 nm § pH 7

Abbildung 29. A STEM Ubersichtsaufnahme von B-Faltblatt HLHP4-Partikeln direkt nach der Praparation bei pH 3
(10 mm Citratpuffer). B Detailaufnahme der Partikel bei pH 3. C Ubersichtsbild der B-Faltblatt HLHP4-Partikel direkt
nach der Praparation bei pH 7 (10 mwm Citratpuffer). Im unteren Bereich des Bildes ist eine Partikelfusion zu
erkennen (markiert). D Detailaufnahme der Dreiergruppe aus der Ubersichtsaufnahme.

AuBerdem unterschieden sich die B-Faltblatt-Partikel morphologisch zwischen pH 3 und pH 7.
Wahrend beim ersteren die Partikel unregelmaRige Formen aufwiesen (Abbildung 29B), waren
die Partikel im neutralen Milieu rund und lieBen eine Schichtstruktur erkennen
(Abbildung 29D). Aufgrund der vorherigen Beobachtungen bezlglich des Zusammenhangs
zwischen Sekundarstruktur und Partikelmorphologie, liee sich nun ein Unterschied in der
Sekundarstruktur zwischen pH 3 und pH 7 erwarten. Durch die oben beschriebenen
Schwierigkeiten bei der Bestimmung der Sekundarstruktur im neutralen Milieu, konnte diese
Annahme allerdings nicht bestatigt werden.

Die dreidimensionalen Strukturen der B-Faltblatt-Assemblate wurden mit RKM untersucht
(Abbildung 30).
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Abbildung 30. A Zweidimensionale RKM-Aufnahme (1,5 x 1,5 um) der Partikel von HLHP4 vom B-Faltblatt-Typ bei
pH 3 (10 mwm Citratpuffer) direkt nach Praparation und Lagerung im Vakuum Uber Nacht. Die Zahlen markieren die
Partikel, deren Hohenprofile ausgewertet wurden. B Dreidimensionale Darstellung der gleichen Aufnahme. C
Zweidimensionale RKM-Aufnahme (1,5 x 1,5 um) der Partikel von HLHP4 vom B-Faltblatt-Typ bei pH 7 (10 mm
Citratpuffer) direkt nach Praparation und Lagerung im Vakuum iber Nacht. Die Zahlen markieren die Partikel, deren
Hohenprofile ausgewertet wurden. D Dreidimensionale Darstellung der gleichen Aufnahme.

Alle Aufnahmen wurden im intermittierenden Modus (tapping mode) aufgenommen. Ubersichtsaufnahmen der
Dimension 5 x 5 um sind in Abbildung 72 gezeigt.

Wie in den STEM-Mikrographien zeigte sich bei beiden Proben ein breites Spektrum an
GroRen. Neben Partikeln mit GroRen unter 100 nm, wie sie bei der DLS bestimmt wurden,
konnten in beiden Fallen auch groRRere Partikel beobachtet werden. Im RKM zeigten sich
weder Unterschiede zwischen den Proben bei pH 3 und pH 7, noch konnte eine Partikelfusion
bei pH 7 nachvollzogen werden. Ursache dafur war vermutlich die geringere laterale Auflésung
der RKM-Aufnahmen im Vergleich zur Elektronenmikroskopie.

Wie bei der a-helikalen Variante zeigten die RKM-Hohenprofile ahnliche Verlaufe in x- und y-
Richtung was die runde Form der Partikel bestatigte (Abbildung 31).
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Abbildung 31. A Héhenprofile der Partikel 1 (dunkelgriine Quadrate), Partikel 2 (rote Kreise) und Partikel 3 (violette
Dreiecke) in x- und y- Richtung aus der RKM-Aufnahme bei pH 3 in Abbildung 30. B Hohenprofile der Partikel 1-3
bei pH 7 (gleiche farbliche Markierung) aus der RKM-Aufnahme in Abbildung 30.

Es konnte bei beiden pH-Werten gezeigt werden, dass die Partikel im Vergleich zu den a-
helikalen Assemblaten deutlich flacher waren. Wahrend zuvor bei einem Partikeldurchmesser
von etwa 50 nm eine H6he von = 20 nm beobachtet wurde, waren die Partikel in diesem Fall
bei einem ahnlichen Durchmesser nur etwa 10 nm hoch. Obwohl auch in diesem Fall eine
Beeinflussung der Partikelhéhe durch Trocknung und Messung nicht ausgeschlossen werden
kann,!'83. 1681 jst hier doch eine andere Erklarung naheliegend. Da die gemessenen Hohen einer
Lange von etwa 2 Monomeren Ubereinander entsprechen, deuteten die Ergebnisse in diesem
Fall auf die Bildung von Bicellen hin.® % Damit bliebe in diesen Partikeln kein Hohlraum flr
eine mogliche Enkapsulierung von Gastmolekilen Ubrig. Entsprechend zeigte sich in den
RKM-Mikrographien auch kein Einfallen der Partikel trotz Lagerung unter vermindertem Druck.
Flachere Anstiege des Hdhenprofils bei pH 7 (z.B. bei Partikel 2) deuteten zudem auf die
Schichtstruktur der Partikel hin. Auch diese lief3e sich mit dem Bicellen-Modell erklaren, wenn

man beispielsweise davon ausgeht, dass eine Schicht etwa einer Monomerlage entspricht.
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4.6.3 Partikelstabilitat der p-Faltblatt-Konformere
Die Partikelstabilitdt wurde zunachst mit Hilfe der DLS Uber sieben Tage hinweg bei vier
verschiedenen Bedingungen (pH3 wund pH7, jeweils Lagerung bei 4°C oder

Raumtemperatur) verfolgt (Abbildung 32).

A pH3,4°C B PpH3,RT
= Tag0 . = Tag 0
16 * Tag 1 16 ! \ * Tag 1
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Abbildung 32. DLS-GroRenverteilungen nach Intensitat fir die Langzeitmessung der [(-Faltblatt-Partikel von
HLHP4 unter verschiedenen Bedingungen. A Praparation bei pH 3 (10 mm Citratpuffer) und Lagerung bei 4 °C. B
Praparation bei pH 3 und Lagerung bei Raumtemperatur. C Praparation bei pH 7 (10 mm Citratpuffer) und Lagerung
bei 4 °C. D Praparation bei pH 7 und Lagerung bei Raumtemperatur. Dargestellt sind die Messungen direkt nach
der Praparation (Tag 0), Tag 1, Tag 3, Tag 5 und Tag 7. Der Verlauf der GroRenwerte der Hauptspezies ist in
Tabelle 24 dargestellt. Alle gezeigten Werte sind Mittelwerte von Triplettmessungen. Eine Ubersicht der DLS-
Messungen an geraden Tagen, an denen keine STEM-Aufnahmen gemacht wurden, findet sich in Abbildung 73.

Annlich wie bei den a-helikalen Varianten waren die Partikel bei pH 3 und einer Lagerung bei
4 °C am stabilsten. In den DLS-Messungen waren keine signifikanten Anderungen der
Grolenverteilungen zu verzeichnen. Fir die korrespondierende Probe bei neutralem pH-Wert

stabilisierten sich die Werte nach einer anfanglichen Verschiebung zu gréReren Werten,
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vermutlich bedingt durch Partikelfusion. Im Gegensatz zu den Partikeln von a-helikalem
HLHP4 waren die Proben des B-Faltblatt-Konformers deutlich stabiler bei Raumtemperatur.
Wahrend bei pH 3 die GrélRenwerte bis zum siebten Tag nahezu konstant blieben und erst am
siebten Tag eine sichtbare Aggregation einsetzte, stabilisierten sich die Werte bei pH 7, ahnlich
wie bei der 4 °C Probe, nach einer anfanglichen Verschiebung der GroRenverteilung zu
hoéheren Werten. Im Allgemeinen schienen die Lagerungsbedingungen bei den B-Faltblatt-
Varianten keine grofen Auswirkungen auf die Partikelstabilitdt zu haben. Ursache der
besseren Stabilitdt des B-Faltblatt-Konformers ist vermutlich auf die Packung der Monomere
und die Starke der intermolekularen Wechselwirkungen zuriickzufihren. Bei der Diskussion
der Partikelstabilitaten des a-helikalen Konformers wurde gemutmalt, dass die Verwendung
verschiedener Puffersubstanzen zu den Unterschieden in den Stabilitaten beitragen konnte.
Dabei wurde angemerkt, dass Citrationen durch ihren multidentaten Charakter besser zur
Stabilisierung des Systems beitragen kénnten als Phosphationen. Zudem war die
Pufferkonzentration bei den a-helikalen Konformeren im neutralen Milieu erniedrigt, um ein
Ausfallen der Peptide zu verhindern. Entsprechend lieRe sich die erhéhte Stabilitat der [3-
Faltblatt-Partikel bei pH 7 im Vergleich zum a-helikalen Konformer mit der Verwendung des
10 mm Citratpuffers, anstatt des 1 mm Phosphatpuffers, begrinden. Dadurch wirden die
Partikel hier bei beiden pH-Werten zusatzlich durch den Puffer stabilisiert werden.

Die  Beobachtungen aus den  DLS-Messungen konnten  durch  parallele
elektronenmikroskopische Aufnahmen bestatigt werden. Bei pH 3 bildeten sich zu Beginn, wie
bereits oben beschrieben, irregulare Partikel (Abbildung 33, Abbildung 34). Diese vergrdlierten
sich im Laufe der Zeit und bildeten Plattchen-artige Strukturen. Dabei schienen auch mehrere
Partikel in einem Plattchen enthalten zu sein (Abbildung 33E). Somit kénnte hier auch von
einer Partikelfusion gesprochen werden, die allerdings deutlich spater auftrat oder
moglicherweise weniger offensichtlich war, als bei pH 7. Eine Erklarung hierfir kénnte der
Protonierungszustand des Puffers sein, der bei pH 7 mehr negative Ladungen aufweist und
so die Fusion durch bessere Abschirmung der Partikelladung erleichtert. SchlieRlich formten
sich Aggregate. Dieser Prozess verlief unter beiden Lagerungsbedingungen ahnlich, fuhrte
aber bei Raumtemperatur schneller zur Aggregatbildung. Dadurch waren die Aggregate hier
am Ende der Messreihe auch groRer. Diese Unterschiede spiegelten sich in den DLS-
GréRenverteilungen durch eine schnellere Anderung der PartikelgréRen bei Raumtemperatur

wider.
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Abbildung 33. Ubersicht der STEM-Mikrographien zur Langzeitstabilitit von B-Faltblatt HLHP4 bei pH 3
(10 mm Citratpuffer) und Lagerung bei 4 °C. Die Aufnahmen zeigen die Probe nach 0 Tagen (A), 1 Tag (B), 3 Tagen

(C), 5 Tagen (D, E) und 7 Tagen (F). E Bildung der Peptidplattchen nach fiinf Tagen. Einzelne Partikel sind mit
Pfeilen markiert.
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Abbildung 34. Ubersicht der STEM-Mikrographien zur Langzeitstabilitit von B-Faltblatt HLHP4 bei pH 3
(10 mm Citratpuffer) und Lagerung bei Raumtemperatur. Die Aufnahmen zeigen die Probe nach 0 Tagen (A), 1 Tag

(B), 3 Tagen (C,D), 5 Tagen (E) und 7 Tagen (F). D Sekundare Spezies nach drei Tagen. Es sind Peptidscheiben
zu sehen, in deren Mitte ein Partikel sitzt.

Auch bei pH7 verliefen die Prozesse bei beiden Lagerungsbedingungen &hnlich
(Abbildung 35, Abbildung 36). Die anfangliche Anderung in beiden GroRenverteilungen Iasst
sich durch eine rapide Fusion der Partikel erklaren, die bereits nach der Praparation begann.
Anschlieend bildeten sich im Verlauf der Messperiode immer gréfiere Fusionsobjekte. Bei
Raumtemperatur verlief der Prozess schneller, sodass nach flinf Tagen die Peptide teilweise
zu mikrometer-grof3en Schichten fusioniert waren (Abbildung 36D, markiert). Diese Strukturen

waren aufgrund ihrer Grofle vermutlich aulRerhalb des Messbereichs des DLS-Gerats.
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Interessanterweise verlief die Fusion der sub-Mikrometer Partikel aber bei beiden Proben etwa
gleich schnell, sodass sich kaum Unterschiede in den GroRRenverteilungen zeigten. Die Bildung
von Peptidschichten unter allen Bedingungen lasst sich mit dem Bicellen-Modell erklaren, da
Bicellen leicht in der horizontalen Ebene fusionieren kénnen, wodurch sich grof3flachige

Schichten bilden.['81. 182]

A “0 B Tag1 C Tag 3

1 um 1um

Abbildung 35. Ubersicht der STEM-Mikrographien zur Langzeitstabilitit von B-Faltblatt HLHP4 bei pH 7
(10 mm Citratpuffer) und Lagerung bei 4 °C. Die Aufnahmen zeigen die Probe nach 0 Tagen (A), 1 Tag (B), 3 Tagen
(C), 5 Tagen (D,E) und 7 Tagen (F). E Detail einer Partikelfusion, an der mehrere individuelle Partikel beteiligt sind.
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Abbildung 36. Ubersicht der STEM-Mikrographien zur Langzeitstabilitit von B-Faltblatt HLHP4 bei pH 7
(10 mwm Citratpuffer) und Lagerung bei Raumtemperatur. Die Aufnahmen zeigen die Probe nach 0 Tagen (A), 1 Tag
(B), 3 Tagen (C), 5 Tagen (D,E, Peptidschicht markiert) und 7 Tagen (F). E Detail einer Partikelfusion, an der
mehrere individuelle Partikel beteiligt sind.
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Die Fusionsprozesse der [-Faltblatt-Partikel sind, neben der temperaturinduzierten
Umwandlung der Sekundarstruktur der a-helikalen Konformere, mit die interessanteste
Beobachtung dieser Arbeit. Dadurch wurde verdeutlicht, dass die gleiche Peptidsequenz unter
verschiedenen Praparationsbedingungen komplett verschieden geartete Partikel bilden kann.
Wahrend beim a-helikalen Konformer eher rigide, runde und nicht-fusionierende Partikel
gebildet wurden, zeigten die B-Faltblatt-Varianten dynamische, formbare, flache Partikel.
Damit ahneln letztere eher Lipidmembranen, die zu ahnlichen Fusionsprozessen im Stande
sind.B!

Zur weiteren Untersuchung der Stabilitdt wurden die Zeta-Potentiale der Proben bei pH 3 und
pH 7 bestimmt. Dabei wurde bei pH 3 ein Zeta-Potential von { =- 2 (+ 2) mV gemessen. Dieses
Ergebnis unterstrich die Schwierigkeiten, die bei der Praparation der Proben bei pH 3
aufkamen. Es kam regelmalig zu starker Aggregation der Proben wahrend der
Ultraschallbehandlung, sodass Experimente oft wiederholt werden mussten. Zudem zeigten
diese Messungen klar, dass das Zeta-Potential fir die Assemblate von HLHP4 nicht zwingend
ein Beweis fur deren Langzeitstabilitdt, sondern eher ein Mal® fur die Praparierbarkeit der
Proben war. Denn trotz eines Zeta-Potentials von nahezu null, wiesen die Partikel bei pH 3
eine sehr gute Langzeitstabilitat auf. Ahnlich wurde fir pH7 ein Zeta-Potential von
¢ =-48 (x 5) mV bestimmt. Trotz des sehr hohen Zeta-Potentials fusionierten die Partikel mit
der Zeit, lieRen sich aber von allen Varianten am besten praparieren.

AulRerdem trat bei den B-Faltblatt-Konformeren keine Vorzeicheninvasion auf. Dies bestatigte
die zuvor geaulRerte Vermutung, dass Ethanol bei den a-helikalen Varianten die

Vorzeicheninversion des Zeta-Potentials begunstigte.

4.6.4 Zusammenfassung

In diesem Kapitel wurden Experimente im Rahmen der Charakterisierung der B-Faltblatt-
Partikel von HLHP4 diskutiert. Dabei wurde zunachst der Weg zu einer erfolgreichen
Praparation der Partikel aus den Peptidfiimen besprochen und die Versuche zur Erhéhung der
Peptidldslichkeit dargestellt. AnschlieBend wurden Experimente zur grundlegenden
Charakterisierung der Konformere mit DLS, CD-Spektroskopie, Elektronenmikroskopie und
Rasterkraftmikroskopie besprochen. AbschlieRend wurde die Langzeitstabilitat der B-Faltblatt-
Partikel untersucht und die Ergebnisse mit den Resultaten der Messungen fur die a-helikalen
Konformere verglichen. Dabei halfen die Messungen an den [-Faltblatt-Varianten einige
Vermutungen zu den a-helikalen Partikeln zu bekraftigen. So wurde erneut die Abhangigkeit
der Partikelstabilitdt von den verwendeten Puffersubstanzen aufgezeigt und die Annahme
untermauert, dass eine Verwendung von Ethanol bei der Partikelpraparation eine Inversion

des Zeta-Potentials unterstitzt.
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4.7 Wechselwirkungen der Peptidpartikel mit Gast-Molekulen

Aufgrund der vielen Gestaltungsmoglichkeiten im Design, der einfachen Synthese, der grolden
Anzahl an moéglichen Morphologien, der Reaktivitat auf externe Stimuli und der hohen
Biokompatibilitat stellt der Transport medizinisch relevanter Wirkstoffe eines der
Hauptanwendungsgebiete lipidmimetischer Peptide dar.'* 37 41. 1831 Aych die HLH-Peptide
wurden mit dem Ziel der Asnwendung in diesem Bereich designt. Daher wurde die Eignung der
HLH-Peptide zum Transport von Wirkstoffen anhand von HLHP4 untersucht. Aufgrund der
flachen Struktur und den geringen Ausbeuten bei der Praparation wurden die B-Faltblatt-
Konformere als ungeeignet fur diese Anwendungen empfunden. Der Fokus wurde daher auf
die Untersuchungen der a-helikalen Partikel bei pH 7 gelegt, da in diesem Fall eine hohe

Ausbeute an Partikel mit guter Biokompatibilitdt kombiniert werden konnte.

4.7.1 Wechselwirkung mit Gast-Molekulen

Zunachst wurde untersucht, ob hydrophobe Molekdle in die Peptidpartikel eingelagert werden.
Zu diesem Zweck wurde der umgebungssensitive Farbstoff Diphenylhexatrien (DPH) zu der
Partikelsuspension gegeben. DPH hat die Eigenschaft, in lipophile Umgebungen zu
interkalieren und nur dort zu fluoreszieren, da der Farbstoff durch die Anwesenheit von Wasser
stark gequencht wird.['®: 183 Eine Konzentration von 2 uM DPH in der Gesamtlésung erwies
sich in einer kurzen Testreihe mit verschiedenen Konzentrationen als ausreichend fur
Fluoreszenzmessungen. Untersuchungen der PartikelgroRe zeigten nur eine leichte
Beeinflussung durch die Anwesenheit des Farbstoffes (Abbildung 74). Nach der Zugabe von
DPH wurden die Proben fiir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieend das
Fluoreszenzspektrum aufgenommen. In Anwesenheit der Peptidpartikel wurden die
charakteristischen DPH-Banden bei A =405 nm, 428 nm und 454 nm beobachtet.['84 18]
Referenzmessungen ohne Peptid zeigten keine Fluoreszenz (Abbildung 37A). Somit konnte
gezeigt werden, dass DPH in die Partikel interkalierte und die Umgebung hydrophob war. Die
DPH-Fluoreszenz konnte auflerdem unter dem Fluoreszenzmikroskop visualisiert werden.
Dazu wurde die Probenlésung wie zuvor fir die elektronenmikroskopischen Aufnahmen auf
einem Kupfergrid prapariert. Eine Nachkontrastierung mit Uranylacetat war hier nicht
notwendig (Abbildung 37B).

Es sei angemerkt, dass bei den Vorversuchen eine Beeintrachtigung der Partikelstabilitat in
Abhangigkeit von der DPH-Konzentration beobachtet werden konnte. Bei Konzentrationen des
Farbstoffs Uber 5 um wurde die Partikelstabilitat signifikant verschlechtert, was sich in einer
schnellen Aggregation der Partikel innerhalb der Inkubationszeit &ulerte. Diese
Beobachtungen unterstrichen eine Wechselwirkung zwischen DPH und Peptid.

