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1 Einleitung

1.1 Phasenseparation hochfluorinierter
Substanzen

Es gibt Molekiile, die in der Lage sind in einem selbstorganisierenden Prozess unter
Beteiligung zahlreicher intermolekularer Wechselwirkungen Aggregate auszubilden.
Neben hydrophilen und hydrophoben Effekten sind hierbei auch Wasserstoftbriicken,
ionische Wechselwirkungen und Van-der-Waals-Krifte involviert.

Bei der Ausbildung biologischer Makromolekiile spielt in erster Linie der
hydrophobe Effekt ein sehr gro3e Rolle. Er stellt die Haupttriebkraft fiir die Faltung
von Makromolekiilen, fiir die Bindung von Substraten an Enzyme und fiir die
Bildung von Membranen dar. Unter dem hydrophoben Effekt versteht man das
Phianomen, dass unpolare Molekiile dazu tendieren sich in Wasser zu groBeren
Aggregaten zusammenzulagern, um die Entropieabnahme durch die Ausbildung
geordneter Wasserstrukturen moglichst gering zu halten (Frank and Evans, 1945;
Winter and Noll, 1998). Demnach ist die Phasenseparation unpolarer Oberflichen

ein wichtiges Strukturelement in biologischen Systemen.

Eine Moglichkeit die hydrophoben Wechselwirkungen von Molekiilen zu forcieren,
besteht in der Verwendung fluorinierter Materialien. Aus diesem Grund beschéftigen
sich die Arbeitsgruppen von DeGrado und Kumar mit Proteinen und Peptiden, die
durch den Einbau von fluorinierten Aminosduren modifiziert wurden und verénderte
Eigenschaften in den intermolekularen Wechselwirkungen aufweisen. Das
Hauptaugenmerk der Forschungen richtet sich dabei auf die stabilisierende Wirkung
der eingefiihrten fluorinierten Seitenketten bezogen auf die gebildeten Oligomere
(Bilgicer et al., 2001a; Bilgicer and Kumar, 2002; Bilgicer et al., 2001b; Tang et al.,
2001a; Tang et al., 2001b).

Der Grund fiir die unterschiedlich starken Wechselwirkungen der fluorinierten

Substanzen verglichen mit den nicht fluorinierten Analoga beruht auf der Erhohung
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des unpolaren Charakters der Molekiile. Nach Israclachvili et al. weisen fluorinierte
CF,- und CF;-Gruppen ein deutlich groferes Volumen von 38 und 92 A” auf als die
entsprechenden CH,- und CH3-Gruppen mit 27 und 54 A (Israelachvili et al., 1977).
Da der hydrophobe Effekt sich proportional zu der an das Losungsmittel
angrenzenden Molekiiloberflache verhilt (Tanford, 1980) und die fluorinierten Reste
dariiber hinaus eine geringere Polarisierbarkeit besitzen als die H-Analoga, wird die
Hydrophobizitit erhoht. Ein weiterer Effekt, der ebenfalls auf die geringe
Polarisierbarkeit fluorinierter Substanzen zuriickzufithren ist, sind die kleinen
kohidsiven Energiedichten, die dazu fiihren, dass die Molekiile nur eine sehr geringe
Tendenz zur Ausbildung von intermolekularen Wechselwirkungen aufweisen (Riess,
1994; Scott, 1948). Entsprechend zeigen Peptide oder Proteine mit fluorinierten
Seitenketten sowohl einen lipophoben als auch einen hydrophoben Charakter und
neigen in Membranen zur Phasenseparation (Neil and Marsh, 2000). Es wird
vermutet, dass fluorinierte Peptide oder Proteine, die in der Lage sind coiled coil-
Strukturen zu formen, einen fluorinierten Kern ausbilden (Hildebrand and Cochran,
1949; Scott, 1948). Dieser eroffnet zahlreiche neue Moglichkeiten auf dem Gebiet
der Stabilitét von nativen Proteinstrukturen in organischen Losungsmitteln (Zaks and
Klibanov, 1984), der selektiven Protein-Protein-Wechselwirkungen (Neil and Marsh,
2000) oder im Bereich des Designs neuer Transmembranhelizes (Bilgicer et al.,

2001a; Kienker et al., 1994; Marsh, 1996; Mingarro et al., 1997).

1.2 Coiled coil-Strukturen

1.2.1 Das coiled coil-Motiv

Die a-Helix ist ein wichtiges Sekundérstrukturelement, das u.a. durch die
Ausbildung sogenannter coiled coil-Strukturen an der Stabilisierung von Proteinen
beteiligt ist. Unter coiled coil-Strukturen versteht man definitionsgemif3 Biindel von
zwel oder mehr a-Helizes, die sich in einem Winkel von ca. 20° umeinanderwinden
und iiber Wechselwirkungen, welche die Helizes untereinander ausbilden, stabilisiert

werden (superspiralisierte a-Helix, Abb. 1-1) (Crick, 1953; Stryer, 1996).
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Abb. 1-1: Darstellung einer doppelstriangigen a-helikalen Superhelix (coiled coil) (Stryer, 1996).

Die Ausbildung von coiled coil-Strukturen basiert auf dem Vorhandensein einer sich
wiederholenden Sequenz von 7 Aminosduren [abcdefg], (heptad repeat) (Abb. 1-2),
wobei die Positionen a und d charakteristischerweise mit hydrophoben Resten
besetzt sind (Adamson et al., 1993; Hodges, 1996) und den Kern der Struktur
ausbilden (Harbury et al., 1993; Kohn et al., 1997). Héaufig befindet sich ein Leucin-
Rest in Stellung d, da dies die aliphatische Aminosdure mit der hochsten
stabilisierenden Wirkung auf die coiled coil-Struktur darstellt (Moitra et al., 1997).
Neben den Wechselwirkungen der Positionen a und d konnen aber auch
Interaktionen zwischen e und g eine Rolle spielen, die im allgemeinen mit
hydrophilen Aminoséuren belegt sind und bei der Ausbildung von coiled coil-
Strukturen in der GréBe von Tetrameren zum Tragen kommen (Abb. 1-2). Demnach
sind sowohl hydrophobe als auch elektrostatische Wechselwirkungen an der
Stabilisierung einer coiled coil-Struktur beteiligt (Betz and DeGrado, 1996; Lazo and
Downing, 2001; Lumb and Kim, 1995b; Zhou et al., 1992), die dariiber entscheiden
wie viele Helizes in den Aufbau der Oligomere integriert werden. In der Natur sind
zahlreiche Beispiele fiir Aggregate in der Gréfe von Dimeren, Trimeren oder
Tetrameren bekannt. Abb. 1-2 zeigt die a-d-Wechselwirkungen der

unterschiedlichen coiled coil-Varianten.
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Dimer

Tetramer

Abb. 1-2: Darstellung der a-d-Wechselwirkung in dimeren, trimeren und tetrameren coiled coil-
Strukturen.

Typische Beispiele fiir Proteine, in denen dimere coiled coil-Bereiche auftreten, sind
Tropomyosin, Myosin oder die ldngste bisher beobachtete zweistringige coiled coil-
Struktur NuMA (Harboth et al., 1995). Mit Hilfe von kristallographischen und NMR-
Untersuchungen konnte fiir den Leucin-Zipper (bZIP)' ebenfalls eine Ausbildung
von Dimeren bestitigt werden (Glover and Harrison, 1995). Bekannte Oligomere in
der GroBe von Trimeren werden u.a. von Laminin, Tenascin und Fibrinogen
ausgebildet (Woolfson and Alber, 1995). Ein weiterer bekannter Vertreter, dessen
dreistringige coiled coil-Struktur mittels Kristallstrukturanalyse nachgewiesen
wurde, ist der GCN4 Leucin-Zipper und die entsprechenden synthetischen Analoga
(Harbury et al., 1994). Tetramere Formen wurden z.B. fiir die isolierten
Polypeptidketten des Apolipoprotein E3 (Wilson et al., 1991) und das menschliche
Wachstumshormon (de Vos et al., 1992) beobachtet.



Einleitung 5

1.2.2 Konzepte zum de novo-Design von synthetischen coiled
coil-Strukturen

Fiir das de novo-Design von Peptiden und Proteinen werden im allgemeinen relativ
einfache und gut charakterisierte Faltungsmotive ausgewdihlt, die ein rationales
Design der Molekiile ermoglichen. Da die Wechselwirkungen, die zur Ausbildung
von coiled coil-Helixbiindeln fithren, sehr gut untersucht sind, ist dieses ein weit

verbreitetes Motiv (Lupas, 1997).

Tripet et al. untersuchten im Speziellen die Auswirkungen von Modifikationen in
zentraler Position des heptad repeat-Motivs. Es wurden systematisch 20
verschiedene Aminosduren in Stellung d eines nach dem de novo-Design
synthetisierten coiled coil-Modellpeptids eingesetzt und CD-spektroskopisch auf die
Stabilitdt der Strukturen untersucht. Der Aggregationszustand wurde {iber
Ultrazentrifugation und GroéBenausschlusschromatographie ermittelt (Tripet et al.,
2000).

Ein Modell auf das hiufig zuriickgegriffen wird, ist die Vier-Helixstruktur. DeGrado
et al. entwickelten eine Polypeptidsequenz, die aufgrund nicht kovalenter,
hydrophober Interaktionen Tetramere ausbildet, basierend auf einem coiled coil einer
sich wiederholenden Sequenz von sieben Aminoséduren (heptad repeat) (Betz et al.,
1997).

Eine weitere Moglichkeit helikale Biindel anzuordnen wurde von Ghadiri et al.
postuliert. Hierbei wurden mit Hilfe von N-terminalen Liganden jeweils drei Helizes
iiber Ubergangsmetalle komplexiert (Ghadiri et al., 1992a; Ghadiri et al., 1992b).

Zur Untersuchung von Helixbiindeln in Detergenzmicellen wurden im allgemeinen
Peptide und Proteine mit bekannten Strukturmotiven verwendet und entsprechend
modifiziert. DeGrado et al. ersetzten in der Peptidsequenz des GCN4-Zippers polare
Aminosduren durch hydrophobe und gewihrleisteten auf diesem Weg die
Lipidloslichkeit des Peptids (Choma et al., 2000). Die Gruppe flihrte Untersuchungen
mittels Ultrazentrifugation, SDS-Gelelektrophorese und Fluoreszenz Resonanz
Energie Transfer-Messungen an den entsprechenden gelabelten Molekiilen zur
selbstorganisierten Aggregation dieser Peptide in verschiedenen Detergenzien durch.

Dabei konnte gezeigt werden, dass der Austausch eines einzigen Asparagin-Rests
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durch ein Valin zu einem Verlust der Assoziationsfahigkeit des Peptids fiihrt (Choma
et al., 2000; Gratkowski et al., 2001).

Eine neue Variante von Peptid-Peptid-Wechselwirkungen, die bereits in Kap. 1.1
angesprochen wurde und sowohl an hydrophoben als auch an lipophilen
Grenzflachen beobachtet werden kann, wurde von Kumar et al. beschrieben. Durch
die Einfithrung fluorhaltiger Aminosduren konnten sie zeigen, dass die postulierte
Phasenseparation hochfluorinierter Substanzen zur Ausbildung von Peptidaggregaten
fiihrt, die hohere Stabilititen aufweisen als die entsprechenden nicht fluorinierten
Analoga (Bilgicer et al., 2001a; Bilgicer and Kumar, 2002; Bilgicer et al., 2001b;
Borman and Washington, 2001). Die Arbeitsgruppe untersuchte die Verdnderungen
der Wechselwirkungen der Peptide insertiert in Detergenz-Micellen, verglichen mit
dem Verhalten der entsprechenden nicht fluorinierten Analoga. Als Detergenzien
wurden hierbei Natriumdodecylsulfat (SDS), Octylpentacthylenglykolether (C8ES)
und Dodecyloctaethylenglykolether (C12E8) verwendet. Mit Hilfe von SDS-
Gelelektrophorese, Ultrazentrifugation und Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer-
Messungen an den entsprechenden gelabelten Peptiden konnten Kumar et al. im
Falle der fluorinierten Molekiile die Ausbildung tendenziell groBerer und stabilerer
Oligomere beobachten.

Vergleichbare Untersuchungen wurden von DeGrado et al. an dem modifizierten
Leucin-Zipper Peptid GCN4-pld durchgefiihrt. Die Gruppe konnte mittels CD-
spektroskopischen Untersuchungen und Simulationen zur Molekiildynamik zeigen,
dass die Einfiihrung fluorinierter Aminosduren zu einer Erhohung der Resistenz
gegen denaturierende Reagenzien und der thermischen Stabilitdt der coiled coil-

Struktur fiihrt (Tang et al., 2001b).

1.2.3 Verwendete Peptidsequenzen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Peptide verwendet, die nach dem Vorbild einer
coiled coil-Struktur synthetisiert wurden. Durch die Herstellung entsprechender
fluorinierter Analoga sollte die stabilisierende Wirkung von fluorinierten
Seitenketten auf die Oligomerisierung der Peptide in Lipidvesikeln untersucht

werden.
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TMH-1 und TMH-2.

Ausgehend von der 33 Aminosduren umfassenden coiled coil-Domine des GCN4-
Zippers wurden von Kumar et al. die beiden Peptide TMH-1 und TMH-2
synthetisiert (Abb. 1-3) (Bilgicer and Kumar, 2004).

HN-BQL'WIALLLLIAVNLILLIALARLKKKKK-CONH,

HN-BQLWIALLLLIAVLLILLIALARLKKKKK-CONH,

Abb. 1-3: Peptidsequenzen der Peptide TMH-1 (oben) und TMH-2 (unten). Das Buchstabensymbol

B steht fiir die Aminoséure $-Alanin.

Um die Lipidloslichkeit der Molekiile zu gewéhrleisten, wurden die hydrophilen
Aminosduren in der Teilsequenz des GCN4-Zippers durch entsprechende
hydrophobe Reste ersetzt. Gleichzeitig wurden am C-terminalen Ende fiinf Lysin-
Reste eingefiihrt, um die Wasserldslichkeit zu erhéhen (Li et al., 2003). Die beiden
Peptide unterscheiden sich in ihrer Sequenz nur durch eine Aminosédure. Der
Asparagin-Rest in Position vierzehn des TMH-1 wurde im TMH-2 durch ein Leucin
ersetzt, wodurch die Assoziationsfahigkeit des Peptids herabgesetzt werden sollte. In
Position  vier befindet sich ein  Tryptophan-Rest, der  zahlreiche

Fluoreszenzuntersuchungen zu den Lipid-Peptid-Wechselwirkungen ermoglicht.

TMF-1 und TMF-2.

Zur Untersuchung der Phasenseparation hochfluorinierter Substanzen und der
Stabilisierung von Aggregaten, deren Peptide fluorhaltige Aminosduren enthalten,
wurden die beiden fluorinierten Analoga TMF-1 und TMF-2 von Kumar et al.
synthetisiert (Abb. 1-4) (Bilgicer and Kumar, 2004).

HN-BQLWIALLLLIAVNLILLIALARLKKKKK-CONH,

HN-BQLWIALLLLIAVLLILLIALARLKKKKK-CONH,

Abb. 1-4: Peptidsequenzen der Peptide TMF-1 (oben) und TMF-2 (unten). Bei den griin
gekennzeichneten Leucin-Resten handelt es sich um die fluorinierte Aminosdure 5, 5, 5,
5°, 5", 5'-Hexafluoroleucin.

Zur Darstellung der fluorinierten Komponenten wurden lediglich die griin

gekennzeichneten Leucin-Reste im TMH-1 und TMH-2 durch 5, 5, 5, 5°, 57, 5'-

Hexafluoroleucin (Abb. 1-5) ersetzt (Xing et al., 2001).
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F,C.__CF,

X

HOOC” “NH,

Abb. 1-5: Strukturformel der fluorinierten Aminoséure 5, 5, 5, 5", 57, 5’-Hexafluoroleucin.

1.3 Lipid-Peptid-Wechselwirkungen

1.3.1 Modellmembranen

Das Wissen iiber die Struktur und Dynamik biologischer Membranen basiert zu
grolen Teilen auf biophysikalischen Studien an kiinstlichen Lipiddoppelschichten.
Hierfiir bedient man sich hdufig synthetischer Modellmembranen, die nur aus ein
oder zwei Sorten von Lipiden aufgebaut und in definierter Zusammensetzung
darstellbar sind. Je nach Wahl der Prédparationsmethode kdénnen unterschiedliche
Doppelschichtsysteme hergestellt werden. Planare, freitragende Lipiddoppel-
schichten entstehen, wenn die Lipide, geldst in einem unpolaren organischen
Losungsmittel wie Dekan, iiber eine schmale Offnung (bis zu 1 mm) einer
Teflonscheibe in wissriger Losung gestrichen werden (Lakey and Pattus, 1989;
Mueller et al., 1962). Durch das Spreiten von Lipiden in organischen Losungsmitteln
an der Luft-Wasser-Grenzfliche werden Monoschichten hergestellt (Schacht et al.,
1955). Festkorperunterstiitzte Membranen konnen iiber das Spreiten von Vesikeln
(Sackmann, 1996) oder die Langmuir-Blodgett-Technik erhalten werden (Roberts,
1990; Schacht et al., 1955). Durch das Dispergieren von Lipid in Wasser bilden sich
multilamellare Vesikel (Liposomen) aus (Abb. 1-6 links). Diese konnen mit Hilfe
von hochfrequenten Schallwellen oder der Extrusionsmethode nach MacDonald in
unilamellare Vesikel (Abb. 1-6 rechts) iiberfiihrt werden (MacDonald et al., 1991;
Stryer, 1996).
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Abb. 1-6: Schematische Darstellung des Querschnitts durch einen multilamellaren Vesikel (links)

bzw. einen unilamellaren Vesikel (rechts).

1.3.2 Phasenseparation in Lipiddoppelschichten

Natiirliche Membranen bestehen im allgemeinen nicht aus einer einzigen fluiden
Matrix, sondern weisen verschiedene Lipidkomponenten auf, die in
unterschiedlichen physikalischen Zustdnden nebeneinander koexistieren konnen. Ein
Beispiel, dass in der Literatur in den letzten Jahren viel diskutiert wurde, ist die
Existenz von sogenannten Lipid-rafts, die auf der Ausbildung Sphingomyelin- und
Cholesterinreicher Doménen in biologischen Membranen beruhen (Cottingham,
2004).

Um eine Phasenseparation in Modellmembranen zu induzieren, konnen verschiedene
Ansitze verfolgt werden. Ross et al. beschrieben die Moglichkeit DPPS-reiche
Doménen in einer 4:1-Mischung von 1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholin
(DPPC) und 1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphoserin (DPPS) durch eine
Komplexierung der negativ geladenen Lipide mittels Calcium zu erreichen (Ross et
al., 2001).