Die Enkapsulierung eines hydrophileren Molekuls wurde durch Zugabe einer 5 ym L6sung von

Esculin in Ethanol bei der Probenpraparation untersucht. Bei Esculin handelt es sich im Prinzip
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um Glucose, an die ein Coumarinmolekul kovalent gebunden ist. Als potentielles Arzneimittel
zeigt Esculin einige positive pharmakologische Eigenschaften.['8: 1871 Der Farbstoff konnte bei
einer Anregungswellenlange von 385 nm im Fluoreszenzmikroskop untersucht werden. Dazu
wurde der Farbstoff wahrend der Partikelpraparation teilweise in die Partikel eingeschlossen
und die Suspension anschlieBend auf ein Kupfergrid aufgetragen. Uberschiissiger
Fluoreszenzfarbstoff wurde durch mehrmaliges Waschen mit Wasser entfernt. In der
fluoreszenzmikroskopischen Aufnahme zeigten sich im Anschluss fluoreszierende Stellen, wie
sie auch bei der Interkalation von DPH beobachtet werden konnten und zeigten damit die

Fahigkeit der Partikel hydrophilere Molekiile zu enkapsulieren (Abbildung 75).

A

1,0 pH7

DPH mit Peptid
021 . - DPH ohne Peptid
0 O_W
380 400 420 440 460 480 500
A [nm]
Abbildung 37. A Fluoreszenzspektren der Mittelwerte von Duplikatmessungen der DPH-Fluoreszenz mit Peptid
(hellblau) und ohne Peptid (hellgrau) bei pH 7 (5 % EtOH in 1 mm Phosphatpuffer). B Fluoreszenzmikroskop-

Aufnahme der DPH-Fluoreszenz bei Interkalation in die Peptidpartikel bei pH 7. Einige Partikel sind mit Pfeilen
markiert (Kontrast angepasst, Aex = 385 nm, Belichtungszeit 200 ms).

4.7.2 \Vorversuche des Amplex® Red Assay

Die Eigenschaft der Partikel, Molekule zu enkapsulieren wurde zusatzlich Uber einen Amplex®
Red Assay getestet. Die Mehrheit der Vorversuche wurde gemeinsam mit Dominik Kus, B.Sc.
und Ana Gherasim durchgeflihrt. Dabei war es zunachst die Idee, Glucose in den Partikeln zu
enkapsulieren. Diese sollte als Substrat der Glucoseoxidase (GOx) enzymatisch zum
Gluconolacton umgesetzt werden (dieses hydrolysiert anschliefend nicht-enzymatisch zur
Gluconsaure) und das freiwerdende Wasserstoffperoxid wiederum von der
Meerrettichperoxidase (horseradish peroxidase, HRP) genutzt werden, um das farblose
Amplex® Red zum pink leuchtenten Resorufin zu oxidieren. Die Absorption des Resorufin
wurde bei einer Wellenlange von A = 568 nm verfolgt (Schema 2).[188. 189

Die Enkapsulierung der Glucose erfolgte durch Zugabe einer wassrigen, gepufferten
Glucoseldsung bei der Assemblierung der Partikel. Uberschissiger Zucker wurde durch
GroRenausschlusschromatographie (size exclusion chromatography, SEC) oder ahnliche

Methoden abgetrennt. Beim GroéRenausschluss sollten die Partikel aufgrund ihrer hohen
64



4 Ergebnisse und Diskussion

Masse direkt eluiert werden, wahrend die Glucose zurlckbleibt und erst spater eluiert wird.
Daher wurden Saulen mit einem relativ geringem Massenausschlusslimit gewahlt. Alternativ
wurden auch lonentauschersaulen getestet, in denen die Partikel aufgrund elektrostatischer
Wechselwirkungen mit der Saule zuriickgehalten werden sollten, um damit eine Abtrennung
von der ungeladenen Glucose zu erreichen. Aufgrund der Zeta-Potential-Inversion war dabei
allerdings unklar, welche Nettoladung die Partikel nach aul3en zeigen wirden. Daher wurden
sowohl anionische, wie auch kationische Saulen getestet. Nach der Abtrennung des
Glucoseuberschusses wurde nur bei Diffusion der Molekile durch die Membran eine
Umsetzung des Amplex® Red erwartet. Bei erfolgreicher Retention des Zuckers in den
Partikeln wirde durch eine Zerstérung der Partikel eine instantane Umsetzung des Amplex®

Red die erfolgreiche Enkapsulierung nachgewiesen.

B-D-Glucose D-Gluconolacton Gluconsédure
. . . OH
HO' ‘OH HO OH -
OH ' OH OH OH
+
GOx
0-0 H202 H20
V.
HO (o) OH ) HO (o] 0
T LI vone
N HRP N’
H c’go .
3 Resorufin
Amplex Red

Schema 2. Reaktionslbersicht des vollstdndigen Amplex® Red Assays. Zunachst wird B-D-Glucose von der
Glucoseoxidase unter Verbrauch von Luftsauerstoff zu b-Gluconolacton und Wasserstoffperoxid oxidiert. Wahrend
das Lacton zur Gluconsaure hydrolysiert, kann das Wasserstoffperoxid von der Meerrettichperoxidase (HRP)
genutzt werden, um Amplex® Red zu Resorufin umzusetzen. Dabei wird eine Aquivalente Wasser und Essigséure
frei.

Zu diesem Zweck wurden verschiedenste Saulen von Cytiva ohne Erfolg getestet
(Tabelle 26). In allen Fallen konnten keine signifikanten Mengen an Partikeln isoliert werden,
da das Peptid am Saulenmaterial haftete. Dies konnte gezeigt werden, als das Saulenmaterial
Uber Nacht in verdinnter Salzsaure aufgeldst und das Peptid massenspektrometrisch in der
salzsauren Lésung nachgewiesen werden konnte. Analysen des Durchflusses mittels DLS
blieben im Vergleich dazu immer ergebnislos und zeigten keinerlei Streuintensitat
(Abbildung 76A). Experimente mit reinen Peptidpartikeln ohne Zusatz des Farbstoffs lieferten

identische Ergebnisse.
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Im Anschluss wurde versucht, die Uberschissige Glucose mit Spin Konzentratoren (Sartorius
Vivaspin® 500 PES, 5 kDa MWCO) zu entfernen. Dabei sollte die Uberschissige Glucose
durch die Membran gefiltert werden und die Partikel im Ausgangsvolumen zurtickbleiben.
Durch mehrfaches Wiederholen der Zentrifugation unter Zugabe frischer Pufferlésung liel3 sich
die freie Glucose aus der Ldsung entfernen. Die restliche Konzentration an Glucose im
Uberstand konnte Uber einen quantitativen Amplex® Red Assay bestimmt werden. Nach drei
Wiederholungen wurde eine geringe Restkonzentration von etwa 0,41 uM Glucose (bei einer
Anfangskonzentration von 9 uM Glucose) im Uberstand in Lésung gemessen. Allerdings fiihrte
die wiederholte Zentrifugation zur Zerstérung der Partikel. Dies aulderte sich in der Zunahme
des Attenuator-Wertes bei der DLS-Messung, sowie der Abnahme der Korrelationskurve im
Vergleich zu der Messung vor den Zentrifugationsschritten (Abbildung 76B). Zudem zeigten
die Ubrigen Partikel nach der Zentrifugation eine deutlich geringere Stabilitat und neigten stark

zur Aggregation. Daher wurde diese Abtrennungsmethode ebenfalls verworfen.

SchlieRlich wurde der Versuchsaufbau verandert und auf eine Abtrennung des Uberschissigen
Zuckers verzichtet. Stattdessen wurde die Mdglichkeit einer zusatzlichen peptidfreien
Referenzmessung erortert. Bei erfolgreicher Retention der Glucose in den Partikeln sollte
dabei der Absorptionswert in der peptidhaltigen Losung nach kurzer Zeit einen stabilen
Endwert unter dem Wert der Referenzldsung erreichen, da in letzterer 100 % der Glucose frei
vorlage. AuRerdem sollte nachfolgend ein langsamer Anstieg des Absorptionswertes in der
peptidhaltigen Lésung auf eine Diffusion der Glucose aus den Partikeln in die Ldsung
hindeuten. Die Triebkraft fir diesen Vorgang ware ein Konzentrationsgradient Uber die
Membran, der durch die rapide Umsetzung der freien Glucose auflerhalb der Partikel
entstiinde.

Mehrere Vorversuche mit verschiedenen Konzentrationen an Enzymen, Farbstoff und Zucker
schienen zunachst vielversprechend. Allerdings deutete in allen Versuchen eine Erhdhung der
Basislinie auf eine Aggregation der Losung hin, die auch mit bloRem Auge erkennbar war
(Abbildung 77). Durch aufeinanderfolgende Zugabe der Komponenten konnte
herausgefunden werden, dass bei Zugabe von Glucoseoxidase, eine schnelle Aggregation zu
beobachten war. Warum die Enzymzugabe zu einer Aggregation fuhrte, konnte nicht
erschlossen werden.

Folglich wurde der Versuchsaufbau erneut verandert und auf den ersten Reaktionsschritt
verzichtet. Nun sollte Amplex® Red direkt in den Partikeln enkapsuliert und eine Umsetzung
durch HRP bei externer Zugabe einer Wasserstoffperoxid-Lésung erfolgen (Schema 3). Die
Enkapsulierung gelang durch Verwendung einer ethanolischen Lésung des Farbstoffs bei der
Praparation der Peptidpartikel. Als Minimalkonzentration fur Amplex® Red-Lésung in der

Reaktionsldsung wurde ein Wert um etwa 3 pM ermittelt. So sollten negative Einflisse auf die
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Partikelstabilitat durch Enkapsulierung des Farbstoffs, wie sie zuvor beim DPH beobachtet
wurden, verhindert werden. Es wurden zwei Aquivalente Wasserstoffperoxid und ein deutlicher
Uberschuss an HRP zugegeben, um eine schnelle und vollstandige Umsetzung des Amplex®

Red zu erreichen.

4.7.3 Ergebnisse des Amplex® Red Assay

H,0, H,0

N

y
HO o) OH ) HO o) o
[Swe! A o
N HRP Z
A
H,C O Resorufin

Amplex Red

Schema 3. Reaktionsiibersicht des finalen Amplex® Red Assays. Dabei wird Amplex® Red direkt in den Partikeln
enkapsuliert. Wasserstoffperoxid wird extern zugegeben und dann von der Meerrettichperoxidase (HRP)
verbraucht, um Amplex® Red zu Resorufin umzusetzen. Dabei wird je ein Aquivalent Wasser und Essigséure frei.
Ein verringerter Absorptionswert im Vergleich zu einer peptidfreien Referenz, deutet die erfolgreiche
Enkapsulierung und Retention des Farbstoffs in den Peptidpartikeln hin.

Nachdem die Konzentrationen der einzelnen Komponenten erarbeitet worden waren
(Tabelle 16), wurden drei verschiedene Bedingungen im Assay untersucht. Bei jeder Messung
wurden zunachst alle Komponenten bis auf Wasserstoffperoxid in der Kiivette vermischt und
der Absorptionswert fur zwei Minuten verfolgt. Dadurch konnte fir jede einzelne Messung eine
Basislinie erhalten werden, um den nachfolgenden Anstieg der Kurve besser zu visualisieren.
Aulerdem erlaubte diese Vorgehensweise eine genauere Bestimmung der
Absorptionsdifferenzen.

Zunachst wurde eine peptidfreie Referenzmessung durchgefiihrt, um den Absorptionswert der
vollstandig umgesetzten Amplex® Red Menge zu bestimmen. Nach der zweiminitigen
Wartezeit wurde eine Wasserstoffperoxid-Lésung zugegeben. Durch den Uberschuss an HRP
und Peroxid erfolgte der Anstieg der Absorption nach Zugabe des Peroxids rapide, sodass
eine vollstandige Umsetzung nach wenigen Sekunden erreicht wurde. Die Absorption wurde
fur insgesamt funf Minuten verfolgt, sodass sich ein konstanter Absorptionswert nach der
Umsetzung einstellen konnte. Im Anschluss wurde eine Probe mit enkapsuliertem Amplex®
Red vermessen. Hier konnte ein geringerer Absorptionswert als bei der Referenz erhalten

werden. Dies deutete auf eine erfolgreiche Enkapsulierung des Farbstoffs hin.
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In einem dritten Versuch wurden die Peptidpartikel zunachst hergestellt und dann, fir die
Messung, der Farbstoff extern zugegeben. In dieser Messung wurde ein Absorptionswert im
Bereich der Referenzmessung erhalten. Dadurch wurde sowohl die Enkapsulierung des
Farbstoffs in der vorherigen Messung bestatigt, sowie gezeigt, dass keine schnelle Diffusion
des Amplex® Red in die Partikel mdglich war. Die Ergebnisse wurden im Triplikat bestatigt,

deren Mittelwerte in Abbildung 38 dargestellt sind.

A B
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Abbildung 38. A Mittelwert der Triplettmessung von enkapsuliertem Amplex® Red (dunkelblau) im Vergleich zum
Mittelwert der Triplettmessungen der Referenzprobe (grau). B Mittelwert der Triplettmessung bei externer Zugabe
des Farbstoffs (hellblau) im Vergleich zur Referenzreaktion (hellgrau).

Es ist zu beachten, dass die Messungen mit Peptid aufgrund der Lichtstreuung an den Partikeln einen groRReren
Fehler aufweisen, als die Referenzmessung.

Die UV/Vis-Spektren der jeweiligen Messungen unterstrichen die Ergebnisse des Assays. In
allen Fallen war die charakteristische Absorptionsbande des Resorufin um A =570 nm zu
beobachten. Allerdings wies alleinig die Messung mit enkapsuliertem Farbstoff eine diskrete
zweite Bande bei A = 579 nm auf. Diese stimmt in der Position mit anderen Systemen aus der
Literatur Uberein, in denen die Enkapsulierung von Resorufin in, z.B. Cyclodextrinen,
Tetralactamen und anderen Kafigstrukturen, sowie Micellen, beobachtet wurde.['9%-1%31 |m
Gegensatz dazu war im UV/Vis-Spektrum der externen Zugabe das Signal bei A = 571 nm
durch leichte Wechselwirkungen mit den Partikeln verbreitert, zeigte aber keine zweite Bande

bei héheren Wellenlangen.
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Abbildung 39. A Reprasentative UV/Vis-Spektren der Referenzreaktion des Amplex® Red Assay vor Zugabe der
Peroxid-L6sung (griin) und nach Zugabe der Peroxid-Losung (blau). B Reprasentative UV/Vis-Spektren der
Reaktionslosung mit enkapsuliertem Farbstoff vor der Peroxid-Zugabe (griin) und nach der Zugabe (blau). Es ist
eine zusatzliche Bande bei A =580 nmin allen Messungen nach der Zugabe zu erkennen. C Reprasentative
UV/Vis-Spektren der Reaktionsldsung bei externer Zugabe von Amplex® Red. Die Spektren vor der Peroxid-
Zugabe sind griin dargestellt, die Spektren nach der Zugabe sind blau. Im Vergleich zur Enkapsulierung ist nur ein
Maximum nach der Zugabe des Wasserstoffperoxids zu erkennen.

4.7.4 Zusammenfassung

In diesem Kapitel wurden Wechselwirkungen der HLHP4 Partikel mit verschiedenen
Gastmolekulen beleuchtet. Die Existenz einer hydrophoben Umgebung in den Partikeln konnte
erfolgreich Uber Interkalation des umgebungssensitiven Farbstoffs DPH nachgewiesen
werden. Dessen Fluoreszenz bei Zugabe zu der Partikelldsung konnte sowohl im
Fluoreszenzspektrometer, als auch unter dem Mikroskop beobachtet werden. In Hinblick auf
die Anwendung der Partikel zur Enkapsulierung verschiedener Moleklle wurde das
Enkapsulierungsvermoégen der Peptidpartikel in einem Amplex® Red Assay untersucht. Dabei
wurden zundchst die Schwierigkeiten bei der Entwicklung des Assays dargelegt und
anschlielend die Ergebnisse des erfolgreichen Assays diskutiert. Mit Hilfe von
Absorptionsmessungen und UV/Vis-Spektroskopie konnte gezeigt werden, dass sich Amplex®

Red enkapsulieren Idsst und auch in den Partikeln gehalten werden kann.
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4.8 Anderung der Membranfluiditit der HLHP4-Partikel

In Kapitel 4.1 wurden verschiedene Moglichkeiten der Modifikation des grundlegenden Helix-
Loop-Helix-Motivs beschrieben. Dazu gehéren unter anderem Modifikationen der beiden
hydrophoben Helices. Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, wie sich das Ersetzen eines
Leucins durch ein Prolin in einem der hydrophoben Segmente auf die Assemblate auswirkt.
Durch Prolin sollte ein Knick in der Peptidkette induziert werden, wodurch das Verhalten
ungesattigter Fettsauren nachgeahmt wirde, deren Doppelbindungen ebenfalls zu einem
Knick in der Fettsdurekette flihren.!" 3 491 Entsprechend wurde eine Zunahme der GroRRe der
Partikel aufgrund des erhdhten Raumbedarfs der modifizierten Variante erwartet. AuRerdem
wurde eine Zunahme der Membranfluiditat erwartet, da die veradnderte dreidimensionale
Struktur zusatzlich die Starke der Wechselwirkungen zwischen den einzelnen Monomeren
abschwachen sollte. Diese Schwachung der Wechselwirkungen ware vergleichbar mit einer
Erniedrigung der Phaseniibergangstemperatur bei Lipiden mit ungeséattigten Bindungen.[: 3.4
HLHP4.1 lie} sich mit den zuvor etablierten Protokollen ohne Probleme synthetisieren und
aufreinigen. Im Vergleich zu HLHP4 zeigte sich eine leicht verbesserte Wasserldslichkeit.
HLHP4.1 wurde nicht ohne Zusatz der Stammverbindung HLHP4 assembliert, da auch in der
Natur ungeséttigte Fettsduren meist nicht ausschlieRlich in den Membranen vorkommen.': 3
Es wurden Mischungen mit der Stammverbindung HLHP4 mit 10 mol-%, 5 mol-% und
2,5 mol-% HLHP4.1 hergestellt. Dazu wurden die Peptide in HFiP angeldst und anteilig,
basierend auf den Stoffmengenverhaltnissen, vermischt. Die Partikel wurden zunachst
basierend auf Protokoll B in pH 7 assembliert. Zum einen bildete HLHP4 unter diesen
Bedingungen stabile Partikel, die sich ohne Probleme herstellen lieRen. Zum anderen war es
interessant zu untersuchen, wie sich der Prozess der Partikelfusion unter diesen neuen
Bedingungen verandern wurde.

In allen drei Fallen konnten Partikel erhalten werden (Abbildung 40A). Die hydrodynamischen
Durchmesser waren dabei alle grof3er als bei den reinen Partikeln von HLHP4 (dy = 114 nm)
und nahmen schrittweise mit zunehmendem Anteil an HLHP4.1 weiter zu. Diese
Beobachtungen bestatigten die Vermutungen hinsichtlich der Auswirkungen eines geknickten
hydrophoben Segments auf die Grof3e der Assemblate. Die schrittweise Zunahme der GroRe
zeigte, dass die PartikelgroRRe, wie vermutet, ungefahr proportional mit der Menge an HLHP4.1
in der Membran zunahm. Die Stabilitat der Partikel war durch den Zusatz von HLHP4.1
ebenfalls, wie erwartet, vermindert. Allerdings war der Stabilitdtsverlust unerwartet stark,
sodass die Partikel selbst bei einem sehr geringen Anteil von 2,5 % HLHP4.1 Uber Nacht
aggregierten, wie es die Zunahme der hydrodynamischen Durchmesser belegt
(Abbildung 40B). Dennoch konnte die Vermutung einer erhdhten Membranfluiditét bestatigt

werden.
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Abbildung 40. A Mittelwerte der Triplettmessungen der Partikelgroen von Mischungen von HLHP4 mit
verschiedenen Anteilen HLHP4.1 bei pH 7 (10 mm Citratpuffer). Es ist eine VergroRerung der Partikel mit
zunehmendem Anteil an HLHP4.1 messbar. B GrofRenverteilungen der gleichen Proben nach Lagerung Gber Nacht
bei Raumtemperatur. Es ist eine deutliche Zunahme aller Grof3en aufgrund von Partikelaggregation sichtbar.

Alle Verteilungen stellen die Gréfenverteilung nach Intensitat dar.

Die geringe Stabilitdt der Partikel lie3 sich in elektronenmikroskopischen Aufnahmen
bestatigen (Abbildung 41). Obwohl alle Aufnahmen direkt nach Praparation der Partikel
erfolgten, lieRen sich in keinem Fall Partikel erkennen. Stattdessen konnten nur Aggregate
verschiedenster GroRen beobachtet werden. Besonders eindrucksvoll zeigte sich die schnelle
Aggregation der Partikel in einer Aufnahme der Probe mit 5 % HLHP4.1 (Abbildung 78). Hier
lieRen sich bereits nach der Praparation Peptidschichten mit Ausmalien von mehreren
Mikrometern beobachten, wie sie bei der Probe von reinem HLHP4 nur nach finf Tagen

Lagerung bei Raumtemperatur auftraten.
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Abbildung 41. STEM-Mikrographien der Mischungen von HLHP4 mit HLHP4.1 bei verschiedenen Anteilen der
geknickten Variante direkt nach der Praparation bei pH 7 (10 mwm Citratpuffer). A Mischung aus 10 % HLHP4.1 mit
HLHP4. B Mischung aus 5 % HLHP4.1 mit HLHP4. C Mischung aus 2,5 % HLHP4.1 mit HLHP4. Auf keiner
Aufnahmen sind intakte Partikel zu erkennen.

1pm

Die Experimente mit HLHP4.1 implizierten schwache intermolekulare Wechselwirkungen in
der Membran der B-Faltblatt-Partikel von HLHP4, da geringe Mengen an HLHP4.1 bereits
sichtbare Auswirkungen auf die Partikelstabilitat hatten. Allerdings unterstrich diese Erkenntnis

die Beobachtung der Partikelfusion im Vergleich zu den a-helikalen Konformeren.
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4.9 Modifikationen der Loop-Sequenz

Eine weitere Méglichkeit zur Modifikation besteht in Anderungen des Schleifensegments.
Optionen umfassen Anderungen der L&nge, der Sequenz, der Peptidladung oder
Dekorationen der hydrophilen Aminosauren. Aus den vielen verschiedenen Optionen wurden
im Rahmen dieser Arbeit zunachst Modifikationen der Sequenz und der Lange der Schleife
untersucht.

Dazu wurden die beiden Peptide HLHP5 und HLHP6 hergestellt. Bei HLHP5 wurden die vier
Arginine in der Schleife durch vier Lysine ersetzt. Durch eine Anderung der funktionellen
Gruppe der Seitenkette werden Unterschiede im Vermogen der Peptide zur Ausbildung von
Wasserstoffbriickenbindungen erwartet.['32 13

Fir HLHP6 wurde die Arginin-haltige Sequenz zu Grunde gelegt. Allerdings wurde diese
Schleife um eine Einheit auf finf Arginine verlangert. Folglich sollte der Biegeradius der
Hufeisenform verringert werden und es zur Bildung kleinerer Partikel kommen.
Untersuchungen an HLHPS5 und HLHP6 wurden teilweise gemeinsam mit Charlotte Helm,
B.Sc. durchgefihrt.

4.9.1 Grundlegende Charakterisierung

Mit den optimierten Synthese- und Aufreinigungsprotokollen lieRen sich beide Peptide in hoher
Reinheit herstellen und isolieren (Abbildung 60, Abbildung 61). Beide Varianten teilten den
sehr hydrophoben Charakter von HLHP4 und wiesen eine schlechte Wasserldslichkeit auf.
Entsprechend wurden beide Peptide mit der Praparationsmethode unter Verwendung von
Ethanol assembliert und die resultierenden Strukturen mit den gleichen Methoden wie bei
HLHP4 bei pH 3 und pH 7 untersucht. Die erhaltenen Daten werden im Folgenden direkt im
Vergleich mit den Ergebnissen der entsprechenden Messungen von HLHP4 dargestellt.

Im Allgemeinen ahnelten die GréRenverteilungen der beiden Varianten denen von HLHP4
(Abbildung 42). Alle hydrodynamischen Durchmesser lagen in einem ahnlichen Wertebereich
zwischen 20 nm bis 900 nm. Die intensitatsverteilten DLS-Diagramme zeigten sowohl im
sauren wie auch im neutralen Milieu einen ausgepragteren bimodalen Charakter fur HLHP5S
und HLHP6. Beide Varianten bildeten groRRere Partikel als HLHP4.

Bei Betrachtung der GroRenverteilungen nach Anzahl lieR sich aber erkennen, dass die
PartikelgroRen in allen Fallen nahezu identisch waren und die Werte grotenteils in einem
Bereich unter 100 nm lagen (Abbildung 79). Dennoch waren die Werte der beiden Arginin-
haltigen Peptide in einem ahnlichen Bereich gruppiert (pH 3: um die 55 nm, pH 7: um die
30 nm), wahrend die Messwerte von HLHP5 eher abwichen. Im sauren Milieu waren die
Partikel von HLHP5 kleiner und bei neutralem pH-Wert groRer. Folglich schien die
PartikelgroRe eher durch die Zusammensetzung der hydrophilen Schleife als durch deren

Lange beeinflusst zu sein. Interessanterweise lief3 sich fir HLHP6 bei pH 7 eine bimodale
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Verteilung erkennen, sodass hier zwei Gruppen von Partikeln mit unterschiedlichen Gréen
vorzuliegen schienen. Allerdings waren die Grolkenwerte bei pH 3 quasi identisch mit den von
HLHPA4. Eine signifikante Auswirkung der Verlangerung des hydrophilen Segments lasst sich

somit nicht begriinden.
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Abbildung 42. A GroRenverteilungen nach Intensitat fur Partikel von HLHP4 (blau), HLHP5 (rot) und HLHP6
(violett) direkt nach der Praparation bei pH 3 (5 % EtOH in 10 mm Citratpuffer). B GroRenverteilungen nach
Intensitat fir Partikel von HLHP4 (hellblau), HLHP5 (orange) und HLHP6 (pink) direkt nach der Praparation bei
pH 7 (5 % EtOH in 1 mm Phosphatpuffer).

Dargestellt sind Mittelwerte von Triplettmessungen einer reprasentativen Probe.

Die Sekundarstrukturanalyse zeigte fur beide Varianten bei beiden pH-Werten eine a-helikale
Sekundarstruktur (Abbildung 43).7-1491 Die CD-Spektren der beiden Arginin-Varianten
ahnelten sich im Kurvenverlauf und auch im Verhaltnis der Minima, wahrend die CD-Spektren
von HLHPS in Bezug auf das Verhaltnis der beiden Minima abwichen. Bei HLHP4 und HLHP6
lie® sich eine starkere Helix-Wechselwirkung bei pH 3 beobachten, wahrend die Verhaltnisse
bei HLHP5 genau umgekehrt waren und die Helix-Interaktion im neutralen Milieu zunahm.
Dennoch zeigte HLHPS5 eine geringere a-Helizitat. Tabelle 4 zeigt die berechneten Werte fur
das Verhaltnis 222 nm / 208 nm fir alle sechs CD-Spektren.

Tabelle 4. Verhaltnis 222 nm zu 208 nm der Minima der a-Helix fir HLHP4, HLHP5 und HLHP6. Die Werte wurden
aus den CD-Spektren aus Abbildung 43 bei pH 3 und pH 7 berechnet.

Verhaltnis 222 nm / 208 nm

Peptid pH 3 pH7
HLHP4 1,13 0,86
HLHP5 0,84 0,98
HLHP6 1,06 0,83
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4 Ergebnisse und Diskussion

Aus den Ergebnissen der CD-Messungen liel3 sich schlussfolgern, dass, wie zu erwarten, die
Sekundarstruktur der Peptide vor allem durch die Zusammensetzung der hydrophoben
Segmente bestimmt wird. Die Zusammensetzung der hydrophilen Schleife schien aber eine
Rolle fur die Starke der Helix-Interaktionen und das Verhalten bei verschiedenen pH-Werten

Zu spielen.
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Abbildung 43. A Vergleich der CD-Spektren von HLHP4 (blau), HLHP5 (rot) und HLHP6 (violett) bei pH 3
(5 % EtOH in 10 mm Citratpuffer) direkt nach der Praparation. B Vergleich der CD-Spektren von HLHP4 (hellblau),
HLHP5 (orange) und HLHP6 (pink) bei pH 7 (5 % EtOH in 1 mm Phosphatpuffer) direkt nach der Praparation

4.9.2 Stabilitatsexperimente

Die Stabilitat beider Varianten war im Allgemeinen geringer als fir HLHP4. Dies lief3 sich zum
einen Uber die leicht verringerten Zeta-Potential-Werte beider Peptide im Vergleich zu HLHP4
zeigen (Tabelle 5).

Im Ubrigen zeigten alle drei Varianten eine Vorzeicheninversion des Zeta-Potentials, was sich
aber mit der Ahnlichkeit der drei Peptide begriinden lieR. Bereits bei der Besprechung der
Zeta-Potentiale von HLHP4 war die Vorzeicheninversion diskutiert worden. Im Vergleich mit
mehreren Literaturquellen wurde die Mdéglichkeit zur Beeinflussung des Zeta-Potentials durch
Anlagerung von Pufferionen sowie die Praparation aus Ethanol beschrieben.['71-175]

Tabelle 5. Ubersicht der Zeta-Potentiale der Partikel von HLHP4, HLHP5 und HLHP6 mit a-helikaler
Sekundarstruktur bei pH 3 und pH 7.

pH3 pH7 n-BuOH (pH 3)
HLHP4 +30(x1)mV +22(x1)mV +14(x2)mV
HLHPS +28(x1)mV +15(x4)mV ---
HLHP6 +25(xt4)mV +18(x2)mV ---

Identisch zu HLHP4 zeigten beide modifizierten Peptide eine hohere Stabilitat bei pH 3 als bei
pH 7. Die geringeren Gesamtstabilitaten beider Modifikationen zeigten sich auch in den

entsprechenden STEM-Aufnahmen (Abbildung 44, Abbildung 45). Beide Peptide
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assemblierten in runde Partikel, deren Morphologie identisch mit der der HLHP4-Partikel war.
Ebenfalls liel3 sich in keinem Fall in der Partikelform ein Unterschied zwischen pH 3 und pH 7
erkennen. Wie bei HLHP4 wiesen auch diese Partikel einen nicht-fusionierenden Charakter
auf und zeigten eine hohe Tendenz, aneinander zu haften. Allerdings neigten beide Varianten,

im Gegensatz zu HLHP4, zu einer schnellen Aggregation, die sich unabhangig vom pH-Wert

erkennen lief3.

Abbildung 44. A-C STEM-Mikrographien von HLHP5-Partikeln a-helikalen Typs direkt nach der Praparation bei
pH 3 (5 % EtOH in 10 mm Citratpuffer). D-F STEM-Mikrographien von HLHP5-Partikeln a-helikalen Typs direkt nach
der Praparation bei pH 7 (5 % EtOH in 1 mm Phosphatpuffer). Aggregate sind beispielshaft mit Pfeilen markiert.

Abbildung 45. A-C STEM-Mikrographien von HLHP6-Partikeln a-helikalen Typs direkt nach der Praparation bei
pH 3 (5 % EtOH in 10 mm Citratpuffer). D-F STEM-Mikrographien von HLHP6-Partikeln a-helikalen Typs direkt nach
der Praparation bei pH 7 (5 % EtOH in 1 mm Phosphatpuffer). Aggregate sind beispielshaft mit Pfeilen markiert.
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Dabei bildete HLHP5 grofiere Aggregate als HLHP6. Nach Lagerung der Proben Gber Nacht
bei 4 °C und Raumtemperatur liel sich in allen Fallen unter dem Elektronenmikroskop eine
zunehmende Aggregation beobachten (Abbildung 80). Fir HLHP6 bei pH 3 war diese
Zunahme am geringsten, fir HLHP5 unter beiden Lagerungsbedingungen am groften. Eine
Verdlnnung der Probe auf 50 % der Ausgangskonzentrationen konnte die Aggregation nicht
unterdriicken, wie an einem Beispiel gezeigt werden konnte (Abbildung 81). Es wurde lediglich
die Anzahl der Partikel auf dem Substrat verringert, wahrend die verbleibenden Partikel noch
immer zur Aggregation neigten.

Durch die hohere Instabilitit der Partikel lieR sich auch eine schnellere Anderung der
Sekundarstruktur hin zu mehr B-Faltblatt-Anteil erwarten. Tatsachlich konnte in drei von vier
Fallen ein sichtbarer Anteil an B-Faltblatt-Sekundarstruktur nachgewiesen werden, wenn die
Anderung der Sekundarstruktur Uber 24 Stunden bei Raumtemperatur mit dem CD-
Spektrometer verfolgt wurde (Abbildung 46). Dazu wurden Uber einen Tag hinweg, alle 30
Minuten 10 CD-Spektren der Peptide aufgenommen, wahrend die Lésung in der Klvette
gelagert wurde. Erneut zeigte sich, wie bei HLHP4, der Trend einer erhéhten Stabilitat bei
pH 3. Eine Ausnahme in dieser Messreihe bildete HLHP6 bei pH 3, dessen Sekundarstruktur
sich nicht veranderte. Als Folge deutlicher Prazipitation des Peptids wahrend der
Partikelpraparation, wurde fir die Messungen von HLHP6 bei pH 3 der verbleibende
Uberstand verwendet. Dadurch erklaren sich die, im Vergleich zu anderen Messungen,
verringerten Signalintensitaten in allen CD-Spektren.

AnschlielRend wurden sowohl fir HLHP5 als auch fir HLHP6 die Experimente zur temperatur-
induzierten Umwandlung der Sekundarstruktur durchgefuhrt (Abbildung 82, Abbildung 83). Ziel
war es, zu untersuchen, ob auch hier eine temperaturabhangige Umwandlung zur -Faltblatt-
Sekundarstruktur erfolgt. Es wurden ahnliche Ergebnisse wie fir HLHP4 erhalten. In allen
Fallen wandelte sich die Sekundarstruktur beim Erhitzen zum B-Faltblatt um. Die Umwandlung
war irreversibel, was durch Prazipitation des Peptids optisch zu erkennen war und auch durch
Messungen der Sekundarstruktur nach dem Abkuhlen der Lésung auf Raumtemperatur
gezeigt werden konnte. Allerdings unterschieden sich die Peptide in den
Umwandlungstemperaturen. Dem bisherigen Trend folgend, zeigten beide Varianten wie auch
HLHP4 bei pH 3 eine héhere Umwandlungstemperatur und waren somit im sauren Milieu
stabiler. Zudem wurden die Ergebnisse aus der elektronenmikroskopischen Analyse bestatigt,
da im Vergleich der drei Peptide die Partikel aus HLHP5 am instabilsten waren. Eine Ubersicht

der Umwandlungstemperaturen ist in Tabelle 6 gezeigt.
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Abbildung 46. A-B 24 h CD-Messungen der Partikel von a-helikalem HLHP5 bei pH 3 (A, 5 % EtOH in 10 mm
Citratpuffer) und pH 7 (B, 5 % EtOH in 1 mm Phosphatpuffer). C-D 24 h CD-Messungen der Partikel von a-helikalem
HLHP®6 bei pH 3 (C, 5 % EtOH in 10 mm Citratpuffer) und pH 7 (D, 5 % EtOH in 1 mm Phosphatpuffer). Aufgrund
signifikanter Prazipitation wahrend der Partikelpraparation sind die Signalintensitaten bei C deutlich verringert. Alle
Spektren wurden in 30 Minuten Intervallen Uber einen Zeitraum von 24 Stunden bei Raumtemperatur

aufgenommen.

Tabelle 6. Umwandlungstemperaturen von HLHP4, HLHP5 und HLHP6 bei pH 3 und pH 7, wie sie aus den CD-

Spektren erhalten werden konnten.

pH 3

pH7

HLHP4 50 °C
HLHPS5 45°C
HLHP6 50 °C

45°C-50°C
40 °C
40°C-45°C

Interessant war hier erneut die Messung von HLHP6 im sauren Milieu. Die Umwandlung

begann bei 50 °C, zeigte aber im Vergleich zu allen anderen Messungen eine langsamere

Anderung der Sekundarstruktur mit zunehmender Temperatur (Abbildung 83A,B).
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4.9.3 Schlussfolgerungen

Der Vergleich der Peptide HLHP4, HLHP5 und HLHP6 lieferte einige Einblicke in die Sequenz-
Funktion-Beziehungen der HLH-Peptide. Zum einen wurde fir alle drei Varianten eine erhéhte
Stabilitat bei pH 3 beobachtet. Wie bereits in Kapitel 4.5.1 diskutiert wurde, kénnten diese pH-
spezifischen Unterschiede durch eine stabilisierende Wirkung der Citrationen und eine erhdhte
Pufferkonzentration bei pH 3 erklart werden. Fir HLHP4 und HLHPG6 lielRen sich zusatzlich
starkere Helix-Interaktionen im sauren Milieu beobachten, die zu einer weiteren Stabilisierung
beitragen konnten.

Die wiederum geringeren Werte der a-Helizitat bei HLHPS unterstrichen eine weitere
Beobachtung hinsichtlich der Partikelstabilititen der einzelnen HLH-Peptide. Und zwar
nahmen diese im Vergleich unter identischen Bedingungen in der Reihenfolge HLHP4 >
HLHP6 > HLHPS5 ab. Dieser Trend zeigte sich neben den CD-Messungen, auch in der Abfolge
der Zeta-Potential-Werte und in der elektronenmikroskopischen Analyse. Die hdhere Stabilitat
der Partikel der Arginin-haltigen Peptide lasst sich vermutlich mit der erhéhten Fahigkeit der
Guanidinium-Gruppe zur Ausbildung von intermolekularen Wechselwirkungen im Vergleich zu
einem primaren Amin begriinden.!'32 1331 Somit bestatigten sich die zu Beginn des Kapitels
geauBerten Erwartungen hinsichtlich einer Anderung der funktionellen Gruppe des
hydrophilen Segments.

Die Stabilitatsunterschiede zwischen HLHP4 und HLHP6 kénnen mit der Lange der Schleife
begriindet werden. Auch wenn sich aus den Experimenten die erwartete Verkleinerung der
Partikel nicht eindeutig herleiten liel3, erhdhte eine zusatzliche Arginin-Einheit in der Schleife
zwangsweise die elektrostatische Abstoflung. Dies fuihrte im Folgenden zu einer erhdhten
Instabilitat der Partikel, die sich bei pH 7 eindeutig in den Stabilitdtsmessungen aullerte. Bei
pH 3 spiegelte sich eine erhdhte Instabilitat wahrend der Partikelpraparation und in der
deutlichen Prézipitation des Peptids wider. Die verbleibenden Partikel im Uberstand zeigten
anschlieltend eine sehr gute Stabilitdt. Eine Erklarung dafir konnte nicht gefunden werden.
AulRerdem blieb die Frage offen, ob eine Prazipitation von HLHP6 unter sauren Bedingungen

durch eine Anpassung der Praparationsmethode hatte vermindert werden konnen.
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4.9.4 Innere Struktur der HLH-Peptidpartikel
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Abbildung 47. STEM-Mikrographie einer Probe von a-helikalen HLHP5-Partikeln bei pH 7 (5 % EtOH in 1 mm
Phosphatpuffer) direkt nach der Praparation. Die Pfeile markieren einige becherférmige Strukturen, die auf diesem
Substrat in groBer Anzahl beobachtet werden konnten.

Wie in Abschnitt 2.3 gezeigt wurde, kdnnen amphiphile Molekule zu Vesikeln assemblieren
oder eine FlUssig-Flussig-Phasentrennung (LLPS) eingehen. Einen Hinweis zum inneren
Aufbau der HLH-Partikel lieferte eine Beobachtung von HLHPS bei pH 7 (Abbildung 47). In
dieser Probe konnten in groRem Ausmald becherférmigen Strukturen beobachtet werden, die
im Allgemeinen bei Liposomen unter dem Elektronenmikroskop gefunden werden konnen. [
162,1631 Somit deuteten die Aufnahmen fiir dieses Peptid unter diesen Bedingungen auf einen
Hohlraum in der Mitte der Struktur, d.h. einen vesikularen Charakter, hin. Ahnliche Strukturen
konnten zwar fur HLHP4 und HLHP6 nicht beobachtet werden. Jedoch zeichneten sich deren
Partikel durch eine hohere Stabilitdt der Membran aus, die mdglicherweise einem Kollaps
unter reduziertem Druck widerstehen kénnen.