Eine andere Methode basiert auf der Verwendung von Cholesterol und
Sphingomyelin in Lipidmischungen. Shaikh et al. wiesen mit Hilfe der
Filmwaagetechnik und iiber Differential Scanning Calorimetry (DSC) die
Ausbildung von 1-Stearoyl-2-docosahexaenoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamin
(SDPE)-reichen fluiden ungeordneten Bereichen und Cholesterin- bzw.
Sphingomyelin-reichen fluiden geordneten Doménen nach (Shaikh et al., 2001).

Eine weitere Moglichkeit um eine Phasenseparation in Lipidmischungen zu
induzieren, besteht in der Variation der Temperatur. Mit Hilfe von
fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen visualisierten Shoemaker et al. DPPC-

haltige Doménen, die unterhalb der Phasenumwandlungstemperatur ausgebildet
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werden und die fluide 1-Palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholin (POPC)-
Membran netzwerkartig durchspannen (Shoemaker and Vanderlick, 2003). Ein
dhnliches Phinomen wurde von de Almeida et al. in einer 1:1-Mischung von 1,2-
Dilauroyl-sn-glycero-3-phosphocholin  (DLPC) und 1,2-Distearoyl-sn-glycero-3-
phosphocholin (DSPC) beobachtet. Die Phasenseparation wurde hierbei, wie auch in
anderen Studien, iliber den Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer zwischen
fluoreszenten Proben untersucht, die unterschiedliche Affinitdten zur Gel- und zur
fliissig-kristallinen Phase aufweisen (de Almeida et al., 2002; Leidy et al., 2001;
Pedersen et al., 1996). Giocondi et al. beschriecben die temperaturgesteuerte
Ausbildung von Doménen in festkorperunterstiitzen Lipiddoppelschichten, die mit
Hilfe der Rasterkraftmikroskopie (Atomic Force Microscopy, AFM) visualisiert
werden konnte (Giocondi et al., 2001).

Die Tatsache den physikalischen Zustand einer Membran beeinflussen zu kdnnen,
bietet die Moglichkeit die Phasenseparation von Lipiddoppelschichten zur
Regulierung von Prozessen anderer Komponenten in der Membran auszunutzen. In
der Literatur sind Beispiele bekannt, die sich mit der Kontrolle der Aggregation von
Peptiden oder Proteinen auf der Lipidebene auseinandersetzen.

Janosch et al. untersuchten das Verhalten eines Lipid und fluoreszenzgelabelten
Peptids, dass eine grofe Affinitit zur fluiden 1,2-Dimyristoyl-sn-glycero-3-
phosphocholin (DMPC)-Phase in Mischungen von DMPC/DSPC/Cholesterol
aufweist. In Temperaturbereichen, in denen Gel- und DMPC-reiche fluide Phasen
koexistieren, konnte eine erhohte Aggregation der Peptide nachgewiesen werden
(Janosch et al., 2004).

Verschiedene Arbeitsgruppen beschiftigen sich mit dem Phdnomen der erhohten
Oligomerisierung von Peptiden und Proteinen in Lipidmembranen in Anwesenheit
von Sphingomyelin und Cholesterol. Shigematsu et al. fithrten die fluoreszierende
Aminosdure Pyrenylalanin in die Sequenz des a-helikalen Transmembranpeptids Pa4
ein und beobachteten eine erhohte Excimerfluoreszenz, wenn die Peptide in
Lipiddoppelschichten (Ei-PC) in Anwesenheit von Cholesterol und Sphingomyelin
insertiert vorlagen. Diese Tatsache wurde auf die Abnahme des fliissig-kristallinen
Anteils in der Membran und die damit verbundene erhohte Aggregation der Peptide
in der Membran zuriickgefiihrt (Shigematsu et al., 2002). Mit Hilfe von Rhodamin

gelabeltem HIV, konnten Séez-Cirion et al. zeigen, dass die Assoziation des Peptids
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in POPC-Membranen in Anwesenheit von Cholesterol und Sphingomyelin erhdht

wird (Séez-Cirion et al., 2002).



2 Zielsetzung

Die Faltung von Proteinen resultiert in einer dreidimensionalen Struktur, deren
Konformation iiber eine ganze Reihe von nicht kovalenten Wechselwirkungen
ausgebildet wird. Zur Stabilisierung der Struktur muss die Oberfldche, die mit dem
wiassrigen Medium in Kontakt kommt, so minimal wie moglich gehalten werden.
Diese Aufgabe wird in erster Linie durch hydrophobe Wechselwirkungen innerhalb
der Tertidrstruktur erfiillt. Um einen Einblick in den Mechanismus und eine
mogliche Beeinflussung der Proteinfaltung zu bekommen, wird auf die
Untersuchung einzelner Sekundérstrukturelemente zuriickgegriffen, die maf3geblich
an der Stabilisierung von Proteinen beteiligt sind. Hierzu gehoren u.a. o-helikale
coiled coil-Strukturen, die anhand einer Reihe von Messmethoden auf ihr
Aggregationsverhalten getestet werden konnen. In der Literatur sind Arbeiten
bekannt, die sich in erster Linie auf die Untersuchungen der Oligomerisierung der
Molekiile in Detergenzmicellen als Modellsystem beschrinken. Eine weitaus bessere
Ubereinstimmung mit den natiirlichen Gegebenheiten in biologischen Membranen
kann mit Hilfe von Studien an Phospholipidvesikeln erreicht werden.

In dieser Arbeit sollten die Wechselwirkungen der Peptide TMH-1 und TMH-2 mit
Lipidmembranen untersucht werden, die nach dem Vorbild der 33 Aminosduren
umfassenden a-helikalen coiled coil-Struktur des GCN4-Zippers von Kumar et al.
synthetisiert wurden. Gleichzeitig wurden fluorinierte Analoga der Peptide, TMF-1
und TMF-2, hergestellt, deren Aggregationsverhalten in Lipidvesikeln mit dem der
Peptide TMH-1 und TMH-2 verglichen werden sollten. So sollte geklart werden, ob
eine Phasenseparation der hochfluorinierten Substanzen auftritt und inwieweit dies
zu einer Erhohung der Stabilitit und der GréBe von nicht kovalenten
Peptidoligomeren fiihrt.

Durch die Verwendung von Lipidmischungen, die in der Lage sind
Membrandominen auszubilden, die eine unterschiedliche Loslichkeit der Peptide
besitzen, sollte ein System zur Kontrolle der Oligomerisierung der Peptide auf

Membranebene entwickelt werden.



3 Materialien und Methoden

3.1 Priparative und Analytische Methoden

3.1.1 Vesikelpriparation

Vesikelpriparation unter vorherigem Einbau von Peptiden in den Lipidfilm.

Grofle unilamellare Vesikel bestehend aus 1-Palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-
phosphocholin (POPC) (Abb. 3-1), 1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholin
(DPPC) (Abb. 3-2) oder einer Mischung von DPPC und POPC im Verhéltnis 6:4
wurden mit Hilfe der unter Punkt 1.3.1 beschriebenen Extrusionsmethode hergestellt

(MacDonald et al., 1991).

0]
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Abb. 3-1: Strukturformel des Lipids 1-Palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholin (POPC).
W
O—(|3H2
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Abb. 3-2: Strukturformel des Lipids 1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholin (DPPC).

Hierfiir wurden zunéchst entsprechende Mengen der in Chloroform geldsten Lipide
und der in Ethanol geldsten Peptide in einem Reagenzglas vereint. AnschlieBend
wurde das Losungsmittel im Stickstoffstrom zu einem diinnen, an der Glaswand
haftenden Film verblasen. Um das Losungsmittel vollstindig zu entfernen, wurden
die Proben fiir 3 Stunden im Vakuum getrocknet. Die Filme wurden bis zum

Gebrauch bei 4 °C gelagert.
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Zur Herstellung multilamellarer Vesikel wurde der Lipid-Peptid-Film nach Zugabe
einer entsprechenden Menge Wasser 15 min lang im Wasserbad inkubiert.
Anschliefend wurde die Suspension in periodischen Abstinden (4 x 30 s im Abstand
von jeweils 5 min) auf einem Vortexer geschiittelt.

Zur Herstellung von grofen unilamellaren Vesikeln mit einem mittleren
Durchmesser von 100 nm wurde die Vesikelsuspension mit Hilfe eines
Miniextruders (Liposofast®, Avestin) 31 mal durch eine Polycarbonatmembran mit
einem Porendurchmesser von 100 nm gepresst.

Die gesamte  Prdparation musste bei  Temperaturen oberhalb  der
Phasenumwandlungstemperatur 73, der entsprechenden Lipide bzw. der
Lipidmischung durchgefiihrt werden. Fiir POPC erfolgten daher alle Schritte bei
Raumtemperatur, wihrend fiir DPPC bzw. eine Mischung von DPPC/POPC im
Verhiltnis 6:4 bei einer Temperatur von 50 °C gearbeitet wurde, um oberhalb der

Phasenumwandlungstemperatur von reinem DPPC (7}, = 41 °C) zu verbleiben.

Vesikelprdparation ohne vorherigen Einbau von Peptiden in den Lipidfilm.

Fir die Messungen, bei denen die Peptide erst nachtridglich in die bereits
hergestellten unilamellaren Vesikel insertiert wurden, erfolgte die Filmprédparation
wie zuvor beschrieben, jedoch ohne Zugabe einer Peptidlosung.

Teilweise wurden die Vesikelsuspensionen vor Gebrauch mit Tris-Puffer (10 mM
Tris/HCI, 100 mM NaCl, pH 7.5) verdiinnt. Der pH-Wert des Puffers wurde hierbei
grundsitzlich durch Titration mit Salzsdure mittels eines pH-Meters des Typs

Calimatic 766 (Knick Elektronische Messgerdte GmbH & Co., Berlin) eingestellt.

3.1.2 Phosphat-Test zur quantitativen Bestimmung von
Phospholipidkonzentrationen

Fiir verschiedene Messungen war es im Verlauf der praktischen Arbeit notwendig
den Phospholipidgehalt einer Vesikelsuspension genau zu quantifizieren. Zu diesem
Zweck eignet sich der Phosphat-Test nach der Ascorbinsduremethode (Chen et al.,
1956), mit dessen Hilfe der in den Lipiden enthaltene Phosphor nachgewiesen
werden kann. Da sich der Nachweis auf anorganisches Phosphat beschriankt, mussten
die Lipide zundchst verascht werden. Hierbei wurde der organisch gebundene

Phosphor mittels einer nassen Veraschung in Perchlorsdure in anorganisches
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Phosphat iiberfiihrt, das in saurer Losung mit Ammoniumheptamolybdat einen

gelben Phosphomolybdatkomplex bildet:
7 PO43- + 12 (NH4)6[M07024] + 21 H —>7 (NH4)3[PMo01,040] + 51 NH3 + 36 H,O

Durch Reduktion mit Ascorbinsdure wurde dieser Komplex in Molybdédnblau
tiberfiihrt. Unter Molybdédnblau versteht man die tiefblaue, kolloidale Losung von
[(M00O)s<(OH)x], deren genaue Zusammensetzung nicht bekannt ist. Die intensive
Farbung ist auf die gleichzeitige Anwesenheit von Mo(IV) und Mo(VI)
zuriickzufiihren und erlaubt die photometrische Bestimmung des Phosphatgehalts der

Losung bei einem Absorptionsmaximum von 820 nm.

Durchfiihrung.

Zur Erstellung einer Eichgerade wurden 12.5 pl, 25 pl, 50 pl, 75 pl und 100 pl einer
NaH,;POs-Stammlosung mit einer Phosphorkonzentration von [20 pg/ml] in
Reagenzgléser pipettiert. Fiir die zu untersuchenden Lipidproben wurden je nach
Konzentration und Verfiigbarkeit zwischen 10 und 100 pl verwendet. Zusitzlich
wurde eine Nullprobe mitgefiihrt. Sowohl fiir die Eich- als auch fiir die Lipidproben
wurden Doppelbestimmungen durchgefiihrt.

Fiir die Veraschung wurden die Proben mit jeweils 200 pl 70 %iger Perchlorsdure
versetzt und fir 1 Stunde bei 200 °C in einem Aluminiumblock erhitzt, bis die Sadure
vollstédndig abgeraucht war. Die abgekiihlten Proben wurden mit je 700 pl Reagenz
A (0.45 % Ammoniumheptamolybdat-Tetrahydrat, 12.5 % Perchlorsdure) und
Reagenz B (1.8 % Ascorbinsdure) versetzt und fiir 5 Minuten auf 80 °C im
Wasserbad erhitzt. Nach dem Abkiihlen auf Raumtemperatur wurde die Extinktion
der Proben bei 820 nm ermittelt. Der Lipidgehalt der unbekannten Probe in mg/ml

wurde nach GI. 3—1 berechnet:
C(Lipid)Pmbe = C(P)Lsg./ M(P) . M(Llpld) . VLsg./ VProbe - VF Gl 3-1

Dabei ist ¢(P)rs, die Phosphorkonzentration in mg/ml, die aus der Steigung der
Eichgerade bestimmt wurde, die durch Auftragung der Extinktion in Abhdngigkeit
von der Phosphorkonzentration c¢(P), erhalten wird (Lambert-Beersches-Gesetz,
Gl. 3-2). M(P) bzw. M(Lipid) geben die molaren Massen M fiir Phosphor (30.97
g/mol) bzw. das entsprechende Phospholipid an. Vi, ist das Gesamtvolumen der
Losung (1400 pl), Verobe das eingesetzte Volumen der zu untersuchenden Lipidprobe

in pl und VF der Verdiinnungsfaktor, der mit einbezogen werden musste, wenn die
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Probe vor der photometrischen Untersuchung aus Konzentrationsgriinden verdiinnt

wurde.

3.1.3 Bestimmung der Peptidkonzentration mittels UV-
Spektroskopie

Die Peptidkonzentrationen wurden mit Hilfe eines Cary 50 Bio UV-Spektrometers
(Varian, Darmstadt) ermittelt. Dabei wurde fiir die ungelabelten Peptide die
Absorption des Tryptophanrests bei 280 nm mit einem Extinktionskoeffizienten &g
von 5690 1/cm-mol gemessen (Fasman, 1976; Gill and von Hippel, 1989; Larive et
al., 1997). Die Konzentrationen der farbstoffgelabelten Peptide wurde iiber die
Absorption der Fluorophore 7-Nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol (NBD) (&0 = 23000
I/cm-mol in EtOH, &ss = 28744 1/cm-mol in H,O/DMSO (8:2)) und 5(6)-

Carboxytetramethylrhodamin (TAMRA) (&ss50 = 92000 1/ cm-mol in EtOH, &5 =

96363 1/cm-mol in H,O/DMSO (8:2)) bestimmt. Die Konzentration ¢ wurde nach

dem Lambert-Beerschen-Gesetz mit Gl. 3—2 berechnet:
c=E/¢e-d Gl 3-2

Hierbei ist ¢ die Konzentration der Losung in mol/l, £ die Extinktion, & der

Extinktionskoeffizient in 1/cm-mol und d die Schichtdicke der Kiivette in cm.

3.1.4 SDS-Gelelektrophorese zur Untersuchung des
Aggregationsverhaltens der Peptide

Durch Insertion der Peptide TMH-1 und TMH-2 und deren fluorinierter Analoga
TMF-1 und TMF-2 in Vesikel oder SDS-Mizellen kann es zur Ausbildung von
Oligomeren kommen. Eine schnelle und einfach zu handhabende Methode zur
Untersuchung der Aggregation der Peptide ist die SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE), die Aufschluss iiber die Grofle der ausgebildeten
Oligomere geben kann.

Bei der SDS-Gelelektrophorese werden Peptide und Proteine aufgrund ihrer Masse
in Polyacrylamidgelen getrennt. Polyacrylamidgele werden durch Polymerisation
von Acrylamid und Quervernetzung mit N,N’-Methylenbisacrylamid hergestellt. Die

Porengréfe und somit auch der Trennbereich des Gels kann durch die Konzentration
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an Acrylamid und den Anteil an Bisacrylamid variiert werden. Fiir die Arbeit wurde
ein Gel der Zusammensetzung 20 % Acrylamid und 0.53 % Bisacrylamid (37.5:1)
verwendet. Die radikalische Polymerisation wurde mit Ammoniumperoxodisulfat
(APS) und N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED) als Katalysator initiiert.
Als Leition wurde Tricin verwendet, das eine bessere Auftrennung von kleinen
Peptiden und Proteinen (1 bis 100 kDa) bei niedrigeren Acrylamidkonzentrationen
erlaubt, als bei der géngigen SDS-Gelelektrophorese mit Glycin (Schigger and von
Jagow, 1987).

Die zu untersuchenden Proben (TMH-1, TMH-2 und deren fluorinierte Analoga)
wurden in Ethanol gel6st und das Losungsmittel im Stickstoffstrom verblasen.
AnschlieBend wurden die Peptide in dem anionischen Detergenz
Natriumdodecylsulfat (SDS) aufgenommen. Nach der Insertion der Peptide in die
SDS-Mizellen konnten die Molekiile miteinander aggregieren. Es entstand ein
Komplex, dessen negative Ladung der Masse der monomeren oder oligomeren
Peptide proportional ist. Fiir das Gel wurden pro Peptid 5 pg in 15 pl Probenpuffer
aufgetragen.

Die Polyacrylamid-Gelelektrophorese wurde bei einer Stromstirke von 20 mV
durchgefiihrt. Nach erfolgter Trennung erhielt man eine Reihe von Banden, die mit
Coomassie Brilliant Blue angefarbt wurden. Die Entfiarbung der Gele erfolgte

anschlieBend mit einer Methanol-Eisessig-Losung.
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Tab. 3—-1: Zusammensetzung der in der SDS-Gelelektrophorese verwendeten Reagenzien.

Trenngel (20 %) Sammelgel (4 %)
1.94 ml 3.1 M Tris/HCI, pH 6.8 2.57 ml 3.1 M Tris/HCI, pH 8.2
0.31 % SDS 0.31 % SDS
4.0 ml Acrylamid-Bisacrylamid (30 %) 0.40 ml Acrylamid-Bisacrylamid (30 %)
60 ul APS (10 %) 30 ul APS (10 %)
2.4 pl TEMED 2.4 ul TEMED
Laufpuffer Probenpuffer
100 mM Tris/HCI, pH 8.4 100 mM Tris/HCI, pH 8.4
200 mM Tricin 200 mM Tricin
0.1 % SDS (w/v) 1.0 % SDS

25 % Glycerin
0.03 g/l Bromphenolblau

Farbelosung Entfarbelosung

0.5 % Coomassie Brilliant Blue (w/v) 5.0 % Methanol (v/v)
45 % Methanol (v/v) 7.5 % Eisessig (v/v)
18.5 % Eisessig (v/v)

3.2 Fluoreszenzspektroskopische Methoden

3.2.1 Theoretische Grundlagen der Fluoreszenz-
spektroskopie

Die Fluoreszenz zeichnet sich durch eine hohe Sensitivitit und die einfache
Durchfiihrung der Messungen aus und bietet eine groe Zahl an
Molekiilinformationen.  Unter  Fluoreszenz  versteht man die Emission
elektromagnetischer Strahlung von Atomen oder Molekiilen, die durch Absorption

eines Photons in einen elektronisch angeregten Zustand angehoben wurden
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(Lakowicz, 1999). Bis zur Aussendung der Strahlung in einem angeregten Molekiil
kénnen bis zu 10™ s vergehen. Innerhalb dieser Zeitspanne kann das Molekiil seine
Lage im Raum &ndern oder auch mit der Umgebung wechselwirken. Aus diesem
Grund wird die emittierte Strahlung nicht nur von der Molekiilumgebung, sondern
auch durch die dynamischen Eigenschaften des Molekiils beeinflusst.