Einen weiteren Hinweis auf den vesikularen Aufbau lieferte der nicht-fusionierende Charakter
der Peptidpartikel, da bei einer LLPS im Allgemeinen eine Fusion der Kondensate beobachtet
werden kann. Diese kann zwar durch eine Reifung der Partikel und nachfolgende Verhartung
der Kondensate unterbunden werden.% 6% 621 Dg allerdings bei den HLH-Peptiden mit a-
helikaler Sekundarstruktur keine Partikelfusion zu beobachten war und die PartikelgroRen aus
den STEM-Mikrographien nach der Praparation mit den DLS-Messungen Ubereinstimmten,
musste hier ein instantaner Reifeprozess stattgefunden haben. Wiederum bendtigen selbst
sehr aggregationsneigende Peptide mehrere Stunden fiir den Reifeprozess,®? weshalb eine

instantane Reifung eher unwahrscheinlich ist. Zudem konnten in den STEM-Mikrographien der
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Langzeitmessungen keine Hinweise auf Amyloid- oder ahnliche fibrillare Strukturen gefunden

werden, die auf einen fortschreitenden Reifeprozess hindeuten wiirden. 53 62. 65

4.9.5 Zusammenfassung

In diesem Kapitel wurden Experimente zu zwei Varianten von HLHP4 mit veranderter Loop-
Sequenz vorgestellt und mit diesem verglichen. Die Peptidpartikel wurden daflir aus Ethanol
prapariert. Es wurden DLS- und CD-Daten diskutiert und auch die Stabilitat der verschiedenen
Partikel mit Hilfe von Zeta-Potential-Messungen, STEM-Aufnahmen und Langzeit-CD
Messungen untersucht. Im Anschluss wurden Schlussfolgerungen aus den Messungen in
Bezug auf Sequenz-Funktion-Beziehungen der Peptidpartikel gezogen, Grinde fir die
unterschiedlichen Stabilititen der Peptide diskutiert, sowie Hinweise auf einen vesikularen

Charakter der Partikel dargelegt.
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Das Feld der peptidbasierten Lipidmimetika ist von linearen amphiphilen Peptiden, die in
unterschiedliche dreidimensionale Strukturen assemblieren, dominiert.[28: 29 31. 3472, 73] Dje
lineare Struktur limitiert jedoch die Modifizierbarkeit der Morphologien. Daher war es das Ziel
dieser Arbeit, das Feld der amphiphilen Peptide, um einen komplexeren Baustein zu erweitern
und die Sequenz-Funktion-Beziehungen der resultierenden Peptidpartikel zu untersuchen. Als
Grundlage wurde das Helix-Loop-Helix (HLH)-Motiv gewahlt, das durch zwei hydrophobe
Segmente gekennzeichnet ist, die Uber eine hydrophile Schleife zu einer hufeisenformigen
Struktur verbunden sind (Abbildung 48). Diese amphiphile Struktur ahmt den Aufbau von
Membranlipiden nach.®! Das HLH-Motiv ist ausreichend komplex, um Uber eine Vielzahl an
Stellschrauben die Morphologie der zu erwartenden Partikel zu modifizieren. Dazu gehoéren
unter anderem Anpassungen in Lange und Art der hydrophoben Aminosaure in einem oder
beiden hydrophoben Segmenten. Erhéhungen der Membranfluiditat lieRen sich potenziell
durch Einbau von Prolinen in die hydrophoben Segmente erreichen. Die Gréle der Partikel,
Reaktion auf externe Stimuli und Gesamtladung der Assemblate kdnnen durch Modifikationen
und Dekoration der hydrophilen Einheit gesteuert werden. Ein Blick in die Literatur zeigt zudem
die Einzigartigkeit dieses Motivs in der Verwendung als Baustein amphiphiler Lipidmimetika.
Einzig Lieberg und Aili publizierten Arbeiten zur Selbstassemblierung von HLH-Peptiden.['?
1281 Diese Peptide waren allerdings im Gegensatz zu den Sequenzen in dieser Arbeit nicht
vollstédndig de novo konstruiert.

Es wurde eine kleine Bibliothek an HLH-Peptiden aufgebaut, die in Tabelle 7 gezeigt ist.

Tabelle 7. Ubersicht der Peptidsequenzen, die in dieser Arbeit untersucht wurden.

Peptid Sequenz
HLHP1 Ac-AAA AAA AAA GPRR

AAA AAA AAA-NH,
HLHP1.1 Ac-AAA PAA AAA GPRR AAA AAA AAA-NH,
HLHP2 Ac-AAA AAA AAA GPRRR AAA AAA AAA-NH,
HLHP2.1 Ac-AAA PAA AAA GPRRR AAA AAA AAA-NH,

HLHP3.1 Ac-AAA PAA AAA GPRRRR AAA AAA AAA-NH

HLHP4 Ac-LLL LLL LLL GPRRRR LLL LLL LLL-NH;

HLHP4.1 Ac-LLL PLL LLL GPRRRR

G
G
G
G
HLHP3 Ac-AAA AAA AAA GPRRRR G AAA AAA AAA-NH;
G
G
G LLL LLL LLL-NH;
G

HLHP5 Ac-LLL LLL LLL GPKKKK LLL LLL LLL-NH;

HLHP6 Ac-LLL LLL LLL GPRRRRRG LLL LLL LLL-NH;

Die Synthese der Peptide gelang unter Minimierung der Aggregation mittels Mikrowellen-
unterstitzter Festphasenpeptidsynthese (SPPS) und der doppelten Kupplung aller
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Aminosauren. Zusatzlich wurden Aminosauren ohne Seitenketten-Schutzgruppe bei 105 °C
gekuppelt und ein weiterer Waschschritt zwischen den Kupplungen eingefiihrt. Probleme bei
der Loslichkeit der Rohpeptide wurden durch Verwendung von 1,1,1,3,3,3-
Hexafluoroisopropanol (HFiP) als Losungsmittel umgangen. Unter der Verwendung von HFiP
und Methanol konnten Lésungsmittelgemische fir eine erfolgreiche chromatographische
Aufreinigung der Rohpeptide auf C4-Umkehrphasensaulen entwickelt werden, sodass
beinahe alle Peptide in Reinheiten von Uber 98 % erhalten werden konnten.

Die Peptide wurden auf ihre Selbstassemblierung mittels Dynamischer Lichtstreuung (DLS),
Circulardichroismus (CD)-Spektroskopie, Elektronenmikroskopie und Rasterkraftmikroskopie
(RKM) untersucht. Aufgrund der besseren Wasserloslichkeit wurden zunachst Alanin-haltige
HLH-Peptide untersucht. Diese bildeten allerdings keine stabilen Partikel und konnten mittels
Elektronenmikroskopie nicht abgebildet werden.

Peptidpartikel aus den Leucin-haltigen Peptiden wurden Uber zwei verschiedene Protokolle
prapariert. Ausgangpunkt beider Methoden war ein Peptidfilm im Reagenzglas, der aus einer
Lésung des Peptids in HFiP prapariert wurde. In der meist verwendeten Praparationsmethode
wurde das Peptid durch Zugabe von EtOH zum Film resolvatisiert. Die Selbstassemblierung
erfolgte nach Zugabe einer wassrigen Pufferldosung spontan. Die alternative
Praparationsmethode B umfasste die Zugabe 80 °C heiRen Wassers und 80 °C heillen
Puffers. Die Selbstassemblierung in Peptidpartikel erfolgte unter anschlieRender
Ultraschallbehandlung. Je nach Praparationsmethode wurden Peptidpartikel mit a-helikaler
Sekundarstruktur oder B-Faltblatt-Sekundarstruktur erhalten  (Abbildung 48), die

unterschiedliche Morphologien aufwiesen.
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Abbildung 48. Schematische Darstellung der mdglichen Sekundarstrukturen, die, je nach Préparationsmethode,
aus den Leucin-Varianten der HLH-Peptide erhalten werden kdonnen. Zusatz von Ethanol flihrte zu a-helikaler
Sekundarstruktur (blau). Ultraschall ohne Zusatz von Ethanol in wassrigem Puffer resultierte in einer p-Faltblatt-
Sekundarstruktur (griin). Schematische Zeichnungen © Morten Mosbach, M.Sc. wurden fir diese Arbeit zur
Verfligung gestellt. Schematische dreidimensionale Darstellungen der Partikel wurden mit Blender erstellt.
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Der hohe pKs-Wert von Arginin!'*2 erlaubte Messungen der assemblierten Strukturen bei pH 3
und pH 7 ohne signifikante Anderungen der Partikelladung und einer einhergehenden
Verminderung des amphiphilen Charakters. Die Partikelgré3en in Lé6sung konnten mittels DLS
bestimmt werden. Fir das a-helikale HLHP4-Konformer ergaben sich bei pH 3 und pH 7
PartikelgroRen zwischen 20 nm und 700 nm (Abbildung 49A). Eine Korrektur nach Anzahl
erlaubte eine realistischere Darstellung der Grolienverhaltnisse und zeigte unter beiden
Bedingungen Partikel mit Grélien von Gberwiegend < 100 nm (Abbildung 49B). Die a-helikale
Sekundarstruktur der Peptide konnte in beiden Fallen durch CD-Spektroskopie bestatigt
werden (Abbildung 49C). Das Verhaltnis der Minima (222 nm /208 nm) offenbarte eine

starkere Helix-Interaktion im sauren Milieu.['53-15%]
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Abbildung 49. A GréRenverteilungen der a-helikalen Partikel von HLHP4 nach Intensitat. Messungen wurden bei
pH 3 (dunkelblau, 5% EtOH in 10 mm Citratpuffer) und pH 7 (hellblau, 5 % EtOH in 1 mm Phosphatpuffer)
durchgefiihrt. Dargestellt sind Mittelwerte der Triplikate reprasentativer Messungen. B Verteilung nach
Teilchenanzahl der gleichen Messungen. C Reprasentative CD-Spektren bei pH 3 (dunkelblau) und pH 7 (hellblau).
D, E STEM-Mikrographien der a-helikalen HLHP4-Partikel direkt nach der Praparation bei pH 3 (D) und pH 7 (E).
F Dreidimensionale RKM-Aufnahme (1,5 x 1,5 um) der Peptidpartikel bei pH 7 mit zugehérigem Hoéhenprofil der
Partikel 1-3.

Die Morphologie  der Partikel wurde  zunachst  mittels Raster- und
Transmissionselektronenspektroskopie (scanning and transmission electron microscopy,
STEM) untersucht. Die Peptide assemblierten in sphéarische Partikel, deren Durchmesser
grofitenteils unter 100 nm lag und damit die DLS-Messungen bestatigte (Abbildung 49D,E).
Es lieBen sich keine pH-spezifischen Unterschiede erkennen. Die Partikel neigten im
Allgemeinen dazu, aneinander zu haften. Nach Immobilisation der Partikel auf Muskovit-
Substrat konnte die dreidimensionale Struktur der Partikel mittels RKM untersucht werden
(Abbildung 49F). Die GroRen der Partikel korrelierten mit den Ergebnissen der STEM-
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Messungen. Ein Partikelkollaps, wie er oft bei Liposomen beobachtet werden kann, konnte
weder durch STEM noch RKM gezeigt werden (Abbildung 19).[1%%: 1621631 Dgher lieR sich flr
HLHP4-Partikel auf eine hohe Rigiditat der AuRenhdlle oder das Fehlen eines grof3en inneren
Hohlraums schlief3en.

Die Langzeitstabilitdt der Partikel wurde Uber den Zeitraum von einer Woche beobachtet.
Dabei wurden Partikelsuspensionen bei beiden pH-Werten sowohl bei 4 °C, als auch bei
Raumtemperatur untersucht. Die Partikelgré3e nahm durch Aggregation in unterschiedlichem
Ausmald im Laufe der Woche zu. Wahrend es bei den Proben bei Raumtemperatur zu einer
sichtbaren Aggregatbildung kam (Abbildung 70A), war der Prozess bei 4 °C deutlich
verlangsamt. Die hochste Stabilitat wurde bei pH 3 und Lagerung bei 4 °C beobachtet. Ebenso
verlief die Aggregation der Proben bei Raumtemperatur bei pH 3 langsamer (Abbildung 20).
Aggregatbildung spiegelte sich in den STEM-Mikrographien entsprechender Proben wider und
bestatigte die Messungen in Ldsung (z.B. Abbildung 23 oder Abbildung 24). Die
Stabilitatstrends wurden mit Messungen des Zeta-Potentials bestatigt. Hier wurden Werte von
¢ =+ 30 (£ 1) mV fur die Partikel bei pH 3 und Werte von { = + 22 (+ 1) mV fur die Partikel bei
pH 7 bestimmt. Ebenfalls wurde die Sekundarstruktur der Peptide Uber den Zeitraum der
Langzeitmessung mittels CD-Spektroskopie verfolgt (Abbildung 25). Einhergehend mit der
Aggregation der Peptide zeigte sich insbesondere bei den Proben bei Raumtemperatur eine
deutliche Abschwachung des a-helikalen Signals zu Gunsten eines erhdhten Anteils an f3-
Faltblatt-Sekundarstruktur.  Die  Labilitit der Sekundarstrukturen wahrend der
Langzeitmessung erdffnete Fragen hinsichtlich einer beschleunigten Mdoglichkeit zur
vollstandigen Umwandlung der a-helikalen in B-Faltblatt-Sekundarstrukturen. Dazu wurden
Proben von HLHP4 im CD-Spektrometer langsam auf 80 °C erhitzt (Abbildung 26). Bei beiden
pH-Werten liel} sich bei etwa 50 °C eine irreversible Umwandlung der Sekundarstruktur zu 3-
Faltblatt feststellen, die mit einer Prazipitation des Peptids einherging. Die Resultate
implizierten damit die Existenz einer zweiten temperaturabhangigen Vorzugskonformation, die
sich durch Zufuihren thermischer Energie erreichen liel3.

Die Mdglichkeiten zur Umwandlung der Sekundarstruktur fihrten zu Bestrebungen einer
direkten, gezielten Herstellung der B-Faltblatt-Konformere. Dies gelang durch die Entwicklung
der alternativen Praparationsmethode B (s. oben). Die GréRenverteilung der B-Faltblatt-
Partikel war weniger breit als bei den o-helikalen Varianten und lag unter 100 nm
(Abbildung 50A,B). Die B-Faltblatt-Sekundarstruktur konnte bei pH 3 bestatigt werden
(Abbildung 50C). Die Untersuchung der Partikel mittels Elektronenmikroskopie zeigte eine pH-
abhangige Morphologie (Abbildung 50D,E). Dabei unterschieden sich die Partikel in ihrer
Morphologie deutlich von den Assemblaten des a-helikalen Konformers. Bei pH 3 zeigten die

Partikel eine unregelmafige Struktur und mafien grofitenteils unter 100 nm im Durchmesser.
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Die Partikel bei pH 7 wiesen hingegen eher eine Schichtstruktur auf und waren etwas gréRer

als von den DLS-Messungen hervorgesagt.

164 pH 3: 241 L pH3: = — pH3
" 113 (£ 1) nm W 34 (£ 4) nm ' pH 7
pH7: 201 pH 7: - 101
12 114 (x 2) nm 72 (£2)nm S
,_16‘ (I ) 'g
= = 3 5l
! FN =12 5
e iy I o
81 = 07
] = o~
L] —_—
44 T \/f/ *
L] '_'_5.
aws 0 . h — . : - . : : :
10* 10" 10? 10° 10* 190 200 210 220 230 240 250 260
A [nm]
. 200 nm

Abbildung 50. A GroRenverteilungen der B-Faltblatt-Partikel von HLHP4 nach Intensitat. Messungen wurden bei
pH 3 (dunkelgriin, 10 mm Citratpuffer) und pH 7 (hellgriin, 10 mm Citratpuffer) durchgefiihrt. Dargestellt sind
Mittelwerte der Triplikate reprasentativer Messungen. B Verteilung nach Teilchenanzahl der gleichen Messungen.
C Reprasentative CD-Spektren bei pH 3 (dunkelgriin, 5 mm Citratpuffer) und pH 7 (hellgriin, 5 mm Citratpuffer).
*Aufgrund einer starken Lichtstreuung an den Partikeln, lieR sich bei pH 7 nur ein schwaches Signal erhalten, das
keiner Sekundarstruktur zugeordnet werden konnte. D, E STEM-Mikrographien der B-Faltblatt-Partikel direkt nach
der Praparation bei pH 3 (D) und pH 7 (E). F Dreidimensionale RKM-Aufnahme (1,5 x 1,5 uym) der Peptidpartikel
bei pH 7 mit zugehérigem Héhenprofil der Partikel 1-3.

Die Partikel bei pH 7 zeigten starke Neigungen zur Fusion (Abbildung 51). Dieses Verhalten
stand diametral dem Charakter der a-helikalen Konformere gegenuber und veranschaulichte
das Potential von HLHP4 zur Bildung unterschiedlichster Assemblate.

Aufgrund der geringeren lateralen Aufldsung lieRen sich in den RKM-Aufnahmen keine pH-
spezifischen Unterschiede oder Partikelfusionen erkennen (Abbildung 50F). Allerdings
offenbarten die Hohenprofile bei beiden pH-Werten eine deutlich flachere Struktur als bei den
Partikeln der a-helikalen Konformere (Abbildung 31). Einzelne Partikel mit einem Durchmesser
von ca. 50 nm waren nur etwa 10 nm hoch und entsprachen damit in etwa der Lange von zwei
Monomeren von HLHP4. Dies liel3 in beiden Fallen auf die Bildung von Bicellen schlielen.®
601 Ein flacher Anstieg des Hohenprofils bei pH 7 untermauerte zudem die Annahme, dass die
B-Faltblatt-Konformere schichtférmig assemblierten.

Bei der Beobachtung der Partikelstabilitat Gber eine Woche zeichneten sich die B-Faltblatt-
Konformere im Allgemeinen durch eine hdhere Stabilitdt im Vergleich zu den a-helikalen
Konformeren, vor allem bei Raumtemperatur, aus (Abbildung 32). Die Lagerungsbedingungen

schienen in diesem Fall deutlich weniger Einfluss auf die Partikelstabilitat zu haben.
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500 nm |

Abbildung 51. Beispiele fur die Fusion der B-Faltblatt-Partikel bei pH 7 (10 mm Citratpuffer). A STEM-Mikrographie
einer Partikelfusion nach Lagerung liber 5 Tage bei Raumtemperatur. B STEM-Mikrographie einer Partikelfusion
nach Lagerung Uber 5 Tage bei 4 °C.

Elektronenmikroskopischen Aufnahmen bestatigten die Ergebnisse. Die Zunahme der Grélken
bei pH 7 war durch die Fusion der Partikel bedingt. Zudem deuteten die Aufnahmen auf eine
spater einsetzende Partikelfusion bei pH 3 hin (Abbildung 33 - Abbildung 36). Messungen des
Zeta-Potentials ergaben einen Wert von ¢ = - 2 (+ 2) mV bei pH 3 und unterstrichen damit die
schlechte Praparierbarkeit der Peptide unter diesen Bedingungen. Im Gegensatz dazu wurde
die sehr gute Handhabung bei pH 7 durch einen Zeta-Potential Wert von ¢ = - 48 (+ 5) mV
bestatigt.

Die Eignung der Partikel von HLHP4 zur Enkapsulierung von Molekulen wurde anhand
mehrerer Versuche mit a-helikalem HLHP4 bei pH 7 untersucht. Zunachst wurde die
hydrophobe Umgebung der Peptidmembran erfolgreich durch Interkalation von
Diphenylhexatrien (DPH) nachgewiesen (Abbildung 37) und die Enkapsulierung des deutlich
hydrophileren Esculins im Fluoreszenzmikroskop veranschaulicht (Abbildung 75). Mit Hilfe
enzymatischer Reaktionen konnte zudem gezeigt werden, dass die Partikel Amplex® Red
sowohl enkapsulieren als auch zuriickhalten konnten (Abbildung 38).

Im Anschluss wurden Modifikationen des Helix-Loop-Helix-Motivs untersucht. Um den Einfluss
ungesattigter Fettsduren auf die Membranfluiditdt nachzuahmen, wurde HLHP4.1 untersucht,
in dem ein Leucin des hydrophoben Segments durch ein Prolin ersetzt wurde. Es wurden
Mischungen von 2,5 mol-%, 5 mol-% und 10 mol-% HLHP4.1 mit HLHP4 basierend auf
Protokoll B bei pH 7 untersucht, um das Fusionsverhalten der Partikel zu beobachten. In allen
Fallen wurden Partikel beobachtet, deren GréRen mit Zunahme des Anteils des sterisch
anspruchsvolleren HLHP4.1 zunahmen (Abbildung 40A). Die Vermutung einer Abnahme der
Partikelstabilitdt konnte ebenfalls bestatigt werden. Allerdings war der Stabilitatsverlust so
grol}, dass die Partikel nach einer Lagerung Uber Nacht bereits aggregierten (Abbildung 40B)

und eine Untersuchung der Partikel mittels Elektronenmikroskopie nicht mdglich war
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(Abbildung 41). Ob die Beeinflussung der Membranstabilitat bei Partikeln des a-helikalen
Konformers weniger stark ausfiele, wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr untersucht.

Im Anschluss wurden Modifikationen der Loop-Sequenz untersucht. Mit HLHP5 wurden die
Auswirkungen einer veranderten hydrophilen Kopfgruppe, mit dem Austausch der Arginine
gegen Lysine, untersucht. Bei HLHP6 wurde die hydrophile Schleife von HLHP4 um eine
weitere Arginin-Einheit verlangert. Die Partikelgrofien- und morphologien beider Varianten
waren ahnlich zu HLHP4. Ebenso zeigten HLHP5 und HLHP6 eine a-helikale
Sekundarstruktur. In den Eigenschaften waren sich die Arginin-haltigen Peptide HLHP4 und
HLHP6 untereinander ahnlicher als zu HLHPS5. Allerdings waren beide Varianten deutlich
instabiler als HLHP4 und neigten zur Aggregation. Im Vergleich nahmen die Partikelstabilitat
in der Reihenfolge HLHP4 > HLHP6 > HLHP5 ab. Becherformige Strukturen der HLHP5-
Partikel und der nicht-fusionierende Charakter aller drei Varianten deuteten auf einen

vesikularen Aufbau der Peptidpartikel hin.

Im Hinblick auf ein vollstandiges Verstandnis der Mechanismen der Partikelstabilitat ware eine
Analyse der Partikel mit computergestitzten Methoden hilfreich. So koénnten
Wechselwirkungen der verschiedenen Modifikationen mit dem Solvens und mit benachbarten
Monomeren modelliert und weitere Erkenntnisse zur Partikelstabilitdt abgeleitet werden.
Zusatzlich sollten weitere Puffersubstanzen und deren Auswirkungen auf die Langzeitstabilitat
der Partikel untersucht werden. Computergestitzte Untersuchung koénnten ebenfalls zur
Untersuchung der Sekundarstrukturumwandlung von a-Helix zu B-Faltblatt genutzt werden.['*
196]

Untersuchungen der Membranfluiditat sollten zum einen durch Analysen der a-helikalen
Partikel von HLHP4 mit verschiedenen Anteilen von HLHP4.1 vervollstandigt werden. Im RKM
kénnte die Aufnahme von Kraftkurven und die Analyse beider Konformere von HLHP4 in
Losung einen weiteren Beitrag zu dieser Fragestellung leisten. 52

Obwohl Mutmaflungen zum inneren Aufbau der Partikel angestellt wurden, konnte die Frage
nicht abschlielend geklart werden. Versuche die dreidimensionale Struktur durch
Konfokalmikroskopie zu erhalten, scheiterten an der Praparation groRRer Peptidpartikel. Der
dreidimensionale ~ Aufbau  der  Partikel lieBe  sich  mdglicherweise  durch
Cryoelektronenmikroskopie aufschliisseln.l'97: 1981

Erstrebenswert ware eine Erweiterung der Peptidbibliothek. Hier l&dge die Synthese von
Peptiden mit negativ geladener Schleife nahe. Ebenfalls mdglich ware eine Verkleinerung des
Motivs durch Reduktion der Anzahl der hydrophoben Aminosauren und gleichzeitiger
Verklrzung des hydrophilen Segments auf zwei oder drei Arginine.

Langfristige Ziele des Projekis konnten eine Vertiefung der bereits angedeuteten

Anwendungen als Transportkapsel fur Medikamente oder Mikroreaktoren fur rdumlich isolierte
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Reaktionen sein. Die Experimente in dieser Arbeit deuteten zwar auf die Eignung der Peptide
fur die Aufgaben hin, waren aber nur ein erster Beweis der Machbarkeit und missten in
weiteren Studien vertieft werden. Unterstlitzend dazu sollte eine Méglichkeit zur Isolation der
Partikel mit enkapsulierten Molekillen gefunden werden. Anpassungen der Peptidsequenz
kénnten ein erster Schritt in diese Richtung sein. Alternativ lieke sich der Aufbau eines
komplexen artifiziellen Membransystems ins Auge fassen, wie es in Arbeiten von Vogele et al.
bereits fur Elastin-ahnliche Peptide gezeigt wurde.['® %1 Es ware zudem moglich, dass auf der
urzeitlichen Erde solche peptidbasierten Kompartimente entscheidend zur Evolution anderer
Biomolekiile beitrugen und prasentieren damit neue Wege fir die Forschung zu

peptidbasierten selbstassemblierenden Strukturen.©3: 200
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6.1 Reagenzien und Losungsmittel

Fmoc-Rink-Amid ChemMatrix®-Harz wurde von Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)
bezogen. Fmoc-Rink-Amid TentaGel® (TG)-Harz wurde bei Iris Biotech GmbH (Marktredwitz,
Deutschland) gekauft. Alle Standard-Fmoc-geschitzten Aminosduren sowie N,N*-
Diisopropylcarbodiimid (DIC) wurden von Iris Biotech GmbH (Marktredwitz, Deutschland)
bezogen. N,N-Dimethylformamid (DMF, Peptidsynthesequalitat) wurde von Fisher Scientific
(Loughborough, Vereinigtes Konigreich) bezogen. OxymaPure®, Piperidin (99 %), N,N*-
Diisopropylethylamin (DIPEA, = 99 %), Dichlormethan (DCM, = 99,9 %), wasserfreies DMF
(299 %), Acetonitrii (MeCN, HPLC-Qualitat), Methanol (MeOH, HPLC-Qualitat), Ethanol
(EtOH, HPLC-Qualitat), Trifluoressigsaure (TFA, HPLC-Qualitat), Triisopropylsilan (TIPS,
98 %), Zitronensaure-Monohydrat (99,5 %), Hellmanex® Il und Natriumhydroxid-Pellets
wurden bei Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland) gekauft. Natriumdihydrogenphosphat-
Monohydrat (99,0 %) wurde von Honeywell (Seelze, Deutschland) bezogen. Pyridin (99,5 %)
wurde von der Griissing GmbH (Filsum, Deutschland) bezogen. Essigsaureanhydrid
(2 99,8 %) wurde bei der Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe, Deutschland) gekauft.
Diethylether (= 99,5 %) wurde bei Honeywell (Seelze, Deutschland) erworben. 1,1,1,3,3,3-
Hexafluoropropan-2-ol (HFiP, = 99 %) wurde von Carbolution Chemicals GmbH (St. Ingebert,
Deutschland) bezogen. Rauchende Salzsaure (36,5 — 38 %, analyt. Qualitdt) wurde bei
Honeywell (Seelze, Deutschland) und rauchende Salpetersaure (65 %, Analysequalitat) bei
neofFroxx GmbH (Einhausen, Deutschland) erworben. 1-Butanol (= 99,5 %) wurde bei Fisher
Scientific (Loughborough, Vereinigtes Konigreich) erworben. Destilliertes Wasser wurde mit
einem Sartorius arium® mini lab Wassersystem nochmals destilliert und sterilisiert
(Reinstwasser, ddH20). Wasserstoffperoxid (30 %-ige Lésung) und Meerrettichperoxidase
wurden von Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland) bezogen. Amplex® UltraRed wurde von
Invitrogen® von Thermo Fisher Scientific (Eugene, USA) bezogen.
1,6-Diphenyl-1,3,5-hexatrien (DPH, 98 %) wurde bei Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)
gekauft. Esculin Sesquihydrat (= 98 %) wurde bei TC/ (Eschborn, Deutschland) erworben.
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6.2 Software fiir Datenanalyse und Visualisierung

Daten wurden mit OriginPro 2022 9.9.0.225 und Spyder 6.0.1 verarbeitet und dargestellt.
Aufnahmen aus der Lichtmikroskopie wurden mit der Zen 3.1 blue edition Software analysiert
und mit ImagedJ 1.53t prozessiert, um den Bildkontrast anzupassen. Elektronenmikroskopische
Aufnahmen wurden mit ImagedJ 1.53t bearbeitet. Dabei wurde bei jedem Bild einzeln der
Kontrast angepasst und ein Malistabsbalken in das Bild eingefligt. RKM-Aufnahmen wurden
mit Gwyddion 2.67 verarbeitet. Reaktionsschemata wurden mit ChemDraw Professional 20.0

erstellt.

6.3 Peptid-Synthese und Aufreinigung

6.3.1 Festphasenpeptidsynthese (SPPS)

Alle Peptide wurden in einem Malstab von 0,1 mmol mit einem automatisierten,
mikrowellenunterstitzten Peptidsynthesizer (CEM Liberty Blue HT12TM, detaillierte
Einstellungen siehe Abschnitt 6.4.12) hergestellt. Als feste Phase wurde Fmoc-Rink-Amid
TentaGel®- oder ChemMatrix®-Harz verwendet. Vor der Synthese wurde das Harz (0,2 g) in
N,N'-Dimethylformamid (DMF, 5 mL) suspendiert und flir mindestens 15 Minuten quellen
gelassen. Fmoc-geschitzte Aminosauren wurden eingewogen und in DMF (0,2 M) gel6st. Zur
Fmoc-Entschiitzung wurde eine Losung aus Piperidin in DMF (1:4 v/v) verwendet. N,N*-
Diisopropylcarbodiimid (DIC) wurde in DMF (0,5 M) geldst und diente als Aktivatorlésung. Eine
Lésung von OxymaPure® (1 M) und N,N"-Diisopropylethylamin (DIPEA, 0,1 M) in DMF wurde
als Aktivatorbase verwendet.

Nach der Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe des Harzes wurde die erste Aminosaure durch
Zugabe der Aktivatorlésungen aktiviert und an das Harz gekoppelt. Alle Aminosauren wurden
ausnahmslos doppelt gekuppelt, sodass der Kupplungsschritt bei jeder Aminosaure zweimal
erfolgte. Anschliellend wurde die N-terminale Fmoc-Schutzgruppe der zuletzt gekoppelten
Aminosaure unter Zugabe der Piperidin-Losung entschiitzt und die nachfolgende Aminosaure
bei Zugabe der Aktivatorlésungen gekoppelt. Dieser Vorgang wurde solange wiederholt bis
das Peptid vollstandig auf dem Harz aufgebaut war. Eine detaillierte Prozessubersicht lasst
sich den Tabellen in Kapitel 6.4.12 enthehmen.

Nach der Synthese wurde das mit Peptid beladene Harz in einen Spritzenreaktor (20 mL) mit
PE-Fritte Uberfihrt und mit DMF (6 x 5 mL) gewaschen. Zur N-terminalen Acetylierung wurde
eine Mischung aus Essigsaureanhydrid (0,5 mL) und Pyridin (4,5 mL) fur 10 Minuten mit dem
Harz bei Raumtemperatur aquilibriert, die Losung verworfen und das Harz anschlieffend mit
DMF (6 x 5 mL) und DCM (6 x 5 mL) gewaschen. Das beladene Harz wurde tber Nacht unter

vermindertem Druck getrocknet.
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6.3.2 Abspaltung der Peptide

Eine Mischung aus Trifluoressigsaure (TFA, 8,5 mL), Triisopropylsilan (TIPS, 1,0 mL) und
Reinstwasser (0,5 mL) wurde in den Spritzenreaktor mit dem getrockneten Harz gegeben. Das
Reaktionsgemisch wurde vier Stunden auf einer Schittelplatte bei Raumtemperatur
aquilibriert. Die L6sung wurde anschlieend in einem Falcontube (50 mL) gesammelt und das
Harz mit TFA (3 x 5 mL) gewaschen. TFA wurde im Stickstoffstrom entfernt. Das Peptid wurde
mit eiskaltem Diethylether (25 mL) ausgefallt und durch Zentrifugation (4000 U/min flr
10 Minuten bei Raumtemperatur) isoliert. Der Uberstand wurde dekantiert und das erhaltene
Peptidpellet mit eiskaltem Diethylether (4 °C, 2 x 25 mL) gewaschen. Der Ether wurde
30 Minuten unter vermindertem Druck entfernt. Alle Peptide wurden durch Zugabe von
1,1,1,3,3,3-Hexafluoroisopropanol (HFiP, 5 mL) gelést. Nachdem das Peptid vollstandig geldst
war, wurden 20 — 25 mL Reinstwasser hinzugefligt. Die Lésung wurde in flissigem Stickstoff

eingefroren und an einem Christ Alpha 2-4-LDplus-Gefriertrockner lyophilisiert.

6.3.3 Aufreinigung der Peptide

Die Peptide wurden unter Verwendung einer Umkehrphasen-
Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC) bei einer Flussrate von 3 mL/min und
50 °C aufgereinigt. Es wurde ein semi-praparatives HPLC-Chromatographiesystem von Jasco
verwendet, bestehend aus einer PU-4180 RHPLC-Pumpe, einem CO-4060 Saulenthermostat
und einem UV-4070 Detektor. Die Signale wurden bei einer Wellenlange von A =220 nm
verfolgt.

Das lyophilisierte Peptid wurde in Portionen (2 — 3 mg) in 2 mL-Reaktionsgefalle eingewogen
und mit HFiP (100 pL) versetzt. Diese Mischung wurde Uber Nacht bei Raumtemperatur
aquilibriert.

Alanin-haltige Peptide wurden anschlieRend wir folgt prapariert: Zu der HFiP-L6sung wurde
Reinstwasser (520 uL), Essigsaure (380 yL) und erneut Reinstwasser (1000 puL) gegeben.
Diese Mischung wurde durch einen H-PTFE-Spritzenfilter (0,2 um) von Macherey-Nagel
filtriert. Als Saule wurde zunachst eine VDS optilab VDSpher® OptiBio PUR 300 C18-SE
(250 mm x 10 mm, 300 A, 5 um) verwendet. In diesem Fall wurde ein linearer Gradient von
MeCN + 0,1 % TFA (Puffer B) in ddH-O + 0,1 % TFA (Puffer A) verwendet (Einzelheiten siehe
Tabelle 9). Spater wurde eine VDS optilab VDSpher® OptiBio PUR 300 C4-V-E
(250 mm x 10 mm, 300A, 5pm) Saule mit MeOH+0,1% TFA (Puffer C) in
ddH20 + 0,1 % TFA (Puffer A) als Laufmittel verwendet (Einzelheiten siehe Tabelle 9).

In beiden Fallen wurde das Peptid in nicht bindender Plastikware aufgefangen (5 mL Gefalte)
und mit Reinstwasser auf 4 mL aufgefullt. Anschlie3end wurden die Gefalde bis zum Ende des
Tages in flissigem Stickstoff eingefroren und die Behaltnisse aus mehreren Durchlaufen

gemeinsam gefriergetrocknet.
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Proben der Leucin-haltigen Peptide wurden wie folgt aufgereinigt: Zu der HFiP-Lésung wurde
ddH>O (380 pL) hinzugegeben, gefolgt von Essigsaure (320 pL) und MeOH + 0,1 % TFA
(1200 pL). Wichtig war hierbei die Losung erst nach Zugabe der Essigsaure zu vortexen, da
leichte Prazipitation auftrat. Konnte diese nach der Vermischung der Losung nicht vollstandig
aufgeldst werden, wurde noch etwas mehr Essigsaure zugegeben. Diese Mischung wurde
durch einen H-PTFE-Spritzenfilter (0,2 um) von Macherey-Nagel filtriert. Zur Aufreinigung der
Rohpeptidlésung wurde eine VDS optilab VDSpher® OptiBio PUR 300 C4-V-E
(250 mm x 10 mm, 300 A, 5 um) Séaule und ein linearer Gradient von MeOH + 0,1 % TFA
(Puffer C) in ddH20 + 0,1 % TFA (Puffer A) verwendet (Einzelheiten siehe Tabelle 9). Das
Peptid wurde in nicht bindender Plastikware aufgefangen (5 mL Gefalie) und mit Reinstwasser
auf 4 mL aufgefullt. AnschlieRend wurden die Gefél3e bis zum Ende des Tages in flussigem
Stickstoff eingefroren und die Behaltnisse aus mehreren Durchldufen gemeinsam
gefriergetrocknet.

Die analytische HPLC wurde mit einem Hitachi Primaide Chromatographiesystem
durchgefiihrt, bestehend aus einer 1170 Pumpe, einem 72710 Autosampler, einem 713710
Saulenofen und einem 7430 Diodearray Detektor auf einer VDS optilab VDSpher® OptiBio
PUR 300 C18-SE (250 mm x 4,6 mm, 300 A, 5 ym) oder VDS optilab VDSpher® OptiBio PUR
300 C4-V-E (250 mm x 4,6 mm, 300 A, 5 um) Séaule bei einer Flussrate von 1 mL/min und
50 °C Ofentemperatur. Die Chromatogramme wurden in einem Bereich von 190 nm bis
400 nm aufgenommen. Details zu den analytischen Gradienten sind in Tabelle 8 und

Tabelle 9 dargestellt.

Tabelle 8. Gradienten fur die praparative und analytische Aufreinigung der Alanin-Varianten.

praparative .. linearer .
Aquilibration Waschen Re-Aquilibration
Aufreinigung Gradient
Zeit [ min 0—5 5—45 46 — 51 52 — 59
% MeCN in
Wasser 10% 10 - 40% 100% 10%

(+ 0.1% TFA)

Zeit [ min 0-5 545 46 — 56 57 — 65
% MeOH in
Wasser 20% 20 - 60% 100% 20%

(+ 0.1% TFA)
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analytische . linearer ..
Aquilibration Waschen Re-Aquilibration
Aufreinigung Gradient
Zeit / min 0—-5 5— 35 36 — 41 42 — 50
% MeCN in
Wasser 10% 10 - 40% 100% 10%

(+ 0.1% TFA)

Tabelle 9. Gradienten fur die praparative und analytische Aufreinigung der Leucin-Varianten.

praparative .. linearer ..
Aquilibration Waschen Re-Aquilibration
Aufreinigung Gradient
Zeit / min 0—-5 545 45 — 56 57 — 65
% MeOH in
Wasser 60% 60 — 100% 100% 60%

(+ 0.1% TFA)

analytische .. linearer .
Aquilibration Waschen Re-Aquilibration
Aufreinigung Gradient
Zeit / min 0—-5 535 35 — 41 42 — 50
% MeOH in
Wasser 60% 60 — 100% 100% 60%

(+ 0.1% TFA)

6.3.4 Massenanalyse

Die Reinheit der Peptide wurde ebenfalls mit MALDI-TOF Massenspektrometrie Uberpruft.
Dazu wurde das aufgereinigte Peptid in HFiP (1 yL) gelést und mit a-cyano-4-hydroxy-
Zimtsaure (a-CHCA) Losung (1 yL, gesattigte Lésung in MeCN/ddH20 (1:1)) co-kristallisiert.

Die Messung wurde an einem Bruker Autoflex Speed Massenspektrometer durchgefihrt.
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6.4 Biophysikalische Analyse
Fiir alle biophysikalischen Analysen wurde durchgehend nicht bindende Plastikware fiir alle

Pipettenspitzen und Aufbewahrungsgefalle verwendet, die mit dem Peptid in Kontakt kamen.

6.4.1 Herstellung der Peptidfiime

Das lyophilisierte Peptid wurde in HFiP (1 mL, (Volumen fiir 10 — 12 HPLC-Fraktionen)) geldst.
Nach zwei Stunden Aquilibration bei Raumtemperatur wurde die Peptidlésung durch einen
0,2 ym H-PTFE-Spritzenfilter von Macherey-Nagel in ein Reagiergefal® (2 mL) aus nicht
bindender Plastikware filtriert. Der Spritzenfilter wurde zuvor durch Filtration von reinem HFiP
(500 pL) gereinigt und befeuchtet. Die Peptidkonzentration wurde mittels UV/Vis-
Spektroskopie bei 214 nm nach der Methode von Kuipers und Gruppen bestimmt.['*9 Die

Extinktionskoeffizienten aller Peptide sind in Tabelle 10 zusammengefasst.

Tabelle 10. Ubersicht der Extinktionskoeffizienten aller Peptide in dieser Arbeit bei 214 nm.

Peptid Molarer Extinktionskoeffizient € bei 214 nm[M' cm™]

HLHP1 24726
HLHP1.1 27369
HLHP2 25751
HLHP2.1 28394
HLHP3 26776
HLHP3.1 29419
HLHP4 27010
HLHP4.1 29640
HLHP5 26776
HLHP6 28035

Die UV/Vis-Absorptionsmessungen wurden mit einem Implen Nanophotometer NP80 oder
C40 in einer Quarzglaskivette von Hellma Analytics mit einer optischen Weglange von
10 mm durchgeflihrt. Detailliertere Messparameter sind in Tabelle 11 angegeben.

Auf eine Blindmessung mit HFiP (200 uL) folgten mindestens zwei Messungen der Probe (je
200 pL, 10 pL oder 20 pyL Peptidstammldsung mit HFiP verdunnt) bis zur Stabilisierung der
Werte. Im Anschluss wurden die Probenmessungen gemittelt. Die Konzentration der

Peptidlésung ¢ wurde unter Verwendung des Lambert-Beer’'schen Gesetzes berechnet (Gl. 1).