Neben der Lichtemission treten weitere Desaktivierungsprozesse auf, die bei einer
quantitativen Beschreibung der Fluoreszenz beriicksichtigt werden miissen. Die
verschiedenen Mechanismen konnen im JABLONSKI-Diagramm zusammengefasst

werden (Abb. 3-3).

Energietransfer
] auf Akzeptor
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Abb. 3-3: JABLONSKI-Diagramm.

Durch Lichtabsorption (A) gelangen die Molekiile, nach dem zu der jeweiligen
Absorption gehorigen FRANCK-CONDON-Faktor, vom Schwingungsgrundzustand
So (v = 0) in verschiedene Schwingungszustinde v' des ersten elektronisch
angeregten Zustands S;. Nachdem die angeregten Molekiile mittels innerer
Umwandlung (internal conversion, 1C), d.h. liber die Abgabe der iiberschiissigen
Energie in Form von StéBen mit umgebenden Ldsungsmittelmolekiilen, in den
Schwingungsgrundzustand des ersten elektronisch angeregten Zustands S; (v' = 0)
relaxiert sind, sind mehrere Desaktivierungsprozesse moglich. Neben erneuter
innerer Umwandlung kann es zu einer Relaxation in den elektronischen
Grundzustand unter Abgabe von Wirme (Q) oder iiber die Ausnutzung des
Anregungslichts fiir chemische Reaktionen (Chem) kommen. Dariiber hinaus ist eine
Desaktivierung durch einen Singulett-Singulett-Energietransfer, auch FORSTER-
Transfer genannt (Kap. 3.2.6), moglich, bei dem die Energie auf einen Akzeptor
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iibertragen wird. Bei der Desaktivierung unter Lichtemission, der sog. Lumineszenz,
muss man zwei Arten unterscheiden. Bei der sogenannten Phosphoreszenz (P)
kommt es im ersten Schritt zu einem intersystem crossing (ISC), wobei das angeregte
Molekiil unter Spinumkehr strahlungslos in hohere Schwingungszustinde des
elektronischen Triplettzustands T; iibergeht. In einfachster Nédherung ist dieser
Ubergang quantenmechanisch verboten, erfolgt aber bei geringen energetischen
Abstianden zwischen dem S; und T; Zustand in merklichem Ausmal}. Nach erneuter
IC in den Schwingungsgrundzustand des T; Zustands kommt es wiederum unter
Spinumkehr und Lichtemission zu einer Relaxation in den Schwingungsgrund-
zustand des Sy Niveaus. Bei der zweiten Art der Desaktivierung mittels
Lichtemission, der Fluoreszenz, gehen die angeregten Molekiile direkt vom
Schwingungsgrundzustand des S; Zustands in den elektronischen Grundzustand Sy
tiber. Anders als bei der Phosphoreszenz konnen die Molekiile hierbei, je nach dem
der jeweiligen Emission zugehorigen FRANCK-CONDON-Faktor, auch hohere
Schwingungsniveaus des Sy Zustands erreichen, wodurch das Fluoreszenzlicht im
Vergleich zum Absorptionsspektrum rotverschoben erscheint (Winter and Noll,

1998).

3.2.2 Allgemeine Messbedingungen der
fluoreszenzspektroskopischen Untersuchungen

Alle fluoreszenzspektroskopischen Untersuchungen, wurden an einem Cary Eclipse
Fluoreszenzspektrometer der Firma Varian (Darmstadt) durchgefiihrt. Die
Emissions- und die Anregungsbandweite wurde auf 5 nm festgelegt. Wahrend der
Messung wurden die Proben kontinuierlich mittels eines Variomag Electronicriihrers
(H+P  Labortechnik,  OberschleiBheim)  geriihrt. Die  Aufnahme  der
Fluoreszenzspektren erfolgte bei Raumtemperatur, sofern nicht explizit auf andere

Messbedingungen hingewiesen wird.

3.2.3 Untersuchung der Insertion von Peptiden in Lipid-
doppelschichten mittels Tryptophan-Fluoreszenz

3.2.3.1 Tryptophan-Fluoreszenz

Viele Biomolekiile enthalten bereits fluoreszierende Bestandteile, sog. intrinsische

Fluorophore. Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Peptide TMH-1, TMH-2,
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TMEF-1 und TMF-2 weisen jeweils in Position 4 die Aminosdure Tryptophan auf, die
aufgrund ihres aromatischen Rests fluoreszierende Eigenschaften besitzt und somit
die Untersuchung der Umgebung der Peptide ermoglicht.

Um im Speziellen die Insertion von Peptiden in Lipidvesikel zu untersuchen, macht
man sich die Tatsache zunutze, dass die Peptide bei einer Insertion in die
Lipiddoppelschicht von einer wissrigen, polaren Umgebung in den hydrophoben,
unpolaren Bereich der Membran iibergehen. Das Tryptophan besitzt im wéssrigen
Medium gegeniiber einer apolaren Umgebung in der Lipiddoppelschicht eine
blauverschobene Fluoreszenz (hypsochromer Effekt) (Bong et al., 2000; Galla, 1988;
Wimley and White, 2000). Der Grund hierfiir liegt in der unterschiedlichen
Stabilisierung des angeregten Zustands S; in den beiden verschiedenen Medien (Abb.

3-4).

‘rﬂﬁs‘_‘_”:_—sl’r‘." O!os‘ . 3‘90.‘0
A F1 " A F2

6 g

e B

Abb. 3—4: Energieniveauschema zur Erklirung des hypsochromen Effekts der Tryptophan-
Fluoreszenz durch Insertion der Peptide in Lipidvesikel. a Fluoreszenz in polaren Medien.
b Fluoreszenz in unpolaren Medien.
In einer polaren Umgebung orientieren sich die Losungsmitteldipole antiparallel zu
dem Dipolmoment des Chromophors. Durch die Absorption von Licht éndert sich
das elektrische Dipolmoment des Chromophors in Stirke und Orientierung. Da sich
die polaren Losungsmittelmolekiile erst durch Umorientierung auf das neue
Gleichgewicht einstellen miissen, liegt der angeregte FRANCK-CONDON-Zustand
S energetisch hoher als der Gleichgewichtszustand des angeregten Tryptophans S;".
Nach der Emission des Lichts befindet sich das Molekiil zundchst in einem
Grundzustand S, der energetisch etwas oberhalb des Gleichgewichtsgrundzustands

So' liegt, da der Chromophor nun erneut das urspriingliche Dipolmoment aufweist,
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aber die polaren Losungsmittelmolekiile dazu nicht mehr energetisch giinstig
ausgerichtet sind. AnschlieBend relaxiert das System in den Gleichgewichts-
grundzustand Sy’ (Abb. 34 a).

Insertieren die Peptide in eine Lipiddoppelschicht, so befindet sich das Tryptophan in
einer apolaren Umgebung. Aufgrund der hydrophoben Membran, die lediglich einen
geringen Wassergehalt aufweist, findet nur eine geringfligige Umorientierung der
Losungsmittelmolekiile statt. Somit ist die Energie der Zustinde S;" und S; nahezu
gleich gro und der Chromophor gelangt iiber Lichtemission direkt in den
Gleichgewichtsgrundzustand Sy° Abb. 3-4 b. Aufgrund der Polarititsinderung
wiéhrend der Insertion der Peptide in Lipidvesikel kommt es somit zu einer
Blauverschiebung der Fluoreszenz (F, > F,) (Galla, 1988; Winter and Noll, 1998).
Ein weiterer Effekt der Polarititsdnderung, der eine Beobachtung der Insertion
mittels Fluoreszenz ermoéglicht, ist der Anstieg der Fluoreszenzquantenausbeute ¢
des Tryptophans beim Ubergang von einem polaren in ein apolares Medium.
Ursache fiir die geringere Fluoreszenzquantenausbeute in polarer Umgebung sind
strahlungslose Desaktivierungen, als Konkurrenzprozesse zur Fluoreszenz (Wallach

and Zahler, 1966; Yonei et al., 1979).

3.2.3.2 Messbedingungen

Zur Untersuchung der Insertion der Peptide in Lipiddoppelschichten wurden die
Spektren, die mit einer Anregungswellenldnge von 280 nm aufgenommen wurden, in
einem Wellenldngenbereich von 290 bis 450 nm aufgezeichnet. Die
Fluoreszenzspektren wurden um die Streuung der Vesikel korrigiert, in dem ein
Spektrum der reinen Vesikelsuspensionen ohne Peptid aufgenommen und spéter von
den eigentlichen Messungen abgezogen wurde. Des weiteren wurde fiir die
Auswertung die Verdiinnung der Peptidkonzentration durch die Titration
berticksichtigt.

Die Peptidinsertion in POPC-Lipidvesikel wurde auf zwei unterschiedlichen Wegen
durchgefiihrt. Fiir den ersten Ansatz wurden 170 pl einer wissrigen TMH-1-Losung
mit einer Konzentration von 6 uM schrittweise (bis 100 pl in 10 pl-Schritten, bis 300
ul in 20 pl-Schritten) mit einer Suspension von unilamellaren 100 nm POPC-
Vesikeln der Konzentration 4.0 mM titriert (Lipid-zu-Peptidverhéltnis cpopc/cvu-1 =
0-1200:1). Die Vesikel wurden nach der unter Kap. 3.1.1 beschriebenen

Extrusionsmethode hergestellt. Fiir die wissrige Peptidlosung wurde eine
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Stammlosung der Konzentration 0.2 mM in H,O/DMSO im Verhiltnis 8:2 mit Tris-
Puffer (10 mM Tris/HCI, 100 mM NaCl, pH 7.5) verdiinnt. Um die Einstellung des
Gleichgewichts zu gewihrleisten, wurden die Proben zwischen den einzelnen
Lipidzugaben jeweils 20 Minuten inkubiert bis die Tryptophan-Fluoreszenzintensitit
einen konstanten Wert angenommen hatte.

Fiir den zweiten Ansatz wurden gemischte Lipid-Peptidfilme aus POPC und dem
jeweiligen Peptid, wie unter Kap. 3.1.1 beschrieben, hergestellt. Dabei wurde die
Peptidkonzentration konstant bei 6 pM fiir die nicht fluorinierten Peptide bzw. bei 7
uM fir TMF-1 und TMF-2 gehalten. Das Lipid-zu-Peptidverhéltnis wurde durch
Variation der Lipidkonzentration im Bereich 0-1200:1 sukzessive erhoht. Fiir die
Messungen wurden jeweils 200 pl der Vesikelsuspension vorgelegt.

Um die These zu stiitzen, dass die Peptide nur in fluidle Membranen insertieren
konnen (Kap. 1.3.2), wurden Messungen mit DPPC und TMH-1 bei Raumtemperatur
durchgefiihrt, so dass die Lipiddoppelschicht in der Gelphase vorlag. Hierfiir wurden
800 pl einer wiéssrigen Peptidlosung der Konzentration 3 uM vorgelegt und in 100
ul-Schritten mit 100 nm Vesikeln der Konzentration 0.9 mM titriert (Lipid-zu-
Peptidverhéltnis cpppc/ctvu.1 = 0-290:1). Fiir die wissrige Peptidlosung wurde eine
Stammlosung der Konzentration 22 uM in HO/DMSO im Verhéltnis 8:2 mit Tris-
Puffer (10 mM Tris/HCI1, 100 mM NaCl, pH 7) verdiinnt.

3.2.4 Loschexperimente mit DOXYL-Sonden

3.2.4.1 Prinzip des Fluoreszenzquenchings

Die Fluoreszenzquantenausbeute ¢ eines Fluorophors kann durch in der Ldsung
diffundierende Loschermolekiile, sogenannte Quencher (z.B. O,, I, NO, BrO,,

Olefine, Schweratome, halogenierte Kohlenwasserstoffe), stark herabgesetzt werden.
Dabei wird der Absorptionsprozess des Molekiils nicht beeinflusst, sondern die
Molekiilfluoreszenz dadurch geloscht, dass Quenchermolekiile durch Spin-Bahn-
Wechselwirkung einen (S;—T;)-Ubergang (ISC) induzieren. Um die Energie des
angeregten Zustands strahlungslos auf das Quenchermolekiil iibertragen zu kdnnen,
miissen der Fluorophor F und der Quencher Q in Kontakt miteinander kommen. Je
nachdem, ob die beiden Molekiile bei diesem Vorgang im Grundzustand einen

Komplex [FQ] bilden oder nach dem Stofl zwischen einem angeregten Fluorophor
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F" und einem Quencher Q wieder voneinander weg diffundieren, unterscheidet man
zwischen der statischen und der dynamischen Fluoreszenzldschung.
Fiir die statische Fluoreszenzloschung durch Komplexbildung miissen folgende

Konkurrenzprozesse berticksichtigt werden (Gl. 3-3 und GI. 3—4):

k P k

F+hv, A £ F+hv, Gl 3-3
Absorption Fluoreszenz
K 5
F+ Qe [FQ]— ™ [FQ| —— FQ + Wirme Gl 34
Absorption

Die zweite Reaktion ist verantwortlich fiir das Quenching der Fluoreszenz.
Fluorophor F und Quencher Q bilden im Grundzustand einen Komplex [FQ], der
nicht in der Lage ist zu fluoreszieren. Der angeregte Fluorophor-Quencher-Komplex
[FQ]™ geht strahlungslos und unter Abgabe von Wirme in den Grundzustand iiber.
Durch die Ausbildung des Komplexes wird die Gesamtzahl, der fiir die Fluoreszenz
zur Verfiigung stehenden Fluorophore F, verringert und somit die

Fluoreszenzquantenausbeute ¢ mit steigender Quencherkonzentration ¢,

herabgesetzt. Die Fluoreszenzlebensdauer 7, des Fluorophors wird hingegen nicht
beeinflusst. Zur quantitativen Betrachtung wird angenommen, dass sich die
Konzentration in An- und in Abwesenheit von Quencher ¢, bzw. ¢; an Fluorophor
proportional zur jeweiligen Fluoreszenzintensitit in An- und in Abwesenheit von
Quencher 7 bzw. I° und somit auch zur Fluoreszenzquantenausbeute ¢ bzw. ¢’
verhalt. Mit Hilfe der Assoziationskonstanten K, erhélt man den in Gl 3-5
dargestellten linearen Zusammenhang zwischen dem Verhéltnis der Intensititen und
der Quencherkonzentration c,, der als STERN-VOLLMER-Gleichung bezeichnet
wird.

0

17:l+KFQ-cQ Gl 3-5

Fiir einen dynamischen Loschprozess, bei dem die Desaktivierung durch einen Stof3
mit einem Quenchermolekiil erfolgt (Kollisionsldschen), miissen die folgenden
konkurrierenden Desaktivierungsprozesse beriicksichtigt werden (Gl. 3-6, Gl. 3-7

und GI. 3-8):
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* k
F——f —SF+ hv2 Gl 3-6
Fluoreszenz
. . )
F >F + Wirme Gl 3-7
Internal Conversion
. k \

F +Q >F + Q + Wirme Gl. 3-8

Quenching durch Stof3

Fiir eine quantitative Beschreibung dieses Quenchingprozesses geht man dhnlich vor
wie bei der statistischen Fluoreszenzloschung. Es ergibt sich ein analoger Ausdruck
fiir die STERN-VOLLMER-Gleichung, der den linearen Zusammenhang zwischen
den Fluoreszenzintensititen in An- und in Abwesenheit von Quencher und der

Quencherkonzentration ¢, beschreibt (Gl. 3-9) und sich nur darin unterscheidet,

dass fiir den dynamischen Quenchingprozess die Fluoreszenzlebensdauer in

Abwesenheit von Quencher z; beriicksichtigt werden muss.

0

—=1+K, 77 ¢ GL.3-9

Q

Hierbei steht K, fiir die Gleichgewichtskonstante des Quenchingprozesses durch

einen Stof} (Galla, 1988; Winter and Noll, 1998).

3.2.4.2 Quenchingexperimente mit DOXYL-stearinsduren

Zur Lokalisierung von Peptiden in einer Lipiddoppelschicht kann die sogenannte
parallax-Methode verwendet werden. Diese Technik ermdglicht die Berechnung des
Abstands zwischen einem Fluorophor, in diesem Fall einem Tryptophan-Rest, und
dem Zentrum der Lipiddoppelschicht (Chung et al., 1992). Dabei wird die
statistische Fluoreszenzloschung des Fluorophors durch Quencher beobachtet, die
kovalent an definierten Positionen der Alkylketten von Stearinsduren gebunden
wurden. In diesem Fall wurden Quenchingexperimente mit 5- und 16-DOXYL-
stearinsdure durchgefiihrt, wobei es sich um DOXYL-Sonden handelt, die in Position

fiinf bzw. sechszehn ein Nitrosylradikal aufweisen (Abb. 3-5).
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CH,CH, CH,(CH,),,CH,-COOH CHS(CH2)11CH2><CHZCH2CH2-COOH
(@] N-<O (0] N<O
CH, CH,
CH, CH,

Abb. 3-5: Strukturformeln der beiden Quencher 5-DOXYL-stearinsdure (rechts) und 16-DOXYL-
stearinsédure (links).

Insertiert das Peptid in Membranen, die variierende Mengen an DOXYL-Sonden
enthalten, so wird die Tryptophan-Fluoreszenz der Peptide je nach Position der
fluoreszierenden Aminosdure und Quencherkonzentration durch die Nitrosylradikale
in Position fiinf bzw. sechszehn in unterschiedlichem Ausmall geloscht (Kiss et al.,
1999; Narayanaswami et al., 2000). Der entsprechende mathematische
Zusammenhang ergibt sich aus einer zweidimensionalen Form der Perrin-Gleichung
(GL. 3-10) (Birks, 1970).