A
T ed
Dabei bezeichnet A die Absorption der Losung mit dem Extinktionskoeffizienten ¢ in einer

(GI. 1)

Cc

Klvette der Weglange d. Die Kivette wurde nach jeder Messung mit einer wassrigen
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Hellmanex® llI-Lésung (3 x), Reinstwasser (7 x) und /sopropanol (3 x) gespult und im
Stockstoffstrom getrocknet. Falls in den Blindmessung eine Verunreinigung der Kivette
festgestellt wurde, wurde die Kivette nochmals mit rauchender Salpetersdure gespdlt, mit
Reinstwasser (7 x) nachgewaschen und das obige Waschprotokoll wiederholt.

Kleine Glasreagenzglaser (VWR test tubes soda glass, 75x12x0,5-0,6 mm) wurden mit
rauchender Salzsaure (je ~ 1 mL, 5 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur), ddH20 (7 x) und
Isopropanol (3 x) gereinigt und im Stickstoffstrom getrocknet. Die Peptidlésung wurde direkt
im Anschluss in Aliquots von 15 nmol oder 30 nmol (doppelter Ansatz) in die gereinigten
Reagenzglaser uberflihrt. Das Loésungsmittel wurde fir 15 Minuten bei 40 °C in einem
schwachen Stickstoffstrom entfernt. Reste des Losungsmittels wurden bei 50 °C lber Nacht
im Vakuum entfernt. Die Reagenzglaser wurden mit Parafim® verschlossen und bis zur

Verwendung bei -20 °C gelagert.

Tabelle 11. Detaillierte Messparamter der UV/Vis Absorptionsmessungen.

Parameter Wert

Heizen aus
Basislinienkorrektur  bei 750 nm
Glattung aus

manuelle Verdinnung aus

6.4.2 Puffer Herstellung

Puffer-Stammlésungen wurden durch Auflésen von Zitronensaure-Monohydrat oder
Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat in Reinstwasser (50 mL Becherglas) mit einer
Zielkonzentration von 100 mM (bei 100 mL Gesamtvolumen) hergestellt. Der pH-Wert wurde
durch Zugabe von Natriumhydroxidldsung (1 M) auf entweder pH 3 oder pH 7 eingestellt.
Dabei sollte die Losung nicht geriihrt werden und die pH-Elektrode frei in der Loésung hangen.
Es wurde ein pH-Meter HI 2210 von Hanna Instruments verwendet. Die Lésung wurde mit
Hilfe eines Glastrichters in einen Malkolben Uberfuhrt. Das Becherglas wurde mit
Reinstwasser (3 x) nachgewaschen und der MaRRkolben anschliefend mit Reinstwasser auf
ein Gesamtvolumen von 100 mL aufgefullt. Der Puffer wurde dann Uber einen Celluloseacetat
Filter von Sartorius (Porengréfie 0,2 um) unter Verwendung einer ThermoScientific Nalgene
Bottle Top Filter Unit filtriert und entgast (20 Minuten bei 150 mbar). Der entgaste Puffer wurde
im Anschluss in ein Falcontube (50 mL) tberflhrt und entweder bei Raumtemperatur oder bei
4 °C gelagert. Bei einer Lagerung bei Raumtemperatur wurde die Pufferldsung nach vier

Wochen erneuert.
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6.4.3 Praparation der Peptidpartikel

Zur Herstellung der Peptidpartikel wurden zwei verschiedene Methoden verwendet, die zu
unterschiedlichen Sekundarstrukturen in den Assemblaten fuhrten.

a) a-helikale Partikel: Ethanol, Wasser (je 2 Minuten bei 10 mbar) und Pufferlésungen (zuvor
beschrieben) wurden vor der Partikelpraparation im Vakuum entgast. Ethanol (10 uL, 25 °C)
wurde bei Raumtemperatur (RT) zu dem Peptidfilm gegeben. Der Film wurde durch kurzes
Vortexen vollstandig in Ethanol gelést. Filmreste konnten durch leichtes Klopfen und
Schwenken des Reagenzglases geldst werden. Fur pH 3 wurde eine Lésung von 10 mm
Citratpuffer (190 uL, RT) hinzugegeben. Fir pH7 wurde eine Ldsung von 1 mmMm
Phosphatpuffer (190 uL, RT) hinzugegeben. Die Zugabe der Pufferlésung erfolgte in einer
kontanten Geschwindigkeit unter leichtem Schwenken des Reagenzglases. Die Lésung wurde
kurz durchmischt und anschlielend in ein nicht-bindendes Reagiergefald (1,5 mL) Gberflhrt
und mit einer Losung aus 5 % EtOH im entsprechenden Puffer (200 yL) verdunnt. Fir die
Amplex® Red Assays wurde keine Verdinnung vorgenommen.

b) B-Faltblatt-Partikel (Protokoll B): Reinstwasser (180 uL, 80 °C) wurde bei
Raumtemperatur auf den Peptidfiim gegeben. Das Reagenzglas wurde vorsichtig geschuttelt
und 100 mm Citratpuffer (pH 3 oder pH 7, 20 yL, 80 °C) in konstanter Geschwindigkeit
hinzugegeben. Die Losung wurde kurz gevortext und dann in ein nicht-bindendes
Reagiergefal® (1,5 mL) Uberflhrt. Das Gefal wurde fur 35 Minuten in 5 Minuten-Intervallen bei
80 °C mit einem Bandelin Sonopuls 4200 mit einem BR 30 Cup Booster bei 25 % konstanter
Amplitude beschallt. Das Wasser im Wasserbad des Ultraschallgerats wurde alle 5 Minuten

mit frischem destilliertem Wasser (80 °C) ausgetauscht.

6.4.4 Dynamische Lichtstreuung

Die Messungen der dynamischen Lichtstreuung (DLS) wurden mit einem Malvern Zetasizer
Advance Ultra Red durchgefihrt. Die detaillierten Messparameter sind in Tabelle 12
aufgefuhrt.

100 pL der Lésung des assemblierten Peptids wurden in eine Einweg UV-Kuvette (Brandt UV-
Kivetten micro, Zentrumshéhe 8,5 mm) Uberflhrt. Es wurde darauf geachtet, dass die Kivette
immer in gleicher Orientierung in das Gerat gestellt wurde. Die Proben wurden vor der
Messung fur 60 Sekunden &quilibriert. Je Probe wurden drei Messungen durchgefuhrt. Es
wurde entweder die Intensitatsverteilung oder die Verteilung nach Anzahl verwendet, die von
der Software unter Verwendung der Standardparameter extrapoliert wurde. Fur die
Datenanalyse wurde der Durchschnitt jedes Triplikats gebildet und diese Punkte grafisch
dargestellt. Die x-Achse des Diagramms ist dabei logarithmisch zu skalieren. In den

Diagrammen wurden die intensitatsgewichteten Mittelwerte fir die Hauptspezies jedes
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Triplikats zusammen mit deren Standardabweichung angegeben, wie sie von der ZS Explorer-
Software berechnet wurden.
Die Viskositat des Ethanol/\Wasser-Gemisches wurden Uber das Berechnungstool der

Zetasizer Software 7.12 von Malvern Instruments Ltd. auf n = 1,0606 mPa*s berechnet.

Tabelle 12. allgemeine Einstellungen fir DLS-Messungen mit dem Zetasizer Advance Ultra Red. Soweit nicht
anders vermerkt, wurden keine Filter verwendet.

Parameter Wert
Streuwinkel 173°
Material Protein
Dispergens Wasser oder 5 % EtOH in Wasser
Temperatur 25°C
Aquilibrationszeit 60 Sekunden
Analysemethode General
Attenuation Auto
Anzahl der Durchlaufe Auto
Laufzeit Auto
Anzahl der Wiederholungen 3

6.4.5 Zeta-Potential Messungen

Ethanol und Reinstwasser wurden jeweils zwei Minuten bei vermindertem Druck (10 mbar)
unter kraftigem Rihren entgast. Die daraus angesetzten Pufferldsungen wurden nochmals mit
einem VWR Ultraschallbad USC-T fur 30 Minuten entgast. Damit sollten Abweichungen durch
Gasblasenbildung des Alkohol/Wasser-Gemisches verhindert werden.['® Um das Protokoll
konsistent zu halten, wurden auch reine Pufferldésungen nochmals fir 30 Minuten entgast.
Die Peptidpartikel wurden wie oben beschrieben mit den entgasten Puffern hergestellit.
Anschlieend wurde zunachst eine DLS-Messung (wie oben beschrieben) durchgefihrt, um
die Probenqualitat zu beurteilen.

Fir die Messung des Zeta-Potentials wurde eine Kivette DTS 1070 (Mehrfachverwendung
mdglich) von Malvern Panalytical mit Reinstwasser (800 uL) und entgaster Pufferlésung
(2 x 400 pL) gespult. Fur die Messung wurde die Technik der diffusion barrier angewandt:
750 pL der entgasten Pufferlésung wurden in die Kuvette pipettiert und mit 50 yL der
Peptidldsung unterschichtet. Daflr wurden Gelbeladungsspitzen von Sorenson BioScience
Inc. (MpltiFlex Round Tips, 83 mm Lange) verwendet.

Eine Zeta-Potential-Messung bestand aus mehreren Teilmessungen. Zuerst wurden drei
Gréenmessungen durchgefuhrt, auf die funf Zeta-Potential-Messungen folgten. Die Messung

wurde mit einem weiteren Triplikat der Grélkenmessung abgeschlossen, um mdgliche
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Veranderungen der Partikel durch die angelegte Spannung beobachten zu kénnen. Die
Kivette wurde im Anschluss grindlich mit Reinstwasser und /sopropanol gespllt und Uber
Nacht an Luft getrocknet.

Fir alle GroRenmessungen wurden die Parameter aus Tabelle 12 verwendet. Die Parameter
fur die Zeta-Potential-Messungen sind in Tabelle 13 aufgefihrt. Die Werte der
Dielektrizitatskonstanten der Alkohol/Wasser-Gemische wurden aus Literaturwerten
berechnet.[201-203]

Tabelle 13. Einstellungen fur die Zeta-Potential-Messungen am Zetasizer Advance Ultra Red.

Parameter Wert
Material Protein
Dispergens Wasser oder 5 % EtOH in Wasser
Temperatur 25°C
Aquilibrationszeit 30 Sekunden
Analysemethode Monomodal
Attenuation Auto
Anzahl der Durchlaufe minimum: 35, maximum: 40
Spannung 150V
Pause zwischen den Wiederholungen 240 s
Anzahl der Wiederholungen 5

Die Zeta-Potential-Werte wurden als Mittelwerte von 2x5 Messungen mit den

Standardabweichungen angegeben, wie sie vom Gerat berechnet wurden.

6.4.6 Circulardichroismus-Spektroskopie

Circulardichroismus-Spektren (CD-Spektren) wurden mit dem Spektropolarimeter Jasco J-
15600 aufgezeichnet. Wahrend der Benutzung wurde das Gerat konstant mit einem
Stickstoffstrom (10 L/min) gespult. Es wurden Quarzklvetten mit einer optischen Weglange
von 1 mm oder 5 mm von Starna Scientific verwendet. Diese wurden vor der ersten Messung
zuerst mit rauchender Salpetersaure (10 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur) und
anschliefend mit Reinstwasser (7 x) gespult. Danach wurde die Kuvette mit Hellmanex® llI-
Lésung (3 x), Reinstwasser (7 x) und /sopropanol (3 x) gespult und im Stickstoffstrom
getrocknet. Die CD-Spektren wurden in einem Wellenlangenbereich von 185 nm bis 260 nm
aufgezeichnet. Die Messparameter sind in Tabelle 14 aufgefuhrt. Es wurde zuerst eine
Blindmessung mit Pufferlésung und anschlieBend die Probenmessung durchgefuhrt. Je
Messung wurde ein Gesamtvolumen von 200 pL Lésung fur die Kivette mit 1 mm Weglange
benutzt. Die CD-Spektren der B-Faltblatt-Konformere wurden mit 1 mL Ldsung in der
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Quarzkivette mit einer Weglange von 5 mm gemessen. In diesem Fall wurden 30
Akkumulationen mit einer D.I.T. von 4 Sekunden bei einer Scangeschwindigkeit von 50 nm/min
verwendet.

Schmelzkurven wurden bei Wellenlangen von 208 nm — 209 nm (Minimum der a-Helix) in
einem Bereich von 0 °C bis 80 °C bei einer Heizrate von 1 °C/min erfasst. Gleichzeitig wurden
alle 5°C (beginnend bei 0°C) zehn CD-Spektren akkumuliert, um die Anderung der
Sekundarstruktur zu visualisieren (Parameter siehe Tabelle 14). Nach der Messung wurde die
Losung schnell auf 25 °C abgekuhlt und ein weiterer Satz von zehn CD-Spektren gemessen.
Messungen Uber 24 Stunden wurden unter Verwendung der Parameter aus Tabelle 14
durchgefiihrt. Nach einer Blind- und Einzelspektrum-Messung folgte eine Reihe von
zeitgesteuerten Spektrum-Messungen in 30-Minuten Intervallen Uber 24 Stunden. Bei jeder
Spektrum-Messung wurde uber 10 Messungen akkumuliert.

Aus den zehn akkumulierten Messungen wurde der Mittelwert gebildet und dieser verwendet.
Far die Datenauswertung wurde davon zunachst die Blindmessung subtrahiert. AnschlieRend
wurde das CD-Signal in Milligrad (mdeg) unter Verwendung der folgenden Gleichung in die

mean residue ellipticity [6] umgewandelt (Gl. 2):1'48

o1= 2 (©.2)

d beschreibt die Weglange der Kiivette in Millimeter, c ist die Proteinkonzentration in mol - L™

und n die Anzahl der Peptidbindungen.

Tabelle 14. Einstellungen fir die Messungen von CD-Spektren am Jasco CD Spectropolarimeter.

Parameter Wert

Datenabstand 0,1 nm
D.I.T. 2 Sekunden

Bandbreite 1 nm
Scanmodus kontinuierlich

Scangeschwindigkeit 100 nm-min
Akkumulationen 10

Temperatur 25°C

Nach Abschluss der Messungen wurde die Kiivette wieder mit rauchender Salpetersaure
(10 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur), Reinstwasser (7 x), Hellmanex® III (3 x),

Reinstwasser (7 x) und /sopropanol (3 x) gespult und im Stickstoffstrom getrocknet.
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6.4.7 Elektronenmikroskopie

Als Substrat flr die Elektronenmikroskopie wurden hexagonale Kupfergrids mit einer
MaschengréRe von 300 Angstrom und einer Schicht aus 5—6nm Formvar mit 1 nm
Kohlenstoff von Science Services verwendet. Die Substrate wurden 30 Sekunden lang mit
Luftplasma (Diener Electronic, Zepto, 50 sccm Fluss, 15 % Generator) behandelt. Die
Partikelldsung (3 uL) wurde mit der Pipette auf das Substrat aufgetragen und 2,5 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Uberschiissige Fliissigkeit wurde mit einem Filterpapier entfernt.
Das Grid wurde mit Reinstwasser (5 x 3 uL) gewaschen und anschlieRend mit Uranylacetat
(2x3ul, 1% (w/V) in Reinstwasser, jeweils 45 Sekunden Inkubation, Science Services)
nachkontrastiert. Die Probe wurde flr einige Minuten an Luft getrocknet und entweder direkt
analysiert oder bis zur Mikroskopie unter Vakuum gelagert.

Die Proben wurden mit einem Zeiss Ulfra 55 Feldemission-Rasterelektronenmikroskop mit
STEM-Modul bei einer Primarelektronenenergie von 20 keV untersucht. Es wurde folgende
Segmentkonfiguration beim STEM-Detektor verwendet: S1 aus, S2 invertiert und S3 ein.

Die Bilder wurden mit Imaged 1.53t bearbeitet, um den Kontrast anzupassen und einen

Malstabsbalken einzufugen.

6.4.8 Fluoreszenzmikroskopie

Fluorogene Proben wurden wie zuvor beschrieben auf Kupfergrids fixiert. In diesem Fall wurde
keine Nachkontrastierung durchgefuhrt und die Proben wurden nach dem Waschen direkt mit
einem Zeiss Axio Imager Z2m, mit Axiocam 503 Farbkamera, analysiert. FUr die Anregung
der Farbstoffe wurde eine Colibri 7 LED-Leuchte verwendet. Die Substrate wurden auf einem
Glasobjekttrager aufgelegt, der zuvor mit /Isopropanol gereinigt worden war. Alle Bilder wurden
im Transmissionsmodus mit einer Belichtungszeit von 200 ms aufgenommen. Die Bilder

wurden mit ImagedJ 1.53t nachbearbeitet, um den Kontrast anzupassen.

6.4.9 Fluoreszenzspektroskopie

Fluoreszenzspektren wurden mit einem Jasco FP-8500 Spektralfluorometer aufgezeichnet.
Spektren wurden in einem Wellenldngenbereich von 370 nm bis 500 nm bei Raumtemperatur
gemessen. Die Messparameter sind in Tabelle 15 aufgefuhrt. Es wurde eine Quarzglaskuvette
von Hellma Analytics mit zusatzlichem seitlichem Fenster und einer Schichtdicke von 10 mm
verwendet.

Die Peptidpartikel wurden wie zuvor beschrieben hergestellt. 3 ul einer Lésung von 1,6-
Diphenyl-1,3,5-hexatrien (DPH, 200 um in DMSO) wurden zu 297 pl der Peptidpartikellésung

gegeben und 1 Stunde lang unter Ausschluss von Licht inkubiert.
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Eine Blindprobe wurde unter Verwendung einer Pufferlésung (300 pl des entsprechenden
Puffers) vorbereitet und vermessen. Ein Negativtest wurde unter Verwendung einer DPH-
Losung in Puffer (2 uMm in Puffer, 300 uL) durchgefihrt.

Tabelle 15. Einstellungen fur fluoreszenzspektroskopische Messungen am Jasco Spectrofluorometer.

Parameter Wert
Bandbreite (Anregung) 5nm
Bandbreite (Emission) 5nm

Responsivitat 0,1 sek
Datenintervall 1nm

Wellenlange (Anregung) 350 nm
Scangeschwindigkeit 100 nm-min’

Filter aus

Nach Abschluss der Messungen wurde die Kivette mit rauchender Salpetersaure (10 Minuten
Inkubation bei Raumtemperatur), Reinstwasser (7 x), Hellmanex® lll (3 x), Reinstwasser (7 x)

und /sopropanol (3 x) gespult und im Stickstoffstrom getrocknet.

6.4.10 Rasterkraftmikroskopie

Die Peptidpartikellésung wurde wie oben beschrieben hergestellt. Als Substrat wurden
Muskovitschieben (Mica, V1 Qualitat, rund, 9,5 mm, Science Services) verwendet. Diese
wurden vor Applikation der Probe frisch gespalten, indem mit einem Tesafilm die oberste
Schicht der Scheibe abgenommen wurde. Dieser Prozess wurde mit frischem Tesafiim so
lange wiederholt, bis sichtbar eine ebene Flache ohne Vereinigungen vorlag. Darauf wurden
sofort 3 uL der Peptidpartikelldsung getropft. Die Probe wurde 2,5 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert und Gberschissige Flissigkeit mit Filterpapier abgenommen. Das
Substrat wurde mit Reinstwasser (4 x 3 pL) gewaschen und an Luft getrocknet. Die Proben
wurden Uber Nacht unter Vakuum gelagert.

Fir die Messung wurde das Substrat auf einen frisch gereinigten Glasobjekttrager
(Isopropanol) aufgelegt. Die Daten wurden im intermittierenden Modus (tapping mode) an
einem Jupiter XR von Oxford Instruments mit TRACK 60 Cantilevern (Oxford Instruments)
aufgenommen. Der Cantilever wurde langsam an die Probe angenahert, indem zuerst ein
Spannungswert mit 80 % der freien Amplitude angelegt wurde und der Sollwert langsam
verringert wurde, bis gerade so ein Signal aufgenommen werden konnte. Die Bilder wurden
mit Gwyddion 2.67 bearbeitet. Dabei wurden die Daten zunachst durch eine mean plane
substraction nivelliert, der minimale Hohenwert auf 0 nm gesetzt und, falls nétig, der Kontrast

angepasst. Beim Exportieren der Grafiken wurde noch ein MaRstabsbalken eingefligt.
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6.4.11 Amplex® Red Assay

Der Assay wurde an einem Implen Nanophotometer NP80 oder C40 durchgefihrt. Die
Gerateparameter sind in Tabelle 11 aufgefihrt. Stammlésungen von Meerrettichperoxidase
(HRP, 21,7 um) und Wasserstoffperoxid (132 pym) wurden als Lésungen in [5 % EtOH in 1 mm
Phosphatpuffer (pH 7)] angesetzt. Die Konzentration von HRP wurde mittels UV/Vis-
Spektroskopie mit Hilfe der Nanodrop-Funktion bei einer Wellenlange von A =403 nm
bestimmt (Gerateeinstellungen siehe Tabelle 11).

Amplex® UltraRed (1 mg) wurde in EtOH geldst und Aliquots (10 mM) mit je 10 yL Volumen
vorbereitet. Die Aliquots wurden unter Stickstoffatmosphare prapariert und bei - 20 °C unter
Ausschluss von Licht gelagert. Je Assay wurde ein Aliquot verwendet und mit EtOH auf 66 um
verdinnt. Der Assay wurde in Einweg-UV-Klvetten (Brandt UV-Kiivetten micro,
Zentrumshohe 8,5 mm) bei einer Wellenlange von A =568 nm durchgeflhrt. Fir alle
Experimente wurde ein Gesamtvolumen von V = 110,11 pL verwendet.

Zunachst wurde eine Blindprobe einschlieRlich Puffer, HRP und Wasserstoffperoxid
vermessen. Dazu wurden die Losungen in die Klvette gegeben und durch mehrfaches
Pipettieren vermischt. Anschlie®end wurde eine Referenzreaktion zur Nachverfolgung der
Umwandlung des freien Substrats durchgefuhrt. Fir die Referenzreaktion wurden nochmals
10 L Amplex® UltraRed mit 190 uL Assay-Puffer verdinnt (3,3 uM Endkonzentration). 100 pL
dieser Mischung wurden fir den Assay verwendet. Um die gleiche Endkonzentration zu
erhalten, wurden fir die Einkapselung/interne Zugabe von Amplex® UltraRed statt reinem
Ethanol, 10 yl der verdinnten Stammlésung (66 uM) von Amplex® UtraRed in EtOH
verwendet, um den Peptidfilm aufzulésen. Fur die externe Zugabe von Amplex® UltraRed
wurde die Partikellésung wie in 6.4.3 beschrieben hergestellt. In beiden Fallen wurde die
fertige Partikelldsung zuerst im DLS analysiert, um die Probenqualitdt zu beurteilen. Die
Mischungen wurden zunachst durch Zugabe aller Losungen auler Wasserstoffperoxid in die
UV-Klvette angesetzt und deren Absorption fur 2 Minuten verfolgt, bevor Wasserstoffperoxid
zugegeben wurde. Der Reaktionsverlauf wurde fur insgesamt 5 Minuten verfolgt. Eine

Ubersicht (iber die jeweiligen Volumina ist in Tabelle 16 dargestellt.

Tabelle 16. Pipettierschema fir den Amplex® UltraRed Assay. 2 Min

e ———
Probe Puffer (5% EtOH Peptidilosung HRP  Amplex® Red [uL] H20:
in Puffer) [uL] [WL] [ML] [WL]
Blind 100 --- 5,11 --- 5
Referenz 100 - 5,11 im Puffer enthalten 5
intern 100 5,11 in der Peptidldsung 5
enthalten
extern 95 5,11 5 5
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6.4.12 Einstellungen des Peptidsynthesizers

In den nachfolgenden Tabellen sind die detaillierten Einstellungen fir die
Festphasenpeptidsynthese (CEM Liberty Blue) aufgelistet. Alle Peptide wurden nach dem
gleichen Protokoll hergestellt. Dieses beinhaltet Doppelkupplungen fir alle Aminosauren bei

einer Kupplungstemperatur von 105 °C auler fir Arginin, das bei 90 °C gekuppelt wurde.

Tabelle 17. Einstellungen flr das Schwellen des Harzes.

Operation Werte

1 Schwellen Ldésungsmittelvolumen: 15 mL, Zeit: 300 s

Tabelle 18. Einstellungen fir das Doppelkupplungsprotokoll fiir alle Aminoséuren (auer Arginin).

Operation Werte
1 Entschitzung Methode: Standard Entschitzung, Volumen der Entschiitzungslésung: 4 mL
2 Waschen Volumen: 4 mL, Absaugen: 10 s
3 Waschen Volumen: 4 mL, Absaugen: 5 s
4 Waschen Volumen: 4 mL, Absaugen: 5 s
5 Waschen Volumen: 4 mL, Absaugen: 5 s
6 Kupplung Methode: 105 °C Kupplung, Aminosaure: aus Methode, Volumen der
Aminosaure: 2.5 mL, Activator Position: Position ACT, Activator Volumen:
2 mL, Activator Base Position: Position ACTB, Activator Base Volumen: 1 mL,
Verzdgerung fur Zugabe der Reagenzien: 0 s, Position der verzégerten
Reagenz: PositionACTB, Volumen der verzégerten Reagenz: 0 mL, Manifold
Wasch Volumen: 2 mL
7 Waschen Volumen: 4 mL, Absaugen: 10 s
Waschen Volume: 4 mL, Absaugen: 5 s
Waschen Volume: 4 mL, Absaugen: 5 s
10 Kupplung siehe Schritt 6
1 Waschen Volume: 4 mL, Absaugen: 10 s
12 Waschen Volume: 4 mL, Absaugen: 5 s

Tabelle 19. Einstellungen fur die Doppelkupplung von Arginin.

Operation Werte
1 Deprotection Reaction Method: Standard Deprotection, Deprotection Volume: 4 mL
2 Waschen Volumen: 4 mL, Absaugen: 10 s
3 Waschen Volumen: 4 mL, Absaugen: 5 s
4 Waschen Volumen: 4 mL, Absaugen: 5 s
5 Waschen Volumen: 4 mL, Absaugen: 5 s
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6 Kupplung Methode: Standard Kupplung, Aminosaure: aus Methode, Volumen der
Aminosaure: 2.5 mL, Activator Position: Position ACT, Activator Volumen:
2 mL, Activator Base Position: Position ACTB, Activator Base Volumen: 1 mL,
Verzdgerung fur Zugabe der Reagenzien: 0 s, Position der verzdgerten
Reagenz: PositionACTB, Volumen der verzégerten Reagenz: 0 mL, Manifold

Wasch Volumen: 2 mL

7 Waschen Volumen: 4 mL, Absaugen: 10 s
Waschen Volumen: 4 mL, Absaugen: 5s

9 Waschen Volumen: 4 mL, Absaugen: 5 s

10 Kupplung siehe Schritt 6

1 Waschen Volumen: 4 mL, Absaugen: 10 s

12 Waschen Volumen: 4 mL, Absaugen: 5 s

Tabelle 20. Einstellungen fur die finale Entschitzung.

Operation Werte
1 Entschitzung Methode: Standard Entschiitzung, Volumen der Entschitzungslésung: 4 mL
2 Waschen Volumen: 4 mL, Absaugen: 5 s
3 Waschen Volumen: 4 mL, Absaugen: 5 s
4 Waschen Volumen: 4 mL, Absaugen: 5 s
5 Waschen Volumen: 4 mL, Absaugen: 5 s

Tabelle 21. Uberblick aller verwendeter Mikrowellenmethoden.

Mikrowellenmethode Temperatur/ Leistung/ Zeit/ s AT/°C Gaseinleitung

°C w

Standard 75 155 15 2 an: 2 Sek.

Entschitzung 90 30 50 1 aus: 3 Sek.

Standard Kupplung 75 170 15 2 an: 2 Sek.

90 30 110 1 aus: 3 Sek.

105 °C Kupplung a0 210 15 1 an: 5 Sek.

105 60 60 1 aus: 2 Sek.
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A

A

Ac
Amplex®Red
a-CHCA

a.u.

BuOH
c

CD
cm
CMC

Da
DCM
DCPC
deg

o/ B
ddH20
DIC
DIPEA
DLS
DMF
dmol
DMPC
DMSO
DNS
DOPE
DOTMA

DPH

ELP

Absorption

Angstrom

Acetyl
1-(3,7-Dihydroxy-10H-phenoxazin-10-yl)ethan-1-on
4-hydroxy-a-cyano-Zimtsaure
beliebige Einheit

(arbitrary units)

Buthanol

Konzentration
Circulardichroismus

Zentimeter

kritische Micellenkonzentration
(critical micelle concentration)
Tage

Weglange

Dalton (kDa = kilo Dalton)
Dichlormethan
Dicaprylphosphatidylcholin

Grad (mdeg = Milligrad)
(degree)

hydrodynamischer Durchmesser
Reinstwasser
N,N-Diisopropylcarbodiimid
N,N’-Diisopropylethylamin
Dynamische Lichtstreuung

N, N’-Dimethylformamid

Decimol
Dimyristoylphosphatidylcholin
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsaure
Dioleolylphosphatidylethanolamin
N-[1-(2,3-dioleyloxy)propyl]-N, N, N-trimethyl
ammoniumchlorid
1,6-Diphenyl-1,3,5-hexatrien
Extinktionskoeffizient

Elastin-ahnliche Peptide
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Esculin

EtOH
Fmoc
g

Gl
Gly
GOx
Guv

H20>
HCI
HFiP
HLH
HPLC

HRP

/

Korr. Koeff. (g2-1)
A

LLPS

LP
LUV

MALDI

mbar
MeCN
MeOH
mg

min

(elastin-like peptides)
7-Hydroxy-6-[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihydroxy-
6-(hydroxymethyl)oxan-2-ylJoxichromen-2-on
Ethanol

Fluorenylmethoxycarbonyl

Gramm

Gleichung

Glycin

Glucoseoxidase

gigantische unilamellare Vesikel

(giant unilamellar vesicles)

Stunde

Wasserstoffperoxid

Salzsaure
1,1,1,3,3,3-Hexafluoro-2-propanol
Helix-Loop-Helix
Hochleistungsflissigkeitschromatographie
(high-performance liquid chromatography)
Meerrettich-Peroxidase

(horseradish peroxidase)

Intensitat

Korrelationskoeffizient

Wellenlange
Flussig-Flussig-Phasentrennung
(liquid-liquid phase separation)

linear positiv

grofie unilamellare Vesikel

(large unilamellar vesicles)

g/mol

Molar

Matrix-unterstiitzte Laser Desorption/lonisation
(matrix-assisted laser desorption/ionization)
Millibar

Acetonitril

Methanol

Milligramm

Minute
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mL

MLV

ML

mm

mMm

mmol

um

MM

pmol
MRE ([6])

ms
mV

NaOH
nm
NMR
Oxyma
PA

Pbf

res
Resorufin
RKM

RP
RT
sccm

SEC

sek
SPPS

STEM

SuUvV

Milliliter

multilamellare Vesikel

Mikroliter

Millimeter

Millimolar

Millimol

Mikrometer

Mikromolar

Mikromol

mittlere Restelliptizitat

(mean residue ellipticity)

Millisekunde

Millivolt

Anzahl

Natriumhydroxid

Nanometer
Kernresonanzspektroskopie
Ethylcyano(hydroxyimino)acetat
peptidische Amphiphile

(lipidated peptides)
2,2,4,6,7-Pentamethyldihydrobenzofuran-5-sulfonyl
residue
7-Hydroxy-3H-phenoxazin-3-on
Rasterkraftmikroskopie

(atomic force microscopy)

Reflektor positiv

Raumtemperatur

standard cubic centimeters per minute
GroRenausschlusschromatographie
(size exclusion chromatography)
Sekunde

Festphasenpeptidsynthese
(solid-phase peptide synthesis)
Raster- und Transmissionselektronenmikroskopie
(scanning/transmission electron microscopy)
kleine unilamellare Vesikel

(small unilamellar vesicles)
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8 Abklirzungsverzeichnis

TFA
TG
TIPS
TOF
tr
TRP

uLv
uv
Vis
WWwW

Zeit
Trifluoressigsaure
TentaGel®
Triisopropylsilan
time of flight
Retentionszeit
tandem repeat proteins
Masseneinheit
unilamellare Vesikel
Ultraviolett
sichtbares Licht
Wechselwirkung

Zeta-Potential

118



9 Anhang

9 Anhang
9.1 Ubersicht der Peptide
9.1.1 HLHP1
A B
/ . [
El konnte nicht in
- %’g B ausreichenden
% 1855 18%)/2[1u8]65 1870 Mengen
aufgereinigt
werden

1000 1500 2000 2500 3000 3500
m/z [u]

Abbildung 52. A MALDI-TOF Spektrum von reinem HLHP1. Messmethode: RP_300 - 3500. B Ein analytisches
HPLC-Chromatogramm konnte aufgrund von L&slichkeits- und Aufreinigungsproblemen nicht aufgenommen
werden.

Sequenz: Ac - AAAAAA AAA GPRRG AAAAAAAAA - NH:

Summenformel: C77H132N30024

monoisotopische Masse ([M+H]*): errechnet: 1862,0 u; gemessen: 1862,1 u

analyt. HPLC: konnte nicht aufgereinigt werden
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9.1.2 HLHP1.1

A B

20,2

.| 18881

]

s
E [M+H] * | Fl
5, 1888, 1 1880 1890 1900 =
= mjz [u] <

L
: L : : . J . : . M

1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 0 10 20 30 40

m/z [u] t [min]

Abbildung 53. A MALDI-TOF Spektrum von reinem HLHP1.1. Messmethode: RP_450 - 4000. B Analytisches
HPLC-Chromatogramm von reinem HLHP1.1.

Sequenz: Ac - AAA PAAAAA GPRRG AAAAAA AAA - NH:

Summenformel: C79H134N30024

monoisotopische Masse ([M+H]*): errechnet: 1888,0 u; gemessen: 1888,1 u

analyt. HPLC: Gradient: 10 — 40 % MeCN in ddH2O (+ 0,1 % TFA) in 30 Minuten,
tr = 20,2 min
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9.1.3 HLHP2
/ 3 g 21,1
/ (1] ,
[M+H] + — 201 8,2
_ 2018,2 _
S | 5
5, 2010 2020 2030 &
= m/z [u] <
]
[M+H]2 +
1009,6
1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 O 10 20 30 40
m/z [u] t [min]

Abbildung 54. A MALDI-TOF Spektrum von reinem HLHP2. Messmethode: RP_450 - 4000. B Analytisches HPLC-
Chromatogramm von reinem HLHP2.

Sequenz: Ac - AAAAAA AAA GPRRRG AAA AAA AAA - NH»
Summenformel: C83H144N34025
monoisotopische Masse ([M+H]*): errechnet: 2018,1 u; gemessen: 2018,2 u

analyt. HPLC: Gradient: 10 — 40 % MeCN in ddH2O (+ 0,1 % TFA) in 30 Minuten,

tr = 21,1 min
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914 HLHP21
19,2
| 20443
3
/ s,
_ [M+H] * N -
3 2044,3 ‘ , 3
5, 2040 2050 =
= mjz [u] <
[M+H)2 * } |
10226 V oy
1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 O 10 20 30 40
m/z [u] t [min]

Abbildung 55. A MALDI-TOF Spektrum von reinem HLHP2.1. Messmethode: RP_450 - 4000. B Analytisches
HPLC-Chromatogramm von reinem HLHP2.1.

Sequenz: Ac - AAA PAAAAA GPRRRG AAA AAA AAA - NH»
Summenformel: C85H146N34025
monoisotopische Masse ([M+H]*): errechnet: 2044,1 u; gemessen: 2044,3 u

analyt. HPLC: Gradient: 10 — 40 % MeCN in ddH2O (+ 0,1 % TFA) in 30 Minuten,
tr = 19,2 min
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9.1.5 HLHP3
20,6
2174,2
el
_ S,
- [M+H] * \ =
= ' ; )
5, 2174.2 2170 2180 S
= mjz [u] <
| 1 L
| V
1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 O 10 20 30 40
m/z [u] t [min]

Abbildung 56. A MALDI-TOF Spektrum von reinem HLHP3. Messmethode: RP_450 - 4000. B Analytisches HPLC-
Chromatogramm von reinem HLHP3.

Sequenz: Ac - AAAAAA AAA GPRRRRG AAA AAA AAA - NH»
Summenformel: CggH156N35026
monoisotopische Masse ([M+H]*): errechnet: 2174,2 u; gemessen: 2174,2 u

analyt. HPLC: Gradient: 10 — 40 % MeCN in ddH2O (+ 0,1 % TFA) in 30 Minuten,
tr = 20,6 min
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916 HLHP3.1
2200,3 18,6
=
S,
= [M+H] * | , El
-, 2200,3 2190 2200 2210 <
= mjz [u] <
[M+H]2*
1101,1
| lrI i
1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 O 10 20 30 40
m/z [u] t [min]

Abbildung 57. A MALDI-TOF Spektrum von reinem HLHP3.1. Messmethode: RP_450 - 4000. B Analytisches
HPLC-Chromatogramm von reinem HLHP3.1.

Sequenz: Ac - AAA PAAAAA GPRRRRG AAA AAA AAA - NH:
Summenformel: Co1H155N35026
monoisotopische Masse ([M+H]*): errechnet: 2200,2 u; gemessen: 2200,3 u

analyt. HPLC: Gradient: 10 — 40 % MeCN in ddH2O (+ 0,1 % TFA) in 30 Minuten,
tr = 18,6 min
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91.7 HLHP4
*

E

.| 2930,9
5 ‘ \ E]
<, [M+H] + 2025 2930 2935 2940 & 24 8
= 2930,9 mjz [u] < ’
1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000 O 10 20 30 40

m/z [u] t [min]

Abbildung 58. A MALDI-TOF Spektrum von reinem HLHP4. Messmethode: RP_550 - 5000. B Analytisches HPLC-
Chromatogramm von reinem HLHP4. * Injektionssignal durch HFiP.

Sequenz: Ac - LLL LLL LLL GPRRRRG LLL LLL LLL - NH2
Summenformel: C143H264N35026
monoisotopische Masse ([M+H]*): errechnet: 2931,0 u; gemessen: 2930,9 u

analyt. HPLC: Gradient: 60 — 100 % MeOH in ddH.O (+ 0,1 % TFA) in 30 Minuten,
tr = 24,8 min
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9.1.8 HLHP4.1
*

5

©

=1 29152
= ‘ , El
S, 29010 2920 2930 =& 999
= [M+H] miz [u] < -

2915,2

1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000 O 10 20 30 40

mjz [u] t [min]

Abbildung 59. A MALDI-TOF Spektrum von reinem HLHP4.1. Messmethode: RP_550 - 5000. B Analytisches
HPLC-Chromatogramm von reinem HLHP4.1. * Injektionssignal durch HFiP.

Sequenz: Ac - LLL PLL LLL GPRRRRG LLL LLL LLL - NH:

Summenformel: C142H260N38026

monoisotopische Masse ([M+H]*): errechnet: 2915,0 u; gemessen: 2915,2 u

analyt. HPLC: Gradient: 60 — 100 % MeOH in ddH.O (+ 0,1 % TFA) in 30 Minuten,
tr = 22,9 min
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9.1.9 HLHP5
*
—| 28408 | 28567
I
_ MNa] 4 2218,7 -
3 2840,8 - - . ot
8, 2820 2840 2860 8, 24.6
= mjiz [u] <
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[M+H] *
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1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000 O 10 20 30 40
m/z [u] t [min]

Abbildung 60. A MALDI-TOF Spektrum von reinem HLHP5. Messmethode: RP_550 - 5000. B Analytisches HPLC-
Chromatogramm von reinem HLHPS5. * Injektionssignal durch HFiP.

Sequenz: Ac- LLL LLL LLL GPKKKKG LLL LLL LLL - NH2

Summenformel: C143H264N30026

monoisotopische Masse ([M+H]*): errechnet: 2819,0 u; gemessen: 2818,7 u

analyt. HPLC: Gradient: 60 — 100 % MeOH in ddH20 (+ 0,1 % TFA) in 30 Minuten
tr = 24,6 min

127



9 Anhang

9.1.10 HLHP6

A B

*
E 3087,0

5 ‘ E

5, 3080 3090 3100 )

= M) * miz 4] < 27

3087,0

h * %

1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000 O 10 20 30 40

m/z [u] t [min]

Abbildung 61. A MALDI-TOF Spektrum von reinem HLHP6. Messmethode: RP_550 - 5000. B Analytisches HPLC-
Chromatogramm von reinem HLHP6. * Injektionssignal durch HFiP. ** Eine Signalverbreiterung ist auch in den
analytischen Chromatogrammen vorhanden.