[ (R -Xx1-27)

In—=-

70 70 * X DOXYL Gl. 3-10

Hierbei steht y,,yy; flir den Molenbruch des Quenchers und R, fiir den kritischen

Quencherradius. Die Variable X beschreibt den lateralen Abstand zwischen

Quencher und Fluorophor und Z den entsprechenden vertikalen Abstand (Abb. 3-6).

h k

Zentrum der Lipiddoppelschicht

Abb. 3—-6: Ubersicht iiber die geometrischen Parameter fiir die Berechnung des Abstands zwischen

dem Tryptophan-Rest und dem Zentrum der Lipiddoppelschicht P.

Fiir die Auswertung nach der parallax-Methode wird angenommen, dass sowohl Ry,
als auch X, fiir ein bestimmtes Fluorophor-Quencher-Paar konstant bleiben. Trégt
man den natiirlichen Logarithmus des Verhéltnisses der Intensitit in An- und in
Abwesenheit von Quencher / und /° in Abhingigkeit vom Molenbruch des

Quenchers y,oxy; auf, so erhdlt man iiber die Steigungen der Geraden fiir die
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beiden, an  unterschiedlichen Stellen der  Membran lokalisierten,

Nitrosylradikalquencher verschiedene Werte fiir den Term(R(f ~ X =7 som 16_DS) .

Durch Subtraktion der beiden Terme fiir 5- und 16-DOXYL-stearinsdure und mit
Hilfe der bekannten Abstinde der Quenchermolekiile vom Zentrum der
Lipiddoppelschicht Qs.ps und Qj6.ps (Chattopadhyay and London, 1987) kann die
Distanz P zwischen dem Fluorophor und dem Zentrum der Lipiddoppelschicht mit

der folgenden Gleichung berechnet werden:

_ I:ZSZ-DS - le6-DS + Q126-DS - Qsz-Ds]
[2 ’ (Qlé-DS - QS-DS )]

Gl 3-11

3.2.4.3 Messbedingungen

Zur Lokalisierung des Tryptophanrests der Peptide innerhalb der Lipiddoppelschicht
wurde die Tryptophan-Fluoreszenz in einem Wellenldngenbereich von 290 bis 450
nm untersucht. Die Fluoreszenzspektren wurden mit einer Anregungswellenldnge
von 280 nm aufgenommen und anschlieBend um die Streuung der Vesikel korrigiert,
in dem ein Spektrum der reinen Vesikelsuspensionen ohne Peptid und ohne
Quencher aufgenommen und spdter von den eigentlichen Messungen abgezogen
wurde.

Genau wie die Peptidinsertion wurde auch die Probenpriparation fiir die
Quenchingexperimente auf zwei unterschiedlichen Wegen durchgefiihrt. Fiir den
ersten Ansatz wurden POPC-Vesikel mit einem mittleren Durchmesser von 100 nm
und variierenden Mengen an 5- bzw. 16-DOXY L-stearinsdure nach der in Kap. 3.1.1
beschriebenen Methode hergestellt und anschlieBend mit Tris-Puffer (10 mM
Tris/HCI, 100 mM NaCl, pH 7.5) 1:1 verdiinnt. Dabei betrug die resultierende
POPC-Konzentration 0.7 mM und das Lipid-zu-Quencherverhiltnis cpopc/cs/i6-ps
wurde zwischen 0 und 50 variiert. Es wurden jeweils 400 ul der Lipid-Quencher-
Suspension vorgelegt und mit 20 pl einer TMH-1-Losung der Konzentration 46 pM
in H,O/DMSO im Verhiltnis 8:2 bzw. einer TMH-2-Losung der Konzentration 50
uM in H,O/DMSO im Verhiltnis 8:2 versetzt und gemischt (Lipid-zu-
Peptidverhéltnis cpopc/ctmu-1 = 290:1 bzw. cpopc/ctmu2 = 260:1). Um die Insertion
der Peptide in die Vesikel zu gewihrleisten, wurden die Proben nach der
Peptidzugabe jeweils 20 Minuten inkubiert bis die Tryptophan-Fluoreszenzintensitit

einen konstanten Wert angenommen hatte.
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Fiir den zweiten Ansatz wurden gemischte Lipid-Quencher-Peptidfilme aus POPC,
der entsprechenden DOXYL-stearinsdure und dem jeweiligen Peptid (TMF-1 bzw.
TMF-2), wie unter Kap. 3.1.1 beschrieben, hergestellt. Dabei wurde die
Peptidkonzentration in beiden Fillen konstant bei 5 uM gehalten. Die
Lipidkonzentration betrug 3.0 mM und das Lipid-zu-Quencherverhéltnis cpopc/cs;i6-
ps wurde durch Variation der Quencherkonzentration im Bereich 0-25 sukzessive

erhoht. Fiir die Messungen wurden jeweils 400 pl der Vesikelsuspension vorgelegt.

3.2.5 Reversibilitit der Peptidinsertion

3.2.5.1 Beschreibung des Versuchs und Probenvorbereitung

Um die Reversibilitdt der Peptidinsertion zu untersuchen, d.h. inwieweit die Peptide
nachdem sie einmal in die Lipiddoppelschicht insertiert sind, in einem Vesikel
verbleiben oder aber zwischen unterschiedlichen Vesikeln wechseln, wurde die
Methode von Wimley et al. herangezogen (Wimley and White, 2000). Es wurden
vier verschiedene Vesikelpopulationen hergestellt: (1) Reine POPC Vesikel, (2)
POPC Vesikel, die 8 Mol% an Quencher 5-DOXYL-stearinsiure enthielten, (3)
POPC Vesikel mit insertiertem Peptid und (4) POPC Vesikel, die 8 Mol% an
Quencher 5-DOXYL-stearinsdure und insertiertes Peptid enthielten. Die Peptide
TMH-1 und TMH-2 wurden dabei zum einen vor der Préparation der Vesikel in den
Film zugegeben und zum anderen in einer zweiten Messreihe nachtriglich in die
praparierten Vesikel insertiert, wie in Kap. 3.1.1 beschrieben. Im Fall der
nachtraglichen Zugabe der Peptide zu der Vesikelsuspension wurden die
Suspensionen (3) und (4) nach der Peptidzugabe 1 h inkubiert, um die vollstindige
Insertion der Peptide zu gewihrleisten. AnschlieBend wurden parallel zwei
unterschiedliche Mischungen aus den vier verschiedenen Suspensionen hergestellt.
Dabei enthielt eine Mischung die Suspensionen (1) und (4) und die andere die
Suspensionen (2) und (3). Um auch hier wiederum eine Gleichgewichtseinstellung zu
gewdhrleisten, wurden die Mischungen fiir jeweils 30 Minuten inkubiert, bevor die
Fluoreszenzspektren aufgezeichnet wurden. Ein vollstdndiger und reversibler
Austausch der Peptide zwischen den Vesikeln zeigt sich, wenn die Intensititen der
Tryptophan-Fluoreszenz der beiden Mischungen (1) + (4) und (2) + (3) etwa im

Mittel der beiden Ausgangsintensititen der Suspensionen (3) und (4) liegen.
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3.2.5.2 Messbedingungen

Um die Reversibilitit der Peptidinsertion zu untersuchen, wurden
Fluoreszenzspektren mit einer Anregungswellenldinge von 280 nm und in einem
Wellenldangenbereich von 290 bis 450 nm aufgezeichnet. Zur Korrektur der Streuung
durch die Vesikel wurde ein Spektrum der reinen Vesikelsuspensionen mit bzw.
ohne Quencher aufgenommen und spéter vom eigentlichen Fluoreszenzspektrum
abgezogen.

Fiir die Messreihe mit nachtriaglicher Insertion der Peptide in die Vesikel wurden
POPC-Vesikel mit und ohne Quencher (Suspension (1) und (2)) und einem mittleren
Durchmesser von 100 nm nach der in Kap. 3.1.1 beschriebenen Methode hergestellt.
Die POPC-Konzentration betrug 1.3 mM und die Quencherkonzentration 0.2 mM.
Zur Herstellung der Suspensionen (3) und (4) wurden je 200 pul der Suspensionen (1)
und (2) mit 10 pl einer TMH-1-Lésung der Konzentration 91 uM in H,O/DMSO
(8:2) bzw. 10 pl einer TMH-2-Losung der Konzentration 89 uM in H,O/DMSO (8:2)
versetzt. Nach erfolgter Insertion der Peptide wurden je 200 pl der vier hergestellten
Suspensionen wie zuvor beschrieben miteinander gemischt und inkubiert (Lipid-zu-
Peptidverhéltnis cpopc/crmm-1 = 575:1 bzw. cpopc/Crmu-2 = 590:1). Fiir die Messungen
wurden jeweils 400 pl der Mischungen vorgelegt.

Fiir die zweite Messreihe wurden Filme hergestellt (Kap. 3.1.1), die entsprechend der
jeweiligen Suspension nur POPC, POPC und den Quencher 5-DOXY L-stearinsdure
und die jeweiligen Analoga mit den Peptiden TMH-1 und TMH-2 enthielten. Dabei
betrug die Peptidkonzentration sowohl fiir TMH-1 als auch fiir TMH-2 2 uM. Mittels
einer POPC-Konzentration von 1.3 mM wurde ein Lipid-zu-Peptidverhéltnis von
cporc/Cpeptid = 600:1 eingestellt. Der Quencher wurde mit einer Konzentration von 0.1
mM (8 Mol%) eingesetzt. Fiir die Messungen wurden jeweils 190 pl der

hergestellten Suspensionen vorgelegt.

3.2.6 Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer (FRET)

3.2.6.1 Theoretische Grundlagen des Energie Transfers nach
FORSTER

In Kap. 3.2.4 wurde beschrieben, dass die Fluoreszenz von Molekiilen durch

statisches oder dynamisches Quenching geloscht werden kann. Wiahrend bei dieser

Variante der Desaktivierung von angeregten Molekiilen die Fluorophore und die
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Quenchermolekiile in direkten Kontakt miteinander treten miissen, kann der
sogenannte Energie Transfer nach FORSTER durch eine schwache Kopplung
zwischen den elektronischen Orbitalen eines Donor- und eines Akzeptormolekiils
tiber einen Abstandsbereich von bis zu 8 nm erfolgen. Bei diesem Vorgang wird
zunéchst ein Donormolekiil angeregt und gelangt somit in den ersten elektronisch
angeregten Zustand S;. Bei entsprechender rdumlicher N&he zu einem
Akzeptormolekiil erfolgt die Desaktivierung des Donors nicht durch Abgabe der
Energie in Form von Fluoreszenz, sondern durch Ubertragung der Anregungsenergie
auf einen Akzeptor. Dieser wird in den ersten elektronisch angeregten Zustand S;
angehoben und ist nun seinerseits in der Lage zu fluoreszieren (S; — Sp). Das
entsprechende JABLONSKI-Diagramm ist in Abb. 3—7 dargestellt (Winter and Noll,
1998).

Y —ig
S1

y
Energietransfer Fluoreszenz
y Y
So So
Donor Akzeptor
kr
D*+ A > D+ A*

Abb. 3-7: JABLONSKI-Diagramm des Energie Transfers nach FORSTER.

Die zugehorigen theoretischen Zusammenhédnge wurden bereits 1948 von T. Forster
entwickelt (Forster, 1948). Dabei wurde gezeigt, dass ein Energie Transfer zwischen
einem Donor- und einem Akzeptormolekiil nur unter bestimmten Voraussetzungen
erfolgen kann.

Nach Forster versteht man den Mechanismus der Energielibertragung als
physikalisches Resonanzphidnomen. Hierbei wird das Elektronensystem des Donors
als mechanischer Oszillator angesehen, der seine Anregungsenergie analog dem
Beispiel zweier gekoppelter Pendel auf einen zweiten Oszillator iibertragen kann.
Diese Kopplung ist allerdings nur moglich, wenn der elektronische Ubergang des
Akzeptors der Frequenz des Donors entspricht. Somit ist eine Uberlappung zwischen

dem Absorptionsspektrum des Akzeptors und dem Emissionsspektrum des Donors
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eine Voraussetzung fiir einen Energie Transfer zwischen den beiden Molekiilen
(Galla, 1988).

Einen weiteren Punkt stellt der Abstand zwischen Donor und Akzeptor dar, da die
Energie Transfer-Effizienz mit der sechsten Potenz des Molekiilabstands der beiden
Fluorophore R abnimmt (Gl. 3—13). Der kritische Abstand Ry wird als sogenannter
FORSTER-Abstand bezeichnet, auf den im weiteren noch genauer eingegangen
wird.

Neben einer ausreichend langen Fluoreszenzlebensdauer des Donors miissen dariiber
hinaus die Orientierungen der Ubergangsdipolmomente von Donor und Akzeptor,
die sich im allgemeinen unterscheiden, berticksichtigt werden. Ein Energie Transfer
kann nur dann beobachtet werden, wenn die Ubergangsdipolmomente eine geeignete
Orientierung zueinander einnehmen. Mit Hilfe der daraus resultierenden
Wechselwirkungsenergie zwischen den beiden Dipolen ergibt sich die
Transfergeschwindigkeitskonstante kt, die mit der sechsten Potenz des Abstands R

zwischen Donor und Akzeptor abnimmt (Gl. 3—12).
6
k. = L[&) Gl 3-12

7, bezeichnet die Fluoreszenzlebensdauer des Donors in Abwesenheit von

Akzeptor. Zur Bestimmung des Abstands R zwischen Donor und Akzeptor wird im

allgemeinen die Energie Transfer-Effizienz £ gemessen, die wie folgt definiert ist:

E = ; Gl. 3-13

1+(R/R,)’
Dabei versteht man unter dem FORSTER-Abstand R, den Abstand zwischen Donor
und Akzeptor bei dem der Energie Transfer noch zu 50 % effizient ist (Winter and
Noll, 1998). R, ergibt sich aus der Wechselwirkungsenergie zwischen den beiden

Ubergangsdipolmomenten als:

1
R,=9.78-10°(g,x"n*J )¢ A Gl 3-14

Hierbei steht ¢p fiir die Fluoreszenzquantenausbeute des Donors, n fiir den
Brechungsindex der Losung und J fiir das Uberlappintegral, das ein MaB fiir die

Uberlappung zwischen dem Fluoreszenzspektrum des Donors und dem
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Absorptionsspektrum des Akzeptors darstellt. x* bezeichnet den Orientierungsfaktor,
der die Anordnung der Ubergangsdipolmomente beschreibt (Reddy et al., 1999).
Die Energie Transfer-Effizienz £ kann mit Hilfe der Fluoreszenzintensitdten in

Anwesenheit / und in Abwesenheit /° von Akzeptor gemessen werden (Li et al.,

1999).

E=1-— Gl 3-15

3.2.6.2 Untersuchung der Aggregation von Peptiden mittels FRET

Die Aggregation der Peptide TMH-1, TMH-2 und deren fluorinierter Analoga in
Lipidvesikeln wurde mittels Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer (FRET)
untersucht. Dabei wurden NBD (7-Nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol) gelabelte Peptide als
Donor und TAMRA (5(6)-Carboxytetramethylrhodamin) gelabelte Peptide als
Akzeptor verwendet (Abb. 3-8). Fiir die Herstellung wurden die Peptide entweder
mit  4-Fluor-7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol  oder  mit  aktiviertem  5(6)-
Carboxytetramethylrhodamin iiber den N-Terminus gekoppelt. Die Aktivierung des
Akzeptors erfolgte mit O-Benzotriazol-N,N,N’,N’-tetramethyluroniumhexafluorophosphat
(HBTU) in Anwesenheit von Diisopropylethylamin (DIEA) (Bilgicer and Kumar,

2004).
(CH,),N 0 N(CH,), CI”
PO o
COOH
9
6— >

HOOC '
5

Abb. 3-8: Strukturformeln des Akzeptors TAMRA (links) und des Donors NBD (rechts).

Uber die Messung der Anderung der NBD-Fluoreszenz als Funktion der
Akzeptorkonzentration bei konstantem Lipid-zu-Peptidverhdltnis kann die
Ausbildung von Oligomeren und deren GroBe fir das jeweilige Lipid-zu-
Peptidverhéltnis ermittelt werden (Adair and Engelman, 1994; Chung et al., 1992; Li
et al., 1999; London and Khorana, 1982; Reddy et al., 1999). Fiir die Auswertung der

Messungen wird das Verhdltnis der Fluoreszenzintensititen des Donors in
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Anwesenheit von TAMRA gelabelten Peptiden / und in Abwesenheit /° fiir
unterschiedliche Lipid-zu-Peptidverhéltnisse in Abhédngigkeit vom Molenbruch des
Akzeptors aufgezeichnet. Wenn die Peptide in der Lipiddoppelschicht miteinander
aggregieren, wird erwartet, dass die Intensitidt der NBD-Fluoreszenz mit steigendem
Molenbruch an TAMRA gelabelten Peptiden abnimmt. Kein Energie Transfer sollte

beobachtet werden, wenn die Peptide monomer in der Membran vorliegen.

3.2.6.3 Messbedingungen

Zur Untersuchung der Aggregation der Peptide in Lipiddoppelschichten wurde der
Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer (FRET) bei verschiedenen Lipid-zu-
Peptidverhéltnissen gemessen. Die Fluoreszenzspektren wurden mit einer
Anregungswellenlinge von 485 nm  aufgezeichnet und in  einem
Wellenlédngenbereich von 500 bis 700 nm aufgenommen. Die Fluoreszenzspektren
wurden um die Streuung der Vesikel korrigiert, in dem ein Spektrum der reinen
Vesikelsuspensionen ohne Peptid aufgenommen und spiter von den eigentlichen
Messungen abgezogen wurde.

Fiir die Untersuchung der Aggregation von TMH-1 in POPC-Lipidvesikeln wurden
die Peptide auf zwei unterschiedlichen Wegen in die Lipiddoppelschicht insertiert.
Fiir den ersten Ansatz, der fiir alle vier Peptide verwendet wurde, wurden gemischte
Lipid-Peptidfilme aus POPC und dem jeweiligen Peptid hergestellt, wie unter Kap.
3.1.1 beschrieben. Die Konzentration an NBD gelabelten Peptiden wurde konstant

auf 2.75 uM eingestellt und der Molenbruch an TAMRA gelabelten Peptiden y,

zwischen 0 und 0.5 variiert. Die Gesamtpeptidkonzentration wurde hierbei unter
Zugabe von ungelabeltem Peptid konstant bei 5.5 pM gehalten, wodurch das

Verhiltnis der Molenbriiche y,/y, zwischen 0 und 1 veréndert wurde. Durch

Variation der Lipidkonzentration konnte der Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer
bei verschiedenen Lipid-zu-Peptidverhédltnissen untersucht werden. Die Messreihen
wurden bei Lipid-zu-Peptidverhéltnissen von cpopc/Cpepia 900:1 (4.95 mM POPC),
600:1 (3.30 mM POPC) und 300:1 (1.65 mM POPC) durchgefiihrt. Die Proben
wurden in Wasser hergestellt und mit Tris-Puffer (10 mM Tris/HCL, 100 mM NacCl,
pH 7.5) verdiinnt. Fiir die Messungen wurden jeweils 200 pl der Vesikelsuspension

vorgelegt.
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Fir den zweiten Ansatz wurden zundchst POPC-Vesikel mit einem mittleren
Durchmesser von 100 nm hergestellt (Kap. 3.1.1). Anschliefend wurde TMH-1 in
entsprechenden Mengen zugegeben und die Proben 1 h lang inkubiert, um die
vollstindige Insertion der Peptide zu gewéhrleisten. Fiir die Energie Transfer-
Messungen wurde eine dquimolare Mischung von ungelabeltem und Donor
gelabeltem TMH-1 (je 2.75 uM) in POPC-Vesikeln mit TAMRA gelabeltem TMH-1
titriert. Zu diesem Zweck wurden Aliquots (je 17 pl von 170 pl Gesamtvolumen) aus
der Probe entnommen und durch das gleiche Volumen einer Losung von TAMRA
und NBD gelabelten Peptiden (je 2.75 pM) in POPC-Vesikeln ersetzt. Auf diesem
Weg wurde die Konzentration an ungelabeltem Peptid in der Probe kontinuierlich
verringert und durch Akzeptor gelabelte Peptide ersetzt, wiahrend die Konzentration
an Donor gelabeltem Peptid ebenso wie die Gesamtpeptidkonzentration konstant
gehalten wurde. Der Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer wurde durch Variation
der Lipidkonzentration bei verschiedenen Lipid-zu-Peptidverhidltnissen untersucht.
Die Messreihen wurden bei Lipid-zu-Peptidverhéltnissen von cpopc/crvm-i 900:1
(4.95 mM POPC), 600:1 (3.30 mM POPC) und 300:1 (1.65 mM POPC)
durchgefiihrt. Die Proben wurden in Wasser hergestellt und mit Tris-Puffer (10 mM
Tris/HCI, 100 mM NacCl, pH 7.5) verdiinnt.

3.2.7 Temperatur als Trigger fir FRET

3.2.7.1 Bestimmung der Phasenumwandlungstemperatur einer
Lipidmischung mittels Patman

Fiir die im folgenden beschriebenen Messungen wurden Lipidmischungen von DPPC

und POPC im Verhiltnis 6:4 verwendet. Um die Temperatur des Phaseniibergangs

T:m von der Gelphase in die fliissig-kristalline Phase (L) der Mischung zu

bestimmen, wurde der Fluorophor Patman (Abb. 3-9) verwendet.

0]

. (CH,),,CH
(CH3)3NCH2CH2\N

CH,

Abb. 3-9: Strukturformel des Fluorophors Patman.
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Patman (6-Hexadecanoyl-2-(((2-(trimethylammonium)ethyl)methyl)amino)naphta-
linchlorid) und der strukturell verwandte Fluorophor Prodan (6-Propionyl-2-
(dimethylamino)naphtalin) reagieren sehr sensitiv auf die Polaritdt der Umgebung.
Werden die Fluorophore in Lipidmembranen eingelagert, so sind sie im Bereich der
polaren Kopfgruppen der Phospholipide lokalisiert und weisen eine relativ grof3e
Stoke'sche Verschiebung auf, wenn die Phasenumwandlungstemperatur T},
durchlaufen wird (Hutterer et al., 1996; Massey et al., 1985; Weber and Farris,
1979). Die beobachtete Rotverschiebung der Fluoreszenz ist eine Folge der
Anderung der Viskositit der Lipidmembran und kann verglichen werden mit dem
Ubergang des Fluorophors von einem unpolaren in ein polares Medium (siche Abb.
3—4). Bei Temperaturen unterhalb der Phasenumwandlungstemperatur verhindert die
hohe Viskositit der Membran die Relaxation der Losungsmittelmolekiile innerhalb
der Fluoreszenzlebensdauer. Oberhalb der Phasenumwandlungstemperatur nimmt die
Viskositdt ab, die Losungsmittelmolekiile sind frei beweglich und es kommt zu einer
Verschiebung der Fluoreszenz zu grofleren Wellenldngen (Lippert, 1957; Weber and
Farris, 1979).

3.2.7.2 Untersuchung der temperaturabhiingigen Ausbildung von
Lipiddomanen mittels FRET

Mischungen zwei verschiedener Lipide bilden bei Temperaturen oberhalb der
Phasenumwandlungstemperatur der beiden Komponenten eine vollstindig gemischte
flissig-kristalline Phase (L,) aus, wéhrend es bei tieferen Temperaturen zur
Phasenseparation in eine L, und eine Gelphase kommen kann. Der Nachweis einer
solchen Phasenseparation kann iiber Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer-
Messungen erfolgen. Zu diesem Zweck werden zwei farbstoffgelabelte Lipide in die
Vesikel integriert, die unterschiedliche Loslichkeiten in der Gelphase und der fliissig-
kristallinen Phase einer Lipiddoppelschicht aufweisen. Fiir die durchgefiihrten
Messungen wurden die kopfgruppengelabelten Lipide NBD-DPPE (N-(7-Nitrobenz-
2-oxa-1,3-diazol-4-yl)-1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphoetha-nolamin) als
Donor (Abb. 3-10) und N-Rh-DPPE (N-(Lissamin rhodamin B sulfonyl)-1,2-
dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamin) als Akzeptor (Abb. 3—11) verwendet.
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NO,
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Abb. 3-10: Strukturformel des kopfgruppengelabelten Lipids NBD-DPPE.

(CH,CH,),N
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Abb. 3-11: Strukturformel des kopfgruppengelabelten Lipids N-Rh-DPPE.

Da der Donor NBD-DPPE eine geringere Affinitdt zur Gelphase aufweist, als der
Akzeptor N-Rh-DPPE kann im Bereich der Phasenumwandlungstemperatur 7, eine
Abnahme des Energie Transfers beobachtet werden, die auf eine rdumliche Trennung
von Donor und Akzeptor hinweist (Leidy et al., 2001). In Temperaturbereichen, in
denen die Lipidmischung eine vollstindig gemischte fliissig-kristalline Phase
ausbildet, sind die beiden gelabelten Proben iiber die gesamte Lipiddoppelschicht
verteilt und konnen miteinander in Wechselwirkung treten, d.h. es kann ein Energie

Transfer zwischen dem Donor- und dem Akzeptormolekiil beobachtet werden.

3.2.7.3 Messbedingungen

Messungen mit Patman.

Zur Untersuchung der Phasenumwandlungstemperatur 7, einer DPPC/POPC-
Mischung im Verhéltnis 6:4 wurde das Fluoreszenzmaximum A, des Fluorophors
Patman {iber einen Temperaturbereich von 10 bis 50 °C mit einer Scanrate von 30
°C/h aufgezeichnet. Die Fluoreszenzspektren wurden in einem Bereich von 400 bis
600 nm und mit einer Anregungswellenlénge von 360 nm aufgenommen.

Die 100 nm Vesikel bestehend aus DPPC und POPC in einem Verhiltnis von 6:4
und dem Fluorophor Patman wurden, wie unter Kap. 3.1.1 beschrieben, hergestellt.

Dabei wurde der Lipidmischung vor dem Entfernen des Losungsmittels der
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Fluorophor in ethanolischer Losung in einem Lipid-zu-Patman-Verhiltnis von 100:1
zugesetzt. Fiir die Messungen wurden jeweils 400 pl der Vesikelsuspension mit einer

Gesamtkonzentration an DPPC und POPC von 1.3 mM vorgelegt.

FRET-Messungen mit NBD-DPPE und N-Rh-DPPE in DPPC/POPC-
Mischungen.

Zur Untersuchung der Ausbildung von DPPC-haltigen Doménen in einer
DPPC/POPC-Mischung im  Verhdltnis 6:4 wurde die Intensitit der
Akzeptorfluoreszenz iiber einen Temperaturbereich von 20 bis 50 °C bzw. 50 bis 20
°C mit einer Scanrate von 30 °C/h aufgezeichnet. Die Probe wurde bei 463 nm
angeregt und die Emission bei 595 nm in Abhédngigkeit von der Zeit iiber 1 h
aufgenommen.

Um Aufschluss iiber die Temperaturabhédngigkeit des Fluorophors zu bekommen,
wurde dariiber hinaus eine Probe vermessen, die nur Akzeptor gelabelte Lipide in
einer DPPC/POPC-Mischung (6:4) enthielt. Hierbei wurde das N-Rh-DPPE bei 560
nm angeregt und die Intensitit der Akzeptorfluoreszenz bei 595 nm im
Temperaturbereich von 20 bis 50 °C aufgezeichnet.

Die Vesikel bestehend aus DPPC und POPC in einem Verhiltnis von 6:4, dem
Donor NBD-DPPE und dem Akzeptor N-Rh-DPPE wurden hergestellt wie unter
Kap. 3.1.1 beschrieben. Dabei wurden der PC-Mischung vor dem Entfernen des
Losungsmittels je 0.25 Mol% an Donor und Akzeptor in ethanolischer Losung
zugesetzt. Die Probe, die zur Untersuchung der Temperaturabhingigkeit des
einzelnen Fluorophors diente, wurde mit 0.25 Mol% an N-Rh-DPPE in einer
DPPC/POPC-Mischung (6:4) hergestellt. Fiir die Messungen wurden jeweils 200 pl

der Vesikelsuspension mit einer Gesamtlipidkonzentration von 5.0 mM vorgelegt.

FRET-Messungen mit NBD-TMH-1 und TAMRA-TMH-1 in DPPC/POPC-
Mischungen.

Zur Untersuchung der Temperaturabhidngigkeit von FRET-Messungen mit NBD-
TMH-1 und TAMRA-TMH-1 wurde die Intensitdt der Donorfluoreszenz bei 4 = 530
nm iiber einen Temperaturbereich von 20 bis 50 °C mit einer Scanrate von 30 °C/h
untersucht. Die Fluoreszenzspektren wurden in einem Bereich von 500 bis 700 nm
und mit einer Anregungswellenldnge von 485 nm aufgenommen.

Die Vesikel bestehend aus DPPC und POPC in einem Verhiltnis von 6:4, dem
Donor NBD-TMH-1, dem Akzeptor TAMRA-TMH-1 und dem ungelabelten Peptid
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TMH-1 wurden hergestellt wie unter Kap. 3.1.1 beschrieben. Dabei wurde eine
Gesamtlipidkonzentration von 3.30 mM und Peptidkonzentrationen von 2.75 uM fiir
NBD-TMH-1, 2.48 uM fir TAMRA-TMH-1 und 0.27 pM fiir TMH-1 verwendet,
um ein Lipid-zu-Peptidverhéltnis von 600:1 einzustellen. Zur Kontrolle der
Temperaturabhéngigkeit des Donors wurden zusétzlich DPPC/POPC-Vesikel
hergestellt, in denen der Akzeptor durch ungelabeltes Peptid ersetzt wurde. Die
Proben wurden in Wasser hergestellt und mit Tris-Puffer (10 mM Tris/HCI, 100 mM
NaCl, pH 7.5) verdiinnt. Fiir die Messungen wurden jeweils 200 pl der

Vesikelsuspension vorgelegt.

3.3 CD-Spektroskopie

3.3.1 Theoretische Grundlagen der CD-Spektroskopie

Circulardichroismus.

Bei der Circulardichroismus- oder kurz CD-Spektroskopie, die zu den chiroptischen
Messmethoden  gehort, handelt es sich um eine  Variante der
Absorptionsspektroskopie im UV- bzw. VIS-Bereich. Voraussetzung fiir die CD-
spektroskopische Untersuchung einer Substanz ist das Vorliegen von optischer
Aktivitdt in der Probe, die zu einer unterschiedlichen Wechselwirkung mit den
beiden zirkular polarisierten Komponenten von linear polarisiertem Licht fiihrt.
Dabei werden das links bzw. rechts zirkular polarisierte Licht, aus dem eine linear

polarisierte Welle aufgebaut ist, unterschiedlich stark von der Probe absorbiert.
Linear polarisiertes Licht weist einen elektrischen Feldvektor E auf, der nur in einer
Ebene senkrecht zu Ausbreitungsrichtung schwingt. Der elektrische Feldvektor E

kann in die beiden Komponenten Er und E. unterteilt werden, die rechts bzw. links
zirkular um die Ausbreitungsrichtung rotieren. Beide Vektoren weisen die gleichen
Drehfrequenzen und Betridge auf und ergeben iiber Vektoraddition den Feldvektor E
des linear polarisierten Lichts.

Aus der unterschiedlichen Absorption der beiden Komponenten des linear
polarisierten Lichts durch optisch aktive Substanzen resultieren auch

unterschiedliche Extinktionskoeffizienten & bzw. ¢, fiir das links bzw. rechts

zirkular polarisierte Licht. Der Unterschied As=¢ —&, zwischen den beiden
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Extinktionskoeffizienten stellt die eigentliche Messgrofle in der CD-Spektroskopie
dar. In der Praxis wird allerdings im allgemeinen aus historischen Griinden die
sogenannte Elliptizitit 6, gemessen, die wie folgt definiert ist:

I, —

tan 6, = . Gl 3-16

R
Der Index A steht fiir die Wellenlingenabhingigkeit der Elliptizitit. 7, , ist die

Intensitdt des links bzw. rechts zirkular polarisierten Lichts nach erfolgter

Absorption. Uber das Lambert-Beersche Gesetz (Gl. 3-2) erhélt man fiir kleine 6,

ndherungsweise:

180°
47

0, =In10- (&, —&x)-c-d Gl 3-17

Dabei steht ¢ fiir die Konzentration der Probe in mol/l und d fur die Schichtdicke der

Kiivette in cm. Durch Normierung der Elliptizitdt auf die Konzentration und die

Schichtdicke der Kiivette erhdlt man die spezifische Elliptizitit [#] , die in der

Einheit Grad-cm®/dmol angegeben wird.
In einem CD-Spektrum wird die spezifische Elliptizitit in Abhéngigkeit von der
Wellenlidnge A aufgetragen. Je nachdem, ob die Elliptizitdt positive oder negative

Werte einnimmt spricht man vom sogenannten positiven oder negativen COTTON-

Effekt (Galla, 1988; Jasco, 1994; Winter and Noll, 1998).

Linear und zirkular polarisiertes Licht.

Im Rahmen der experimentellen Bestimmung der Elliptizitit muss zundchst linear
polarisiertes Licht erzeugt werden. Dies wird im allgemeinen mittels eines
Polarisationsfilters erreicht, der aus einem Material besteht, das fiir nur eine
Orientierung des Lichts durchldssig ist. Hierfiir werden héufig Kunststofffolien
verwendet, deren Polymermolekiile parallel zueinander angeordnet und in Form von
submikroskopischen dichroitischen Kristallen organisiert sind. Dabei sind die
Molekiile in der Lage Licht, dessen Polarisationsebene parallel zur Molekiilachse
orientiert ist, besser zu absorbieren, als Licht, dessen Polarisationsebene senkrecht
zur  Molekiilachse ausgerichtet ist. Mittels eines A/4-Plittchens aus
doppelbrechendem Material (z.B. Kaliumdihydrogenphosphat, Quarz, Glimmer), das

parallel zur optischen Achse geschnitten ist, kann das linear polarisierte Licht in
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zirkular polarisiertes Licht umgeformt werden. Tritt ein Lichtstrahl senkrecht zur
optischen Achse in das Plittchen ein, so kommt es zwar zu keiner Doppelbrechung,
aber der ordentliche und der auflerordentliche Strahl stehen senkrecht aufeinander.
Aufgrund der hoheren Lichtgeschwindigkeit lauft der auBerordentliche Strahl dem
Ordentlichen voraus. Der Gangunterschied zwischen den beiden Komponenten kann
mittels der Dicke des Plattchens auf A/4 eingestellt werden. Wird nun linear
polarisiertes Licht eingestrahlt, dessen E-Feld-Vektor um 45 © bzw. — 45 © geneigt ist
zwischen der schnellen und der langsamen Achse, so wird die Welle in zwei linear

polarisierte Komponenten E, und E, aufgespalten, deren Phasen um den Betrag A/4

gegeneinander verschoben sind und deren E -Feldvektoren senkrecht aufeinander
stehen. Die Kombination beider Komponenten fiihrt je nachdem welcher Winkel fiir
die Polarisationsebene des einfallenden Strahls eingestellt wird zu rechts (45 ©) bzw.

links (- 45 ©) polarisiertem Licht (Abb. 3—12).

Abb. 3-12: Links zirkular polarisiertes Licht als Ergebnis der Kombination von zwei linear

polarisierten Komponenten mit einem Phasenunterschied von A/4 und senkrecht

aufeinander stehenden E -Feldvektoren (Winter and Noll, 1998).

Alternativ werden in modernen Gerdten sogenannte Pockels- oder Kerr-Zellen
verwendet, die sich den Effekt zunutze machen, dass Kristalle wie Ammonium- oder
Kaliumdihydrogenphosphat ihre doppelbrechenden Eigenschaften unter dem
Einfluss eines elektrischen Feldes &dndern. Durch Anlegen eines elektrischen
Wechselfeldes an den jeweiligen Kristall kdnnen so links und rechts zirkular
polarisiertes Licht mit einer Wechselfrequenz im Bereich von einigen kHz erhalten
werden. Die von der Probe durchgelassene Intensitit wird von einem Photomultiplier
aufgenommen und mittels eines Computers in die entsprechenden Elliptizititen

umgerechnet (Abb. 3—13) (Galla, 1988; Winter and Noll, 1998).
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Abb. 3-13: Schematischer Aufbau eines CD-Spektrometers.

Optische Aktivitit.
Zur Erkldrung des Phidnomens der optischen Aktivitit wird hdufig ein Vergleich
zwischen der optisch inaktiven Komponente Coronen und den beiden optisch aktiven

Enantiomeren des Hexahelicens herangezogen (Abb. 3—14).

> 2
C0 = = o= S
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Abb. 3-14: Strukturformeln der beiden Enantiomere des Hexahelicens (links) und des achiralen

Coronens (rechts) (Winter and Noll, 1998).