Sequenz: Ac- LLL LLL LLL GPRRRRRG LLL LLL LLL - NH>
Summenformel: C149H276N42027
monoisotopische Masse ([M+H]*): errechnet: 3087,1 u; gemessen: 3087,0 u

analyt. HPLC: Gradient: 60 — 100 % MeOH in ddH>O (+ 0,1 % TFA) in 30 Minuten,
tr = 23,7 min
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9.2 Synthese und Aufreinigung der Monomere

-
5,
<

0 10 20 30 40 50

t [min]

Abbildung 62. Beispielchromatogramm aus der semi-praparativen Aufreinigung von HLHP6. In diesem Durchlauf

wurde gezielt keine Essigsaure zugegeben. Im Vergleich zu den unten gezeigten Chromatogrammen wird die
geringe Signalintensitat und die schlechte Trennung der Signale deutlich.

Ala.u]

T T

0 10 20 30 40 50 60
t [min]
Abbildung 63. Beispielchromatogramm aus der semi-praparativen Aufreinigung von HLHP6. Die Signale sind

identisch zum Chromatogramm von HLHP4 in Abbildung 14B. Allerdings zeigt sich fur dieses Peptid trotz

optimiertem Praparationsprotokoll eine Schulter am Hauptpeak, die in Abbildung 64 nochmal vergréRert dargestellt
ist.
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=
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t [min]

Abbildung 64. VergroRerte Darstellung der Schulter am Hauptpeak (markiert), die bei allen Aufreinigungen von
HLHP®6 sichtbar war.
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9.3 Charakterisierung der Leucin Helix-Loop-Helix-Peptide

A t [ps] B

107 10" 10° 10° 107
LB 2y B S ) (R = ML Sk ) B RS L TR L E S MG sl B 1 .0
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dy [nm]

Abbildung 65. A DLS-Messung von HLHP4 nach Zugabe von 1 M Natronlauge zur Partikelsuspension (lila). Trotz
der engen GréRenverteilung zeigt die Korrelationskurve (schwarz) eindeutig eine Aggregation an. B Foto der
Kuvette nach Zugabe von 1 M Natronlauge zur Partikelsuspension.

| Secondary structure |
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Abbildung 66. BeStSel-Analyse der CD-Daten von a-helikalem HLHP4 bei pH 3 (aus Abbildung 16A). Es wurde
kein weiteres Sekundarstrukturelement neben der a-Helix gefunden.
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Abbildung 67. BeStSel-Analyse der CD-Daten von a-helikalem HLHP4 bei pH 7 (aus Abbildung 16A). Es wurde
kein weiteres Sekundarstrukturelement neben der a-Helix gefunden.

Abbildung 68. A Zweidimensionale RKM-Aufnahme (5 x 5 ym) a-helikaler HLHP4-Partikel bei pH 3 (5 % EtOH
in 10 mwm Citratpuffer) direkt nach Praparation und Lagerung uber Nacht im Vakuum. B Zweidimensionale RKM-
Aufnahme (5 x 5 ym) o-helikaler HLHP4-Partikel bei pH7 (5 % EtOH in 1 mm Phosphatpuffer) direkt nach
Praparation und Lagerung tber Nacht im Vakuum.

Alle Aufnahmen wurden im intermittierenden Modus (tapping mode) aufgenommen.
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9.4 Untersuchungen zur Langzeitstabilitat der Partikel von a-helikalem HLHP4

Tabelle 22. Entwicklung der hydrodynamischen Durchmesser der Hauptspezies der Partikel von a-helikalem
HLHP4 bei pH 3 (5 % EtOH in 10 mm Citratpuffer) und pH 7 (5 % EtOH in 1 mm Phosphatpuffer) im Verlauf der
DLS-Langzeitstudie Uber eine Woche unter verschiedenen Lagerbedingungen. *Messqualitdt durch geringe

Signalintensitat beeintrachtigt.

pH 3 (4 °C) pH3(RT) | pH7 (4°C) pH 7 (RT)
Tag0 187 (£ 11)nm 187 (= 11)nm | 222 (£ 32) nm 222 (+ 32) nm
Tag1 231 (+18)nm 206 (+ 17) nm | 247 (£ 36)nm 180 (+ 73) nm
Tag3 232 (£52)nm 238 (£ 12) nm | 319 (£ 20) nm 152 (+ 46) nm
Tag5 315(+44)nm 197 (£ 53) nm | 323 (£ 60) nm 252 (+ 141)* nm
Tag7 338 (£205)nm 254 (£29)nm | 429 (x 15) nm 425 (£ 91)* nm
A pH3,4°C B pH3,RT
161 * Tag 0 161 * Tag 0
s'ﬁ‘a, * Tag 2 fﬁ-‘.‘l * Tag 2
121 Ty - Tag 4 12- I + Tag 4
‘ Tag 6 . | + Tag 6
3 [a% ® 3 [
= g w = g s
£
[, s
41 f; I‘I"‘ .! A‘ I )
0 it detiuglin |
10" 102 10° 10* 10! 102 10° 10*
dy [nm] dy [nm]
C pH7,4°C D pPH 7, RT
121 Tag 0 161 8\ Tag 0
Tag 2 | » Tag 2
Tag 4 121 + Tag 4
81 Tag 6 ", \ + Tag 6
o\'_?: a? i ®
= = 81 faa
AA‘ ‘A MR {
4- ‘ A.. k ‘
4 PR YR
g, 7 e 2
0 . . ) P A T L AT
10" 102 10° 10* 10! 102 102 104
dy [nm] dy [nm]

Abbildung 69. Erganzung: DLS-GréRenverteilungen nach Intensitat fur Peptidpartikel von a-helikalem HLHP4 tiber
den Zeitraum von einer Woche unter verschiedenen Bedingungen. A Praparation bei pH 3 (5 % EtOH in 10 mm
Citratpuffer) und Lagerung bei 4 °C. B Praparation bei pH 3 und Lagerung bei Raumtemperatur. C Praparation bei
pH7 (5% EtOH in 1 mm Phosphatpuffer) und Lagerung bei 4 °C. D Praparation bei pH 7 und Lagerung bei
Raumtemperatur. Dargestellt sind Messungen nach Praparation (Tag 0), Tag 2, Tag 4 und Tag 6. Die Grofienwerte
der Hauptspezies sind tabellarisch in Tabelle 23 dargestellt. Alle gezeigten Werte sind Mittelwerte von

Triplettmessungen.
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Tabelle 23. Entwicklung der hydrodynamischen Durchmesser der Hauptspezies der Partikel von a-helikalem
HLHP4 bei pH 3 (5 % EtOH in 10 mm Citratpuffer) und pH 7 (5 % EtOH in 1 mm Phosphatpuffer) im Verlauf der
DLS-Langzeitstudie tiber eine Woche unter verschiedenen Lagerbedingungen. Dargestellt sind die ungeraden Tage
an denen keine STEM-Messungen durchgefiihrt wurden. *Messqualitdt durch geringe Signalintensitat
beeintrachtigt. **Fehlerwerte sind erhoht, da die Hauptsignale gegeneinander verschoben sind.

pH 3 (4 °C) pH 3 (RT) pH 7 (4 °C) pH 7 (RT)
Tag0 187 (x11)nm 187 (£ 11) nm 222 (£ 32) nm 222 (+ 32) nm
Tag2 223 (x41)nm 265(x76)*nm | 257 (+21)nm 118 (x 23) nm
Tag4 278 (+101)*nm 255 (£ 18) nm 324 (£ 30)nm 274 (x 57) nm
Tag6 218 (x70)nm 287 (£ 122) nm | 406 (+ 101)** nm 328 (+ 54)* nm

10 I

HLHP4 bei 4 °C nach

Abbildung 70. A Foto zweier Proben von Partikeln von a-helikalem HLHP4 nach sieben Tagen Lagerung unter
verschiedenen Bedingungen bei pH 7 (5 % EtOH in 1 mm Phosphatpuffer). Die linke Probe wurde bei 4 °C gelagert
und zeigt leichte Flokkulation. Die rechte Probe wurde bei Raumtemperatur gelagert und zeigt eindeutig
Aggregation. B STEM-Mikrographie einer Probe der Aggregatansammlung. C Detailaufnahme eines Bereichs der
Aggregatstruktur. Es sind einzelne Partikel und kurze fibrillare Strukturen zu erkennen.
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pH 3

Abbildung 71. A Foto einer CD-Kiivette von HLHP4 nach dem Erhitzen auf 80 °C. B-C Niederschlag von HLHP4
bei pH 3 (5 % EtOH in 10 mm Citratpuffer) nach Umwandlung der a-helikalen zur B-Faltblatt-Sekundarstruktur. D-E
Niederschlag von HLHP4 bei pH 7 (5 % EtOH in 1 mm Phosphatpuffer) nach Umwandlung der a-helikalen zur §3-
Faltblatt-Sekundarstruktur.
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9.5 Charakterisierung der B-Faltblatt-Konformere

Abbildung 72. A Zweidimensionale RKM-Aufnahme (5 x 5 ym) der Partikel der 3-Faltblatt-Konformere von HLHP4
bei pH 3 (10 mm Citratpuffer) direkt nach Praparation und Lagerung im Vakuum Uber Nacht. B Zweidimensionale
RKM-Aufnahme (5 x 5 ym) der Partikel der B-Faltblatt-Konformere von HLHP4 bei pH 7 (10 mm Citratpuffer) direkt
nach Praparation und Lagerung im Vakuum Uber Nacht.

Tabelle 24. Entwicklung des hydrodynamischen Durchmessers der Hauptspezies von -Faltblatt HLHP4-Partikeln
bei pH 3 (10 mm Citratpuffer) und pH 7 (10 mMm Citratpuffer) im Verlauf der DLS-Langzeitstudie Uber eine Woche
unter verschiedenen Lagerbedingungen. **Fehlerwerte sind erhéht, da die Hauptsignale gegeneinander
verschoben sind.

pH 3 (4 °C) pH 3 (RT) pH 7 (4 °C) pH 7 (RT)
Tag0 113 (x1)nm 113 (£ 1)nm 114 (£ 2) nm 114 (£ 2) nm
Tag1 113 (x18)nm 143 (x 9) nm 295 (£ 67) nm 287 (£ 18) nm
Tag3 1155 nm 138 (£9)nm |415(x107)** nm 356 (+ 91) nm
Tag5 121 (x11)nm 131 (x10) nm | 486 (£ 148)** nm 306 (+ 103)** nm
Tag7 116 (x4)nm 307 (x40)nm | 514 (£ 213)** nm 228 (+ 16) nm
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Abbildung 73. Erganzung: DLS-GroRenverteilungen nach Intensitat fiir die Langzeitmessung der B-Faltblatt-
Partikel von HLHP4 an geraden Tagen. A Praparation bei pH 3 (10 mm Citratpuffer) und Lagerung bei 4 °C. B
Praparation bei pH 3 und Lagerung bei Raumtemperatur. C Praparation bei pH 7 (10 mwm Citratpuffer) und Lagerung
bei 4 °C. D Praparation bei pH 7 und Lagerung bei Raumtemperatur. Dargestellt sind die Messungen direkt nach
der Praparation (Tag 0), Tag 2, Tag 4, Tag 6. Der Verlauf der GréRenwerte der Hauptspezies ist in Tabelle 25
dargestellt. Alle gezeigten Werte sind Mittelwerte von Triplettmessungen.

Tabelle 25. Entwicklung des hydrodynamischen Durchmessers der Hauptspezies von -Faltblatt HLHP4-Partikeln
bei pH 3 (10 mm Citratpuffer) und pH 7 (10 mm Citratpuffer) im Verlauf der DLS-Langzeitstudie tUber eine Woche
unter verschiedenen Lagerbedingungen. Es sind die geraden Tage aufgeschlisselt, an denen keine STEM-
Aufnahmen gemacht wurden. **Fehlerwerte sind erhéht, da die Hauptsignale gegeneinander verschoben sind.

pH 3 (4 °C) pH 3 (RT) pH 7 (4 °C) pH 7 (RT)
Tag0 113 (x1)nm 113 (x1)nm 114 (£ 2) nm 114 (£ 2) nm
Tag2 119 (x21)nm 145(x13)nm | 271 (£79)nm 275 (£ 100)** nm
Tag4 114 (x3)nm 131 (x12)nm | 313 (x 119)** nm 312 (x 19) nm
Tag6 120 (x6)nm 155 (x20) nm | 400 (£ 226)** nm 262 (+ 87) nm
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9.6 Wechselwirkung der Peptidpartikel mit Gast-Molekiilen

‘PH7

Peptid ohne DPH
Peptid mit DPH

0’ 10?

10° 104

dy [nm]

Abbildung 74. Mittelwerte von Triplettmessungen der PartikelgroRe a-helikaler HLHP4-Partikel vor der
Interkalation von DPH (grau) und nach 1 h Inkubation mit dem Farbstoff (hellblau) bei pH 7 (5 % EtOH in 1 mm
Phosphatpuffer). Es ist nur eine leichte VergréRerung der Partikel nach Zugabe des Farbstoffs zu erkennen.
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Abbildung 75. Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme der Fluoreszenz von Esculin (5 um) nach Enkapsulierung in
a-helikale HLHP4-Partikel bei pH7 (5% EtOH in 1 mm Phosphatpuffer). Einige fluoreszente Stellen sind
beispielhaft mit Pfeilen markiert (Kontrast angepasst, Aex = 385 nm, Belichtungszeit 200 ms).

Tabelle 26. Ubersicht der verwendeten Séulen bei den Abtrennungsversuchen der Glucose von den Peptidpartikeln
in Vorbereitung des Amplex® Red Assay.

Nr. Name der Saule Art der Saule
1 PD MiniTrap G-10 Sepharose Saule (Massenlimit 700 Da)
2 PD MiniTrap G-25 Sepharose Saule (Massenlimit 5 kDa)
3 HiTrap Desalting (G-25) Sepharose Saule (Massenlimit 5 kDa)
Sepharose Saule (Massenlimit 5 kDa)
4 Nap-5 Sephadex G-25 . o
fur DNA Aufreinigung
starker Anionentauscher mit
5 Capto® Q . .
Trimethylammonium-Gruppen
schwacher Kationentauscher mit komplexer
6 Capto® MMC
Kopfgruppe
7 Capto® S starker Kationentauscher mit Sulfonylgruppe
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Abbildung 76. A Mittelwerte der Korrelationskurven von je einer Triplettmessung der a-helikalen Peptidpartikel von
HLHP4 vor der Aufgabe auf die Saule (schwarz) und danach/im Durchfluss (blau) bei pH 7 (5 % EtOH in
1 mm Phosphatpuffer). Nach der Auftragung auf die Saule ist im Durchfluss ein signifikanter Verlust an
Signalintensitat aufgrund des Fehlens der Peptidpartikel zu erkennen.

B Mittelwerte der Korrelationskurven von je einer Triplettmessung der Peptidpartikel von a-helikalem HLHP4 vor
der Zentrifugation im Spin Konzentrator (schwarz) und nach drei Zentrifugationen (pink) bei pH 7 (5 % EtOH in
1 mm Phosphatpuffer). Es ist ein deutlicher Verlust der Signalintensitat durch die Zentrifugation zu erkennen, da die
Partikel wahrend des Zentrifugationsvorgangs zerstort wurden.
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Abbildung 77. A UV/Vis-Spektren einer Referenzmessung des vollstindigen Amplex® Red Assay unter
Anwesenheit von Glucoseoxidase ohne Peptid. B UV/Vis-Spekiren einer Messung des vollstandigen Amplex® Red
Assay unter Anwesenheit von Glucoseoxidase und HLHP4. Es ist eine Erhéhung der Basislinie aufgrund der
Aggregation des Peptids zu erkennen.
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9.7 Anderung der Membranfluiditit der HLHP4-Partikel

5% HLHP4.1

Abbildung 78. STEM-Mikrographie einer Probe von 5 % HLHP4.1 in HLHP4 bei pH 7 (10 mwm Citratpuffer). Es lasst
sich die Bildung von Peptidschichten beobachten, wie sie bei der Probe von reinem HLHP4 nach fiinf Tagen
Lagerung bei Raumtemperatur aufgetreten sind. Die Bildung dieser Schichten direkt nach der Praparation der
Partikel mit gemischten Anteilen deutet auf die deutlich h6here Membranfluiditat und die damit verbundene
Instabilitat der Assemblate hin.
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9.8 Modifikationen der Loop-Sequenz

A B

28 28
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Abbildung 79. A GroRRenverteilungen nach Anzahl n fir Partikel von HLHP4 (blau), HLHP5 (rot) und HLHP6
(violett) direkt nach der Praparation bei pH 3 (5 % EtOH in 10 mm Citratpuffer). B GroRenverteilungen nach Anzahl
n fur Partikel von HLHP4 (hellblau), HLHP5 (orange) und HLHP® (pink) direkt nach der Praparation bei pH 7
(5 % EtOH in 1 mm Phosphatpuffer). Dargestellt sind Mittelwerte von Triplettmessungen einer reprasentativen

Probe.

A HLHP5,4°C B

v

HLHP6,4 °C ~1um_ HLHPG6, RT 1 pum

Abbildung 80. A STEM-Mikrographie von a-helikalen Partikeln von HLHP5 bei pH7 (5% EtOH in 1 mm
Phosphatpuffer) nach Lagerung bei 4 °C fur 24 Stunden. B STEM-Mikrographie von a-helikalen Partikeln von
HLHP5 bei pH 7 (5 % EtOH in 1 mm Phosphatpuffer) nach Lagerung bei Raumtemperatur fir 24 Stunden.

C-D STEM-Mikrographien der a-helikalen Partikel von HLHP6 bei pH 7 (5 % EtOH in 1 mm Phosphatpuffer) nach
einer Lagerung fiir 24 Stunden bei 4 °C (C) oder Raumtemperatur (D). In allen Fallen ist eine signifikante Anzahl

an Aggregaten zu erkennen.
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Abbildung 81. STEM-Mikrographie einer Probe von a-helikalen HLHP6-Partikeln bei pH 3 (5 % EtOH in 10 mwm
Citratpuffer) direkt nach der Praparation. Die Peptidkonzentration war vor dem Auftragen auf das Substrat auf 50 %
der Ausgangkonzentration verdiinnt worden. Aggregate sind mit Pfeilen markiert.
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Abbildung 82. A-B CD-Spektren zur Sekundarstrukturumwandlung von a-helikalem HLHP5 bei pH 3 (5 % EtOH
in 10 mm Citratpuffer) fir einen Temperaturanstieg von 0 °C bis 80 °C mit einer Heizrate von 1 °C/min. Die
markierten Kurven zeigen die Bereiche der signifikanten Sekundarstrukturdnderung in Richtung B-Faltblatt-
Sekundarstruktur. C CD-Spektrum von HLHP5 bei pH 3 nach Erhitzen auf 80 °C (dunkelrot) und anschlieRendem
Abkuhlen auf Raumtemperatur (rot). D-E CD-Spektren zur Sekundarstrukturumwandlung von a-helikalem HLHP5
bei pH 7 (5 % EtOH in 1 mm Phosphatpuffer) fir einen Temperaturanstieg von 0 °C bis 80 °C mit einer Heizrate von
1 °C/min. Die markierten Kurven zeigen die Bereiche der signifikanten Sekundarstrukturanderung in Richtung B-
Faltblatt-Sekundarstruktur. F CD-Spektrum von HLHP5 bei pH 7 nach Erhitzen auf 80 °C (dunkelrot) und
anschliefendem Abkuhlen auf Raumtemperatur (rot).
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Abbildung 83. A-B CD-Spektren zur Sekundarstrukturumwandlung von a-helikalem HLHP®6 bei pH 3 (5 % EtOH
in 10 mm Citratpuffer) fiur einen Temperaturanstieg von 0 °C bis 80 °C mit einer Heizrate von 1 °C/min. Die
markierten Kurven zeigen die Bereiche der signifikanten Sekundarstrukturanderung in Richtung [B-Faltblatt-
Sekundarstruktur. C CD-Spektrum von HLHP6 bei pH 3 nach Erhitzen auf 80 °C (dunkelrot) und anschliefendem
Abkuhlen auf Raumtemperatur (rot). D-E CD-Spektren zur Sekundarstrukturumwandlung von a-helikalem HLHP6
bei pH 7 (5 % EtOH in 1 mm Phosphatpuffer) fir einen Temperaturanstieg von 0 °C bis 80 °C mit einer Heizrate von
1 °C/min. Die markierten Kurven zeigen die Bereiche der signifikanten Sekundarstrukturanderung in Richtung (-
Faltblatt-Sekundarstruktur. F CD-Spektrum von HLHP6 bei pH 7 nach Erhitzen auf 80 °C (dunkelrot) und
anschlieRendem Abkuhlen auf Raumtemperatur (rot).
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