Durch die helikale Struktur der beiden Enantiomere des Hexahelicens wird bei
Absorption von elektromagnetischer Strahlung und der damit verbundenen
Wechselwirkung zwischen dem elektrischen Feldvektor der Molekiile und der =-
Elektronenhiille ein oszillierender elektrischer Dipol g, entlang der Helix induziert.
Es resultieren ein helikaler Stromfluss und ein elektrisches Dipolmoment in Richtung
der Helixachse. Dariiber hinaus wird durch den Stromfluss senkrecht dazu ein

magnetisches Dipolmoment 4, induziert, dass ebenfalls eine Komponente parallel

D

uel "‘lmagn

zur Helixachse aufweist (Abb. 3—15).
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Abb. 3-15: Darstellung der helikalen Ladungsverschiebung im Hexahelicen und der beiden

kolinearen Ubergangsdipolmomente.
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Quantenmechanische Rechnungen zeigen, dass ein Molekiil nur dann optische
Aktivitit aufweist, wenn das elektrische und das magnetische Dipolmoment parallel
zueinander orientiert sind. Im Fall von zwei senkrecht aufeinander stehenden
Komponenten, wie im Beispiel des Coronens, ist das Molekiil optisch inaktiv.
Definitionsgeméll kann also festgehalten werden, dass ein Molekiil immer dann
optische Aktivitit aufweist, wenn es bei einem elektronischen Ubergang zu einer
helikalen Ladungsverschiebung kommt. Ein weiteres Beispiel fiir Chiralitdt in
Molekiilen sind sogenannte asymmetrische C-Atome mit vier unterschiedlichen
Substituenten. Hierbei erzeugen die vier Reste ein asymmetrisches statisches Feld,
wodurch die Ladungsverschiebung durch Absorption einen helikalen Anteil aufweist

(Galla, 1988; Winter and Noll, 1998).

3.3.2 Untersuchung der Sekundirstrukturen von Proteinen

Die CD-Spektroskopie kann fiir die Untersuchung von zahlreichen Biomolekiilen
verwendet werden. Voraussetzung hierfiir ist, wie im Kapitel zuvor erldutert, das
Vorliegen von optischer Aktivitit in der Probe. Hierbei muss unterschieden werden
zwischen Chromophoren, die von sich aus chiral sind und Chromophoren, die sich in
einer asymmetrischen Mikroumgebung befinden und aus diesem Grund eine
induzierte optische Aktivitit aufweisen. Zu den Molekiilen, die bereits
strukturbedingt optische Aktivitdt zeigen, gehoren im Bereich der Biomolekiile u.a.
alle in der Natur vorkommenden Aminosduren auler Glycin, da diese ein chirales a-
C-Atom tragen. Eine induzierte optische Aktivitit wird z.B. héufig durch
Sekundérstrukturen in Proteinen hervorgerufen. So zeigen die Carbonylgruppen in
den Peptidbindungen einer a-Helix nicht nur optische Aktivitit aufgrund ihrer
Bindung an die chiralen a-C-Atome, sondern zusitzlich eine induzierte optische
Aktivitdt durch die Kopplung der Anregung mit benachbarten Peptidbindungen. Die
Kopplung von Chromophoren fiihrt dazu, dass die optische Aktivitit von Molekiilen
als Monitor fiir die Sekundérstruktur von Biomolekiilen verwendet werden kann. Aus
diesem Grund stellt die CD-Spektroskopie eine empfindliche Methode zur
Strukturanalyse von Proteinen und Peptiden dar. Aufgrund der beschriebenen
Kopplung von Chromophoren und der zusétzlichen Beeinflussung der optischen
Aktivitdit durch Seitenkettenchromophore oder prosthetische Gruppen in den

Proteinen oder Peptiden konnen den verschiedenen Sekundérstrukturen o-Helix, -
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Faltblatt und Zufallsknduel CD-Spektren mit charakteristischen Maxima und Minima
zugeordnet werden (Abb. 3—16) (Galla, 1988; Greenfield et al., 1967; Greenfield and
Fasman, 1969; Winter and Noll, 1998).

[6], / 10° Grad cm’* dmol™

210 230 250
A/ nm

Abb. 3-16: CD-Spektren von Poly-L-Lysin in drei unterschiedlichen Konformationen: 4 100 % o.-
Helix, A [B-Faltblatt, ® Zufallsknduel (Greenfield et al., 1967; Greenfield and Fasman,
1969).

Wie in Abb. 3-16 sichtbar wird, weisen Proteine und Peptide mit einer vorwiegend

a-helikalen Sekundérstruktur zwei charakteristische Minima bei 208 nm und 222 nm

auf. Mit Hilfe der Elliptizitdt bei 222 nm, normiert auf die Anzahl an Aminosiuren

im Molekiil, ist es moglich die a-Helizitit eines Proteins abzuschitzen. Unter der

Annahme, dass eine 100 %ige a-Helix eine Elliptizitit von -33000 Grad - cm*/dmol

bei 222 nm aufweist, ergibt sich die Helizitdt eines unbekannten Molekiils, das keine

B-Faltblatt-Anteile enthilt, als:

0y

a-helikaler Gehalt=—>>——-100
—36000- N,

Gl 3-18

Dabei steht y5," fiir die Elliptizitdt des zu untersuchenden Proteins oder Peptids in

Grad-cm®/dmol und N, fiir die Anzahl der Aminosiuren im Molekiil (Lumb et al.,

1994; O'Shea et al., 1989; www.udel.edu/~dzubeckcdspec.html). Neben dieser

Abschitzung ist es heute mdglich mit Hilfe zahlreicher Auswerteprogramme
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genauere Aussagen iliber die prozentualen Anteile an a-Helix, p-Faltblatt und
Zufallsknduel in der Sekundirstruktur eines Molekiils zu machen. Viele dieser
Algorithmen, wie beispielsweise der in dieser Arbeit verwendete K2d-Algorithmus,
vergleichen die Daten des zu untersuchenden CD-Spektrums mit gespeicherten CD-
Datensétzen von Molekiilen, deren genaue Sekundérstruktur bekannt ist (Andrade et

al., 1993; Merelo et al., 1994).

3.3.3 Messbedingungen

Zur Untersuchung der Sekundirstruktur der Peptide TMH-1 und TMH-2 in
unterschiedlichen Medien wurden die CD-Spektren im Bereich von 190 bis 250 nm
mittels des CD-Spektrometers J-714 (Jasco, Gross-Umstadt) aufgezeichnet. Die
Messungen wurden bei Raumtemperatur und mit einer Schichtdicke von 0.1 cm
durchgefiihrt. Die weiteren FEinstellungen am Gerdt sind in Tab. 3-2

zusammengefasst.

Tab. 3-2: Einstellungen am CD-Spektrometer.

Daten-Modus Mol. Elliptizitit
Ch2-Modus HT
Auflésung 1 nm
Bandweite 1.0 nm
Sensitivitit 50 mdeg
Resonanz 2s

Geschwindigkeit 50 nm/min
Akkumulation 10

Fiir die Messungen wurden Losungen von TMH-1 und TMH-2 in H;O, 2.,2,2-
Trifluorethanol (TFE) und POPC-Vesikeln in wiéssriger Losung hergestellt.

Da die hydrophoben Peptide in wéssriger Losung dazu neigen Aggregate
auszubilden (Kap. 4.2.4), mussten die zu untersuchenden Proben zunéchst 1:1 mit 6
M Guanidinium-Hydrochlorid verdiinnt werden, um die Peptide monomer in Losung
zu bringen und so eine Verfdlschung der Gesamtkonzentration zu vermeiden (Lumb
and Kim, 1995a). Die Konzentrationen der Peptidlésungen in H,O wurden UV-
spektroskopisch ermittelt (Kap. 3.1.3). Aufgrund der schlechten Wasserldslichkeit
der Peptide konnten sowohl fiir das TMH-1 als auch fiir das TMH-2 maximale

Konzentrationen von 30 uM erreicht werden.
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TFE induziert die Bildung helikaler Sekundérstrukturen und stabilisiert Peptidhelices
(Sonnichsen, 1992). Die Proben in TFE wurden verwendet, um die maximal
mogliche o-Helizitdt der Peptide zu bestimmen. Fiir die Messungen wurden
Losungen mit einer Konzentration von 73 uM im Falle des TMH-1 und 66 uM im
Falle des TMH-2 verwendet.

Zur Bestimmung der Sekunddrstruktur der Peptide in POPC-Vesikeln wurden
gemischte Lipid-Peptidfilme mit einem Lipid-zu-Peptidverhéltnis cpopc/Crmp-1/2 von
100:1 hergestellt (Kap. 3.1.1). Die resultierende Peptidkonzentration in den 100 nm
Vesikeln betrug sowohl fiir das TMH-1 als auch fiir das TMH-2 25 uM.

3.4 ATR-FT-IR-Spektroskopie

3.4.1 Theoretische Grundlagen der FT-IR-Spektroskopie

Die Infrarot- oder kurz IR-Spektroskopie zéhlt zu den é&ltesten und am weitesten
verbreiteten spektroskopischen Untersuchungsmethoden fiir Festkorper. Man
unterscheidet im infraroten Spektralbereich drei Teilbereiche. Im fernen Infrarot (3
bis 400 cm™) konnen Gitterschwingungen detektiert werden. Das mittlere Infrarot
(400 bis 4000 cm™) wird in erster Linie durch Grundschwingungen charakterisiert,
die auf intramolekulare Bewegungen zuriickzufiihren sind und daher haufig fiir
analytische Zwecke genutzt werden. Im nahen Infrarot (4000 bis 12500 cm™) werden
hauptsdchlich Oberschwingungen beobachtet. Generell kann festgehalten werden,
dass nur solche Molekiile Infrarot-Aktivitit zeigen, die ein permanentes elektrisches

Dipolmoment g, aufweisen bzw. Molekiile, deren Dipolmoment sich wéhrend der
Schwingung dndert (Gl. 3—19).
Op, [or #0 Gl 3-19

In der Praxis wird im allgemeinen die Transmission 7 oder die Extinktion £ in
Abhingigkeit von der Wellenzahl v gemessen, die wie folgt definiert sind (GIl. 3-2,
Gl. 3-20, GI. 3-21 und GI. 3-22) (Winter and Noll, 1998):

T=1/1°-100 Gl. 3-20
E =1g(100/T) Gl 3-21

v=1/2 Gl 3-22
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Ein entscheidender Fortschritt in der modernen IR-Spektroskopie ist durch die
Entwicklung der FOURIER-Transform-IR- oder kurz FT-IR-Spektroskopie
gelungen. Zur Erlduterung dieser Methode betrachten wir zunichst zwei sich
tiberlagernde Wellen mit verschiedener Frequenz (Abb.3—-17 a). Die Addition der
beiden Wellen ergibt eine Schwebung, das sogenannte Interferogramm. Dabei
entspricht die Frequenz der einhiillenden Welle der Differenz der Frequenzen der

beiden einzelnen Wellen (Abb.3—-17 b) (Galla, 1988).

Abb.3-17a:Darstellung von zwei liberlagerten Abb.3-17b: Darstellung des aus der Addition

Sinuswellen mit unterschiedlicher der  Einzelwellen entstandenen
Frequenz. Interferogramms und der daraus
resultierenden einhiillenden Welle.

Durch die zeitabhingige Aufnahme der Amplitudendnderung ist es mdglich die
Schwebungsfrequenz und somit auch die Differenz zwischen den Frequenzen der
beiden sich iiberlagernden Wellen zu berechnen. Dies geschieht liber eine sogenannte
FOURIER-Transformation, mit deren Hilfe eine komplexe Wellenform in die
einzelnen Sinusfunktionen zerlegt und die Frequenzen der einzelnen Wellen
bestimmt werden konnen. Diese Tatsache kann ebenso auf kompliziertere Systeme
ibertragen werden, bei denen viele Wellen auf einmal iiberlagert werden, die jeweils
durch ihre Amplitude und die Frequenz in Abhdngigkeit von der Zeit definiert sind.
Die beschriebene Interferenzmethode bildet die Grundlage der FT-IR-Spektroskopie.
Dabei wird die zu untersuchende Probe mit einem kontinuierlichen Spektrum, das
den gesamten Frequenzbereich der Lichtquelle abdeckt, bestrahlt. Praktisch wird
diese Methode mit Hilfe des in Abb. 3—18 dargestellten Michelson-Interferometer
umgesetzt (Galla, 1988).
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Abb. 3-18: Schematische Darstellung eines Michelson-Interferometers.

Die Lichtquelle emittiert einen divergierenden Strahl, der am Kollimator zunichst in
ein paralleles Strahlenblindel umgewandelt wird und am Strahlteiler in zwei
Teilstrahlen mit, im Idealfall, gleicher Intensitit zerlegt wird. Wéahrend der eine
Teilstrahl den Strahlteiler passiert und nach Zuriicklegen der Wegstrecke z, =z, +/
auf einen beweglichen Spiegel trifft, wird der andere Teilstrahl reflektiert und trifft
auf einen festen Spiegel im Abstand z, . AnschlieBend werden beide Teilstrahlen an
den jeweiligen Spiegeln reflektiert und interferieren im Strahlteiler. Von dort aus
gelangt ein resultierender Teilstrahl tiber die zu untersuchende Probe zum Detektor
und der andere fillt zuriick auf die Lichtquelle. Betrachtet man eine Welle mit der

Wellenldnge A, dann haben die beiden Teilstrahlen die am festen bzw. am
beweglichen Spiegel reflektiert wurden die Wegstrecken 2z, und 2(z +/)
zuriickgelegt, wenn sie den Strahlteiler erreichen. Die Differenz dieser beiden

Wegstrecken 2/ wird als optische Wegdifferenz ¢ bezeichnet, die je nach Stellung

des beweglichen Spiegels variiert werden kann. Die GroBe der optischen

Wegdifferenz gibt vor, ob die beiden Teilstrahlen konstruktiv (5 :0) oder

destruktiv  (6=1/2) miteinander im Strahlteiler interferieren. Bei einer

konstruktiven Interferenz gelangt die gesamte von der Lichtquelle emittierte
Strahlung iiber die Probe zum Detektor, im Falle einer destruktiven Interferenz sind

die Teilstrahlen exakt auBer Phase und die Intensitit wird ausgeldscht.

Durch die Verwendung einer Lichtquelle mit kontinuierlichem Spektrum 7(V)

erhilt man aus der Uberlagerung der Interferogramme jeder einzelnen Frequenz in



Materialen und Methoden 48

Abhingigkeit von der Zeit des Spiegelvorschubs das vollstindige Interferogramm.

Mittels einer Cosinus-FOURIER-Transformtion des gemessenen Interferogramms

I(5) kann daraus das tatsichlich gemessene Frequenzspektrum B(v) bestimmt

werden (Gl. 3-23).
B(V)=2[ I(8)cos(2775)d¥ GL 3-23

Befindet sich nun eine absorbierende Probe im Strahlengang, so fehlen
charakteristische Frequenzen, die in Form von Peaks im umgewandelten
Absorptionsspektrum sichtbar werden. D.h. in der FT-IR-Spektroskopie wird statt
eines  optischen  Monochromators eine  mathematische  Filterung  der
polychromatischen Interferogramm-Funktion vorgenommen. Der Vorteil der FT-IR-
Spektroskopie liegt also u.a. in der Tatsache, dass nicht mehr kontinuierlich der
gesamte Wellenldngenbereich vermessen werden muss, sondern das gesamte
Spektrum simultan aufgenommen werden kann, wodurch die Dauer der Messungen
erheblich verkiirzt wird. Dariiber hinaus kommt es zu einer deutlichen Verbesserung
des Signal-Rausch-Vehiltnisses, da anders als in dispersiven Spektrometern, fiir die
FT-IR-Spektroskopie keine Blenden oder Spalte verwendet werden, die den
Energiedurchsatz einschranken.

Problematisch gestalten sich Messungen an stark absorbierenden Proben, da die
Intensitdt der durchgelassenen Strahlung hdufig zu gering ist, um detektiert werden
zu konnen. Zu diesem Zweck eignet sich die Attenuated Total Reflection- oder kurz
ATR-FT-IR-Spektroskopie, die 1961 von Fahrenfort entwickelt wurde (Fahrenfort,
1961; Galla, 1988; Winter and Noll, 1998).

3.4.2 Untersuchung der riumlichen Orientierung von
Peptiden in Multischichten mittels ATR-FT-IR-
Spektroskopie

Ein wichtiger Aspekt bei der Untersuchung von Wechselwirkungen zwischen
Peptiden und Lipiddoppelschichten ist die rdumliche Orientierung der Monomere
oder Oligomere innerhalb der Membran. Hierfiir eignet sich die Methode der ATR-
FT-IR-Spektroskopie (Frey and Tamm, 1991; Fringeli and Giinthard, 1981;
Goormatigh and Ruysschaert, 1990; Tamm and Tatulian, 1997). Dabei wird das

Probenmaterial als diinne Schicht auf einen IR-durchldssigen Kristall aus
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Germanium, Silizium oder Zinkselenid aufgebracht. Aufgrund der gro3en Brechzahl
des Probentridgers (n,) gegeniiber der aufgebrachten Probe (n;), kommt es bei
Uberschreiten eines kritischen Einfallswinkels zu einer Totalreflexion und der IR-

Strahl durchliuft den Kristall mit 20-30 Reflexionen.

Ge-Kristall Probe

A e R O R A
| VAN AANANA |

Lichtquelle
zum
Detektor

Abb. 3-19: Schematischer Aufbau einer horizontalen ATR-Einheit mit einer Probe aus
Multischichten mit insertierten Peptiden.

Das reflektierte Licht geht mit der gleichen Frequenz wie das einfallende Licht in das

optisch schwichere Medium, das an die Grenzfliche anschlieBt, {iber. Die

Eindringtiefe d, héngt von den beiden Brechungsindices n; und n, der beiden

Medien, der Wellenldnge A und dem Einfallswinkel ¢ des eingestrahlten Lichts ab

(Gl. 3-24) (Tamm and Tatulian, 1997).

d = Aln,

" 27r\/[sin2 ¢—(n,/n, )1

Proben, wie z.B. Membranen mit insertierten Peptiden, absorbieren die

Gl. 3-24

elektromagnetische Strahlung und reduzieren somit die Intensitit des reflektierten
Lichts. Der resultierende Strahl trifft auf einen Detektor und liefert das
Transmissionsspektrum der Probe (Abb. 3—19) (Winter and Noll, 1998).

Ein nicht-lineares Molekiil mit N Atomen weist 3N-6 Normalschwingungen auf. Aus
diesem Grund sind die IR-Spektren von Biomolekiilen sehr komplex (Fraser and
MacRae, 1973). Bei der Untersuchung der Orientierung von Peptiden in
Multischichten macht man sich die Tatsache zunutze, dass es drei

Absorptionsbanden von besonderer Bedeutung gibt. Dabei handelt es sich um die
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Amid A-Bande bei ca. 3300 cm™ (NH-Streckschwingung), die Amid II-Bande
zwischen 1510 und 1580 cm™ (NH-Beugeschwingung) und die Amid I-Bande
zwischen 1600 und 1700 cm™ (CO-Streckschwingung). Diese Schwingungen
gehoren zum Grundgeriist der Polypeptidkette und sind daher sehr intensiv und nicht
unabhingig voneinander. Da sowohl die CO- als auch die NH-Gruppen an der
Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen in a-helikalen bzw. p-Faltblatt-
Strukturen beteiligt sind, stellt das Peptidriickrat eine Reihe von gekoppelten
Oszillatoren dar. Dementsprechend hingen Frequenzlage und Bandenform von der
Sekundirstruktur des Polypeptids ab (Axelsen et al., 1995; Fraser and MacRae,
1973; Galla, 1988; Winter and Noll, 1998). Die rdumliche Orientierung eines solchen
Biomolekiils kann mit Hilfe von polarisierten IR-Spektren ermittelt werden, bei
denen eine Messung mit parallel und eine Messung mit senkrecht polarisiertem Licht
durchgefiihrt wird. Je nachdem wie die Polypeptide in der Membran angeordnet sind,
wird die Strahlung des parallel bzw. senkrecht polarisierten Lichts stirker oder

schwécher absorbiert (Abb. 3—20).

Molekiilachse
Membrannormale
bz

.......... %EWWW

J1016-—J1CIeiCICICIRINISININIaI:

E, GO T ESESEESEEEES

IR-StraE(L
E, \//Q X ™

A Germanium-Kristall

\4

Abb. 3-20: Koordinaten- und Winkelkonventionen. Die x-y-Ebene ist parallel zur Oberfliche des
Germanium-Kristalls ausgerichtet und die x-z-Ebene parallel zur Einfallebene des IR-
Strahls. ¢ stellt den Einfallswinkel des eingestrahlten Lichts dar, y den Winkel zwischen
der Molekiilachse und der Membrannormalen (z-Achse). « beschreibt den Winkel

zwischen dem Ubergangsdipolmoment und der Molekiilachse.

Die genaue rdumliche Orientierung der Molekiile kann iiber das dichroitische

Verhiltnis R*™ berechnet werden,

A JAMY B B,
AL J.AJ_ (V)dV Eyzky

Gl 3-25
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wobei E,_ , fiir die Amplitude des elektrischen Feldes der evaneszenten Welle und
k, ., fur die Komponenten der integrierten Absorptionskoeffizienten stehen (Tamm

and Tatulian, 1997). Unter der Annahme, dass die Eindringtiefe d,, bei Multilayern
sehr viel kleiner ist, als die Schichtdicke der Probe, ergeben sich die Komponenten

E wie folgt (Fringeli and Giinthard, 1981):

X, Y,z

2cos ¢ (sin2 ¢—n221)

E = Gl 3-26
NIE \/[(1+n221 )sin2 ¢—n§l]
Ey = M Gl. 3-27
(1 —nzzl)
2sin@cos ¢ GL 3.28

b (=) [t 22 )sin g

Dabei steht ¢, wie schon zuvor, fiir den Einfallswinkel des eingestrahlten Lichts und
n,, fir den Quotienten aus den Brechungsindices fiir den Germanium-Kristall (n,=
4.0) und die Membran (#n,= 1.43). Da in der Praxis Fluktuationen in der Orientierung
von Peptiden in der Membran auftreten, tragen eine Vielzahl von Orientierungen
zum dichroitischen Verhiltnis bei. Aus diesem Grund gibt man in der
Membranspektroskopie normalerweise den sogenannten Ordnungsparameter S, an,

der als eine Funktion der Verteilung der Orientierungen der Molekiile in der Probe

verstanden wird (Gl. 3-29).

s 1 2(E!-R"™E}+E)

fh (3cosza_1)(Ef _RATREj +2E22) Gl. 3-29

Dabei steht « fiir den Winkel zwischen der Molekiilachse und dem
Ubergangsdipolmoment der Schwingung (Abb. 3-20) und f; fiir den a-helikalen
Gehalt des untersuchten Peptids (Han et al., 1999). Mit Hilfe von GI. 3-30 ist es

dann moglich iiber den erhaltenen Ordnungsparameter S, den Winkel y zwischen

der Oberflichennormalen und der Molekiilachse zu berechnen (Abb. 3-20), der eine
Aussage iiber die Orientierung des Peptids in der Membran zuldsst (Tamm and

Tatulian, 1997).



Materialen und Methoden 52

2
5 = [%] GL3-30

3.4.3 Messbedingungen

Fiir die Proben wurden POPC-Vesikel mit einem mittleren Durchmesser von 100 nm
hergestellt. Hierbei wurden die Peptide TMH-1 und TMH-2 zum einen vor der
Vesikelpraparation und zum anderen in die bereits priparierten Vesikel insertiert
(Kap. 3.1.1). Das Lipid-zu-Peptidverhiltnis betrug fiir alle Messungen cpopc/cTMu-1/2
1:100 mit Peptidkonzentrationen von 37 uM fiir das TMH-1 und 44 uM fiir das
TMH-2. Um Multi-Lipiddoppelschichten mit orientierten Peptiden herzustellen
wurden dreimal je 100 ul der wissrigen Lipid-Peptidsuspension auf den ATR-
Kristall der ATR-Einheit MVP (¢ = 45°, Harrick, USA) aufgetragen und 10 h
getrocknet.

Die Spektren wurden unter Stickstoffatmosphére mit einer Auflosung von 2 cm™ im
Bereich von 4000 bis 800 cm™ auf einem IFS88-FT-IR-Spektrometer der Firma
Bruker (Ettlingen) aufgenommen. Das Spektrometer war mit einem
stickstoffgekiihlten MCT-Detektor (D316/8) der Firma InfraRed Associates Inc.
(Florida, USA) und einem Polarisator (P03) der Firma InfraSpecs (Filderstadt)
ausgestattet. Die Spektren wurden {iber 1000 Scans gemittelt und jeweils mit parallel
und senkrecht polarisiertem Licht bezogen auf die Germanium-Oberfliche
aufgezeichnet. Als Apodisationsfunktion wurde ein Blackman-Harris 3-Term mit

einem zerofiling-Faktor von 2 verwendet.



4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Synthese der Peptide

Die in dieser Arbeit verwendeten Peptide wurden nach dem Vorbild der 33
Aminosduren umfassenden coiled coil-Doméne des GCN4-Zippers von Kumar et al.
synthetisiert und zur Verfiigung gestellt (Bilgicer and Kumar, 2004). Dabei wurden
die hydrophilen durch hydrophobe Aminosduren ersetzt, um die Lipidloslichkeit der

Molekiile zu gewihrleisten.

Synthese der Peptide TMH-1 und TMH-2.

Die Synthese der Peptide TMH-1 und TMH-2 (Abb. 4-1) erfolgte manuell iiber #-
BOC-Chemie an einem 4-Methylbenzhydrylamin-Harz (MBHA). Die Formylschutz-
gruppe am Tryptophan wurde entfernt indem das Harz fiir 4 h bei 0 °C mit einer
Mischung von Piperidin und N,N-Dimethylformamid (1:10) behandelt wurde. Die
Abspaltung vom Harz erfolgte bei 0 °C fiir 1.5 h mittels einer Mischung von
Flusssdure (HF) und Anisol (9:1). Die Rohprodukte wurden entsalzt und
anschlieBend mittels HPLC auf einer C18-Sdule aufgereinigt, wobei ein linearer
Gradient von Wasser/Isopropanol/Acetonitril bei 50 °C gefahren wurde. Die
Charakterisierung erfolgte iiber eine massenspektroskopische Analyse. In Abb. 4—1

sind die Sequenzen der beiden Peptide dargestellt.

HN-BQL'WIALLLLIAVNLILLIALARLKKKKK-CONH,

HN-BQLWIALLLLIAVLLILLIALARLKKKKK-CONH,

Abb. 4-1: Peptidsequenzen der Peptide TMH-1 (oben) und TMH-2 (unten). Das Buchstabensymbol

B steht fiir die Aminoséure 3-Alanin.

Synthese der Peptide TMF-1 und TMF-2.
Fiir die Untersuchungen zur Phasenseparation hochfluorinierter Substanzen und der
Stabilisierung von Aggregaten, deren Peptide fluorhaltige Aminosduren enthalten,

wurden die beiden Analoga TMF-1 und TMF-2 (Abb. 4-2) unter denselben
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Bedingungen synthetisiert, wie bereits fiir die nicht fluorinierten Peptide beschrieben.
Zur Darstellung dieser Komponenten wurden lediglich die griin gekennzeichneten
Leucin-Reste durch 5, 5, 5, 5, 5, 5'-Hexafluoroleucin (Abb. 1-5) ersetzt. Die
Kupplungszeiten wurden im Fall der modifizierten Aminosdure auf ein Minimum

von 2 h erhoht.

HN-BQLWIALLLLIAVNLILLIALARLKKKKK-CONH,

HN-BQLWIALLLLIAVLLILLIALARLKKKKK-CONH,

Abb. 4-2: Peptidsequenzen der Peptide TMF-1 (oben) und TMF-2 (unten). Bei den griin
gekennzeichneten Leucin-Resten handelt es sich um die fluorinierte Aminosdure 5, 5, 5,

5°,5°, 5'-Hexafluoroleucin.

Synthese der TAMRA- und NBD-gelabelten Peptide.

Fiir die Herstellung der NBD-gelabelten Komponenten wurde ein Teil der am Harz
gebundenen Peptide in Gegenwart von N, N-Diisopropylethylamin (DIEA) mit 4-
Fluor-7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol (NBD-F) gekuppelt. Die Strukturformel des
Fluorophors ist in Abb. 3—8 dargestellt.

Durch die Reaktion von aktiviertem 5(6)-Carboxytetramethylrhodamin (TAMRA,
Abb. 3-8) mit harzgebundenem Peptid wurden die TAMRA-gelabelten
Komponenten erhalten. Die Aktivierung des Fluorophors erfolgte mittels O-
Benzotriazol-N,N,N’,N’-tetramethyluroniumhexafluorophosphat (HBTU) in Anwe-
senheit von DIEA.

4.2 Charakterisierung der Lipid-Peptid-
Wechselwirkung

4.2.1 Visualisierung der Oligomerisierung der Peptide
mittels SDS-Gelelektrophorese

Bevor das Verhalten der Peptide in Anwesenheit von Lipidvesikeln untersucht
wurde, sollte zundchst das Aggregationsverhalten der Molekiile in
Detergenzmicellen analysiert werden. Nach Kumar et al. sind die in dieser Arbeit
verwendeten Peptide in der Lage in SDS-Micellen zu insertieren und Oligomere

auszubilden (Bilgicer and Kumar, 2004). Diese Tatsache sollte mit Hilfe einer SDS-
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Gelelektrophorese untersucht werden. In Abb. 4-3 ist das SDS-Gel dargestellt, das
fiir die Peptide TMH-1, TMH-2, TMF-1 und TMF-2 erhalten wurde, wenn diese in
einer 1 %igen SDS-Losung aufgenommen und auf das Gel aufgetragen wurden. Da
die Massen der untersuchten Proben im Zusammenhang mit der Laufstrecke stehen,
konnte mit Hilfe des Gels eine Aussage {liber die GroB3e der ausgebildeten Oligomere

gemacht werden.

l l TMEF-1

TMH-1 TMH-2

TMEF-2

Abb. 4-3: Aufnahme des SDS-Gels der Peptide TMH-1, TMH-2, TMF-1 und TMF-2.

Es konnte veranschaulicht werden, dass die fluorinierten Peptide tendenziell grofere
Aggregate ausbilden, als die nicht fluorinierten Analoga, wobei TMF-1 einen
hoheren Aggregationszustand als TMF-2 aufwies. Die Proben, die TMH-1 und
TMH-2 enthielten, zeigten im Gel in etwa identische Laufstrecken, wodurch auf ein
dhnliches Oligomerisierungsverhalten der beiden Molekiile geschlossen wurde.
Wihrend der Vergleich mit der Literatur Ubereinstimmungen in den Ergebnissen fiir
die fluorinierten Peptide und TMH-1 aufzeigen konnte, lieferte TMH-2 abweichende
Resultate. Kumar et al. postulierten aufgrund einer kiirzeren Laufstrecke ein
geringeres Aggregationsverhalten des Peptids TMH-2 gegeniiber den anderen
Komponenten (Bilgicer and Kumar, 2004). Die Unterschiede in den Gelen kdnnten
darauf zuriickgefiihrt werden, dass fiir die Experimente verschiedene
Synthesefraktionen verwendet wurden, die unterschiedlichen Aufreinigungsschritten

unterzogen wurden.
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4.2.2 Insertion der Peptide in Lipiddoppelschichten

4.2.2.1 Fluoreszenzintensitit und A_, in Abhingigkeit des Lipid-zu-

Peptidverhiltnisses o
Alle vier Peptide weisen in Position vier der Sequenz einen Tryptophan-Rest auf
(Abb. 4-1 und Abb. 4-2), der zahlreiche Fluoreszenzuntersuchungen ermdglicht und
so die Charakterisierung der Wechselwirkungen mit Membranen erlaubt. In Abb. 4—
4 ist exemplarisch fiir eine Peptidlosung von TMH-1 in H,O/DMSO (8:2) das
Emissionsspektrum des Tryptophans dargestellt, das mit einer Anregungs-
wellenldnge von 280 nm erhalten wurde. Die Fluoreszenzintensitit weist in dem

verwendeten Losungsmittelgemisch ein Maximum bei 356 nm auf.
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Abb. 4-4: Emissionsspektrum der Tryptophan-Fluoreszenz einer Lésung von TMH-1 in
H,O/DMSO (8:2) bei einer Anregungswellenlénge von 280 nm.
Mittels der Tryptophan-Fluoreszenz der Peptide in Anwesenheit von unilamellaren
Vesikeln sollte untersucht werden, ob die Peptide in Lipiddoppelschichten
insertieren. Bei einer Insertion gelangt der Tryptophan-Rest von einem polaren
wissrigen Medium in die hydrophobe Umgebung der Membran. Aufgrund des
geringen Wassergehalts im Inneren der Lipiddoppelschicht kommt es, anders als in
einem hydrophilen Medium, in der ansonsten unpolaren Umgebung nur zu einer
geringfiigigen  Stabilisierung des  angeregten Zustands, wodurch eine
Blauverschiebung der Fluoreszenz (hypsochromer Effekt) beobachtet werden kann
(Bong et al., 2000; Galla, 1988; Wimley and White, 2000). Gleichzeitig bewirkt die

hydrophobere Umgebung eine Erhohung der Fluoreszenzquantenausbeute, wodurch
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ein Anstieg in der Fluoreszenzintensitit festgestellt wird (Wallach and Zahler, 1966;

Yonei et al., 1979).

Insertion von TMH-1 in POPC-Vesikel.

Bei der Titration einer wassrigen Losung von TMH-1 mit POPC-Vesikeln konnte
eine Zunahme der Intensitit der Tryptophan-Fluoreszenz / und eine gleichzeitige
Blauverschiebung des Maximums aufgezeichnet werden. Die Auftragung der, um die
Verdiinnung korrigierten, Fluoreszenzintensitit (Abb. 4-5) und der Anderung der
Wellenldnge des Fluoreszenzintensititsmaximums AAma.x (Abb. 4-6) in Abhingigkeit
vom Lipid-zu-Peptidverhéltnis lieferte in beiden Féllen einen sigmoiden

Kurvenverlauf.
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Abb. 4-5: Sigmoider Kurvenverlauf der korrigierten Fluoreszenzintensititen in Abhingigkeit vom
Lipid-zu-Peptidverhiltnis fir TMH-1 (). Die durchgezogene Linie (—) stellt das

Ergebnis einer Anpassung der Daten mittels eines Boltzmann-Fits dar.
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Abb. 4-6: Sigmoider Kurvenverlauf der Anderung der Wellenlinge des Fluoreszenzintensitits-
maximums in Abhéngigkeit vom Lipid-zu-Peptidverhéltnis fir TMH-1 (o). Die
durchgezogene Linie (—) stellt das Ergebnis einer Anpassung der Daten mittels eines
Boltzmann-Fits dar. Das Intensitdtsmaximum der Tryptophan-Fluoreszenz des Peptids
TMH-1 in wissriger Losung betrdgt 356 nm.

Wie aus den dargestellten Auftragungen deutlich wird, resultierten sowohl die

Zunahme der Fluoreszenzintensitit, als auch die Anderung des Intensititsmaximums

mit steigender Lipidkonzentration in einer Sittigung. Diese wurde im Falle des

Intensititsanstiegs bei einem Lipid-zu-Peptidverhéltnis von 800:1 bzw. im Falle der

Verschiebung des Maximums bei etwa 600:1 erreicht. Dabei ergab sich fiir TMH-1

bei einer nachtriglichen Insertion in Lipidvesikel eine maximale Blauverschiebung

von 21 nm und ein deutlicher Anstieg der Fluoreszenzintensitit bei Variation des

Lipid-zu-Peptidverhéltnisses von 0 bis 1200:1. Die Ergebnisse zeigen, dass das

Peptid TMH-1 in der Lage ist in die Lipiddoppelschicht zu insertieren.

Wurde TMH-1 schon vor der Pridparation der unilamellaren POPC-Vesikel in die

Lipidfilme eingebaut, so konnte auch in diesem Fall ein Anstieg in der Intensitét der

Tryptophan-Fluoreszenz I (Abb. 4-7) und eine zunehmende Verschiebung der

Wellenlénge des Intensitidtsmaximums Adm.x in den kurzwelligen Bereich (Abb. 4-8)

mit zunehmenden Lipid-zu-Peptidverhéltnis beobachtet werden. Anders als bei der

nachtraglichen Zugabe der Vesikelsuspension zu den Peptiden konnte hierbei gleich
zu Beginn der Titration ein linearer Anstieg der Fluoreszenzintensitit und der

Anderung von Am. in Abhingigkeit vom Lipid-zu-Peptidverhiltnis registriert

werden, der mit steigender POPC-Konzentration in eine Séttigung verlief.
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Abb. 4-7: Anstieg der Fluoreszenzintensitit in Abhédngigkeit vom Lipid-zu-Peptidverhéltnis fiir
TMH-1 (e). Die Anpassung der Daten (—) zeigt mit zunehmendem Lipid-zu-

Peptidverhéltnis einen steigenden Verlauf.
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Abb. 4-8: Anderung der Wellenlinge des Fluoreszenzintensititsmaximums in Abhingigkeit vom
Lipid-zu-Peptidverhaltnis fiir TMH-1 (). Die Anpassung der Daten (—) zeigt mit
zunehmendem  Lipid-zu-Peptidverhéltnis  einen  steigenden  Verlauf.  Das
Intensitdtsmaximum der Tryptophan-Fluoreszenz des Peptids TMH-1 in wissriger
Losung betriagt 356 nm.

Sowohl die Blauverschiebung des Maximums, als auch die Zunahme der

Fluoreszenzintensitit wiesen eine Séttigung im Bereich eines Lipid-zu-

Peptidverhéltnisses von 250:1 auf. Es konnte ein groBer Sprung in der

Fluoreszenzintensitdt und eine maximale Verschiebung des Maximums von 22 nm

aufgezeichnet werden. Die Daten belegen die Insertion von TMH-1 in die Membran

und die Einstellung einer maximalen Peptidkonzentration in der Lipidphase. Dies

resultierte aus der Tatsache, dass oberhalb eines Lipid-zu-Peptidverhéltnisses von



Ergebnisse und Diskussion 60

250:1 eine Erhohung des POPC-Gehalts zu keinem weiteren Anstieg der Intensitét

bzw. der Verschiebung des Maximums fiihrte.

Insertion von TMH-1 in DPPC-Vesikel.

Fiir die vorangegangenen Messungen wurden POPC-Doppelschichten verwendet, die
bei Raumtemperatur im fliissig-kristallinen Zustand vorliegen (7, = -2 °C)
(www.avantilipids.com). Um festzustellen, ob die Peptide in der Lage sind in
Membranen zu insertieren, die in der Gelphase vorliegen, wurde eine wéssrige
Losung von TMH-1 bei Raumtemperatur mit DPPC-Vesikeln (7, = 41 °C) titriert
(www.avantilipids.com). Es konnte beobachtet werden, dass sich unter
Berticksichtigung der Verdiinnung wahrend der Zugabe der Lipidlosung weder die
Fluoreszenzintensitét dnderte, noch ein hypsochromer Effekt fiir die Wellenldnge des
Intensitdtsmaximums auftrat. Daraus konnte geschlossen werden, dass eine Insertion
der Peptide in Lipiddoppelschichten nur dann erfolgen kann, wenn die Membran in

der fluiden Phase vorliegt.

Insertion von TMH-2 in POPC-Vesikel.

Analog zum TMH-1 wurde eine wéssrige Losung von TMH-2 mit POPC-Vesikeln
titriert. Es konnte keine signifikante Zunahme in der Intensitidt der Tryptophan-
Fluoreszenz und keine Verschiebung der Wellenldnge des Intensitdtsmaximums
registriert werden. Deshalb wurde versucht, TMH-2 vor der Praparation der Vesikel
in Form von gemischten Lipid-Peptidfilmen in die Lipiddoppelschichten zu
insertieren. Es konnten bei dieser Art der Praparation dhnliche Kurvenverldufe, wie
sie fir die Insertion des TMH-1 beobachtet wurden, fiir die beiden zu

untersuchenden Parameter erhalten werden (Abb. 4-9 und Abb. 4-10).



Ergebnisse und Diskussion 61

500 -
* ® ® *
400 - *
=
< 300 -
~
~
200 -
100 T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200
¢porc / € TVH-2

Abb. 4-9: Anstieg der Fluoreszenzintensitit in Abhédngigkeit vom Lipid-zu-Peptidverhéltnis fiir
TMH-2 (). Die Anpassung der Daten (—) zeigt mit zunehmender POPC-Konzentration

einen steigenden Verlauf.
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Abb. 4-10: Anderung der Wellenlinge des Fluoreszenzintensititsmaximums in Abhingigkeit vom
Lipid-zu-Peptidverhiltnis fiir TMH-2 (). Die Anpassung der Daten (—) zeigt mit
zunehmender POPC-Konzentration einen steigenden Verlauf. Das Intensitdtsmaximum
der Tryptophan-Fluoreszenz des Peptids TMH-2 in wéssriger Losung betrdgt 351 nm.

Im Bereich eines Lipid-zu-Peptidverhéltnisses von 0 bis 1100:1 konnte ein starker

Anstieg der Fluoreszenzintensitit und eine Blauverschiebung der Fluoreszenz um 11

nm beobachtet werden. Die Daten belegen, dass auch TMH-2 in

Lipiddoppelschichten insertiert vorliegt, so fern die Peptide bereits vor der

Prédparation der Vesikelsuspension in Lipidfilme eingebracht wurden.
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Insertion von TMF-1 und TMF-2 in POPC-Vesikel.

Aufgrund der steigenden Hydrophobizitit der Peptide TMF-1 und TMF-2 im
Vergleich zu ihren nicht fluorinierten Analoga wurde, genau wie fiir TMH-2,
versucht die beiden Peptide ohne vorherige Préparation der POPC-Vesikel in
Lipiddoppelschichten zu insertieren, in dem gemischte Lipid-Peptidfilme hergestellt
wurden. Fiir drei unterschiedliche Lipid-zu-Peptidverhéltnisse konnte sowohl fiir
TMF-1 (Abb. 4-11), als auch fiir TMF-2 (Abb. 4-12) mit steigender POPC-
Konzentration ein Anstieg in der Fluoreszenzintensitét / verzeichnet werden, der auf
eine Erhohung der Fluoreszenzquantenausbeute schlieBen lie. Beide Messreihen

zeigten einen kontinuierlich ansteigenden Kurvenverlauf.
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Abb. 4-11: Zunahme der Intensitit der Tryptophan-Fluoreszenz bei steigendem Lipid-zu-
Peptidverhéltnis fiir TMF-1 (#). Die Anpassung der Daten (—) zeigt mit zunehmender

POPC-Konzentration einen steigenden Verlauf.
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Abb. 4-12: Zunahme der Intensitit der Tryptophan-Fluoreszenz bei steigendem Lipid-zu-
Peptidverhéltnis fiir TMF-2 (#). Die Anpassung der Daten (—) zeigt mit zunehmender

POPC-Konzentration einen steigenden Verlauf.

Anders als fiir das TMH-1 und das TMH-2 zeigten die beiden fluorinierten Peptide
jedoch eine bathochrome Verschiebung der Wellenldnge des Intensitdtsmaximums
Amax mit steigendem Lipid-zu-Peptidverhdltnis. Durch die Erhohung der POPC-
Konzentration wurde fiir TMF-1 ein Anstieg der Wellenlinge des Maximums von
333 auf 338 nm (Abb. 4-13) und fiir TMF-2 von 335 auf 338 nm (Abb. 4-14)
beobachtet. Im Bereich der Sittigung zeigten demnach beide Peptide ein
Intensitdtsmaximum von 338 nm. Es konnte keine Aussage iiber die Anderung des
Intensitdtsmaximums AAdn.x bezogen auf den Wert in Abwesenheit von Lipid
gemacht werden, da eine Bestimmung der Wellenldnge des Maximums in wissriger
Losung aufgrund der schlechten Loslichkeit der beiden fluorinierten Peptide nicht

moglich war.
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Abb. 4-13: Bathochrome Verschiebung der Tryptophan-Fluoreszenz von TMF-1 mit steigendem

Lipid-zu-Peptidverhiltnis (#). Die Anpassung der Daten (—) zeigt mit zunehmender

POPC-Konzentration einen steigenden Verlauf.
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Abb. 4-14: Bathochrome Verschiebung der Tryptophan-Fluoreszenz von TMF-2 mit steigendem

Lipid-zu-Peptidverhiltnis (#). Die Anpassung der Daten (—) zeigt mit zunehmender

POPC-Konzentration einen steigenden Verlauf.

4.2.2.2 Untersuchungen zur Reversibilitiat der Peptidinsertion

4.2.2.2.1 Fluoreszenzintensitit in Abhingigkeit von der Zusammensetzung der
Vesikelsuspension

Zur Untersuchung der Reversibilitit der Peptidinsertion fiir die verschiedenen
Peptide und die unterschiedlichen Praparationsmethoden wurden vier verschiedene,

zum Teil quencherhaltige, Vesikelsuspensionen mit und ohne Peptid hergestellt und

untersucht.
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Fir die beiden Molekile TMH-1 und TMH-2 wurde die Reversibilitit der
Peptidinsertion sowohl fiir die nachtrigliche Insertion der Peptide in POPC-Vesikel
(Abb. 4-15 und Abb. 4-16) untersucht, als auch fiir den Einbau der Molekiile in
Lipidfilme und anschlieBende Herstellung von unilamellaren POPC-Vesikeln (Abb.
4-17 und Abb. 4-18). Die Spektren zeigten fiir beide Prdparationsmethoden eine
maximale Intensitét der Tryptophan-Fluoreszenz in Abwesenheit von Quencher und
minimale Intensitidt, wenn die Vesikel mit dem Quencher 5-DOXYL-stearinsdure
versehen wurden. Fiir die Mischungen 1 und 2, bestehend aus den Vesikelfraktionen
mit insertiertem Peptid mit (Suspension 4) und ohne Quencher (Suspension 3) und
den Vesikelfraktionen ohne Peptid mit (Suspension 2) und ohne Quencher
(Suspension 1) (Abb. 4-15), ergaben sich bei beiden Priparationsmethoden jeweils
fast identische Intensititen, die in etwa dem Mittel der Ausgangsintensititen der
einzelnen Vesikelfraktionen in An- und in Abwesenheit von Quencher entsprachen.
In Abb. 4-15 sind die erhaltenen Daten der Reversibilititsmessungen am Beispiel
des nachtréiglich insertierten TMH-1 als Fluoreszenzspektren und zur Verdeutlichung
in Form einer schematischen Darstellung der erhaltenen Vesikelsuspensionen

abgebildet.
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Reversibilitit der Peptidinsertion bei nachtriglicher Insertion der Peptide in

Vesikel.

Die Abb. 4-15 und Abb. 4-16 zeigen die Ergebnisse zur Untersuchung der
Reversibilitdt der Insertion von TMH-1 und TMH-2 bei einer nachtriaglichen

Insertion der Peptide in POPC-Vesikel.
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Abb. 4-15: Verlauf der Tryptophan-Fluoreszenz des Peptids TMH-1 in unterschiedlichen

Vesikelsuspensionen ((—) Suspension 3, (—) Suspension 4, (—) Mischung 1, (—) Mischung

2) bei einer nachtrdglichen Insertion der Peptide in unilamellare POPC-Vesikel (links).

Schematische Darstellung der resultierenden Vesikelsuspensionen (rechts).
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Abb. 4-16: Verlauf der Tryptophan-Fluoreszenz des Peptids TMH-2 in unterschiedlichen
Vesikelsuspensionen ((—) Suspension 3, (—) Suspension 4, (—) Mischung 1, (—) Mischung

2) bei einer nachtrédglichen Insertion der Peptide in unilamellare POPC-Vesikel.

Reversibilitit der Peptidinsertion bei Einbau der Peptide in Lipidfilme ohne
vorherige Vesikelpriiparation.

Die Abb. 4-17 und Abb. 4-18 zeigen die Ergebnisse zur Untersuchung der
Reversibilitdt der Insertion von TMH-1 und TMH-2 bei Einbau der Peptide in
Lipidfilme.
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Abb. 4-17: Verlauf der Tryptophan-Fluoreszenz des Peptids TMH-1 in unterschiedlichen
Vesikelsuspensionen ((—) Suspension 3, (—) Suspension 4, (—) Mischung 1, (—) Mischung

2) bei Einbau der Peptide in Lipidfilme ohne vorherige Vesikelpraparation.
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Abb. 4-18: Verlauf der Tryptophan-Fluoreszenz des Peptids TMH-2 in unterschiedlichen
Vesikelsuspensionen ((—) Suspension 3, (—) Suspension 4, (—) Mischung 1, (—) Mischung

2) bei Einbau der Peptide in Lipidfilme ohne vorherige Vesikelpraparation.

Die verschiedenen Messungen fiir TMH-1 und TMH-2 zeigten fiir die
unterschiedlichen Praparationsmethoden vergleichbare Ergebnisse. Die beobachtete
maximale Intensitit der Tryptophan-Fluoreszenz in Abwesenheit von Quencher,
konnte darauf zuriickgefiihrt werden, dass die Tryptophan-Fluoreszenz nicht geloscht
wurde, wihrend die minimale Intensitdt, wenn die Vesikel mit dem Quencher 5-
DOXYL-stearinsdure versechen wurden, dadurch verursacht wurde, dass die
Fluoreszenzintensitit durch das Nitrosylradikal in Position fiinf herabgesetzt wurde.
Die Mischungen 1 und 2 lieferten jeweils fast identische Intensitdten, die in etwa
dem Mittel der Ausgangsintensititen der einzelnen Vesikelfraktionen in An- und in
Abwesenheit von Quencher entsprachen. Da die Peptide immer nur in einer der
beiden Suspensionen, die miteinander gemischt wurden, in die Vesikel insertiert
vorlagen, konnte aufgrund der Intensititsinderung geschlossen werden, dass die
Peptide in der Lage waren ihre Position zwischen den Vesikeln der unterschiedlichen
Suspensionen zu wechseln. D.h. die Messungen belegen, dass sowohl TMH-1, als
auch TMH-2 fiir beide Préparationsmethoden reversibel in die Lipiddoppelschichten
insertieren und ein Austausch der Peptide zwischen den verschiedenen

Vesikelpopulationen moglich ist.
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4.2.2.2.2 Zeitliche Abhiingigkeit der Reversibilitit

Fiir die verschiedenen Messreihen fiel auf, dass je nach Art der Probenpriparation
charakteristische Zeitabhédngigkeiten auftraten. Wurden die Peptide bereits vor der
Vesikelherstellung in Lipidfilme eingebaut, so konnte sofort nach der Préparation der
unilamellaren Vesikel eine konstante Tryptophan-Fluoreszenz gemessen werden.
Auch fiir Mischungen von Vesikelsuspensionen, die auf diese Weise prépariert
wurden, lieBen sich schon nach sehr kurzer Zeit eine Einstellung des
Gleichgewichtszustands der Peptide zwischen wissriger und Lipidphase und somit
eine konstante Tryptophan-Fluoreszenzintensitdt beobachten.

Deutlich lédnger dauerte es bis zur Aufnahme konstanter Fluoreszenzspektren, wenn
die Peptide nachtriglich in die Vesikel insertiert wurden. Sowohl bei der Zugabe der
Peptide zu den unterschiedlichen Suspensionen, als auch bei der anschlieBenden
Herstellung der Mischungen, traten innerhalb der ersten 20 Minuten groB3e
Schwankungen (bis zu 30 %) in der Fluoreszenzintensitit auf, bis sich ein
entsprechendes Gleichgewicht der Peptide zwischen wissriger und Lipidphase

eingestellt hatte.

4.2.3 Lokalisierung des Tryptophan-Rests in der Membran

4.2.3.1 Fluoreszenzintensitit in Anwesenheit der Quencher 5- und
16-DOXYL-stearinsdure

Mit Hilfe von Loschexperimenten sollte die Position des Tryptophan-Rests der

Peptide in der Membran lokalisiert werden. Uber Messungen mit den beiden

Quenchern 5- und 16-DOXY L-stearinsédure konnte mittels der parallax-Methode der

Abstand zwischen dem Tryptophan-Rest des jeweiligen Peptids und dem Zentrum

der Lipiddoppelschicht berechnet werden (Chung et al., 1992).

Quenchingexperimente mit TMH-1 und TMH-2.

Fiir die Quenchingexperimente wurden Vesikelsuspensionen mit variierenden
Mengen an 5- bzw. 16-DOXY L-stearinsdure hergestellt und mit konstanten Mengen
an Peptid versetzt. Sowohl fir TMH-1, als auch fiir TMH-2 fiel auf, dass die
Tryptophan-Fluoreszenz mit steigendem Gehalt an DOXYL-Quenchern stérker
geloscht wurde. Gleichzeitig konnte festgestellt werden, dass die Fluoreszenz durch
das Nitrosylradikal in Position fiinf fiir beide Peptide in hoherem Mafle herabgesetzt

wurde, als durch den Quencher in Position sechzehn. Diese Tatsache spiegelte sich in
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den unterschiedlichen Steigungen der beiden Geraden wider, die flir die beiden
Quencher mit Hilfe einer Auftragung entsprechend der STERN-VOLLMER-
Gleichung (Gl. 3-5) erhalten wurden. Dabei =zeigte das Verhiltnis der

Fluoreszenzintensititen in Ab- und in Anwesenheit von Quencher [°/I in
Abhéngigkeit von der Quencherkonzentration ¢, fiir die Peptide TMH-1 (Abb. 4—

19) und TMH-2 (Abb. 4-20) eine deutlich groBere Steigung fiir die 5-DOXYL-
stearinsdure im Vergleich zum Quencher mit einem Nitrosylradikal in Position

sechzehn.

¢ox 10>/ mol/l

Abb. 4-19: Darstellung des Verhéltnisses der Fluoreszenzintensititen des Peptids TMH-1 in An- und
in Abwesenheit der Quencher 5-DOXYL-stearinsdure (#) bzw. 16-DOXY L-stearinsdure

(®) in Abhéngigkeit von der Quencherkonzentration. Die durchgezogenen Linien sind das

Ergebnis einer linearen Kurvenanpassung mit der Steigung 0.28-107 1/ mol fiir den
Quencher in Position fiinf (=) und 0.04-107 l/ mol fiir den Quencher in Position

sechszehn (—).
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¢ox 10>/ mol/l

Abb. 4-20: Darstellung des Verhéltnisses der Fluoreszenzintensititen des Peptids TMH-2 in An- und
in Abwesenheit der Quencher 5- DOXYL-stearinsdure () bzw. 16-DOXY L-stearinsdure

(=) in Abhéngigkeit von der Quencherkonzentration. Die durchgezogenen Linien sind das

Ergebnis einer linearen Kurvenanpassung mit der Steigung 0.37-107 l/ mol fiir den
Quencher in Position fiinf (=) und 0.02-107 l/ mol fiir den Quencher in Position

sechszehn (—).

Uber die Steigungen der Geraden ergaben sich nach der STERN-VOLLMER-

Gleichung (Gl. 3-5) die Assoziationskonstanten mit K >® =2.8-10 1/mol und
K5 =0.4-10"° I/mol  fir TMH-1 und mit K3J®=3.7-10° I/mol und
K:5?®=0.2:10 1/mol fiir TMH-2. Die Tryptophan-Fluoreszenz wurde fiir beide

Peptide durch die 5-DOXY L-stearinsiure starker geloscht, als durch den Quencher in
Position sechszehn. Diese Tatsache wurde bestétigt durch die hoheren Werten der
Assoziationskonstanten fiir die Loschexperimente mit 5-DOXYL-stearinsdure
verglichen mit den Ergebnissen, die mit Hilfe der 16-DOXY L-stearinsdure erhalten
wurden. Die Ergebnisse zeigen demnach, dass die Tryptophan-Reste beider Peptide
innerhalb der Lipiddoppelschicht ndher am Nitrosylradikal in Position fiinf lokalisiert
sind.

Neben der Abnahme der Fluoreszenzintensitit mit steigender Konzentration an
Quencher konnte dariiber hinaus eine Blauverschiebung des Intensitdtsmaximums

A... beobachtet werden. Abb. 4-21 und Abb. 4-22 zeigt die Abnahme von 4, in

Abhiéngigkeit der Quencherkonzentration c,, .
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Abb. 4-21: Blauverschiebung des Intensitdtsmaximums der Tryptophan-Fluoreszenz des Peptids
TMH-1 in Abhédngigkeit von der Quencherkonzentration der beiden Loschermolekiile 5-
(#) und 16-DOXY L-stearinsdure ().
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Abb. 4-22: Blauverschiebung des Intensititsmaximums der Tryptophan-Fluoreszenz des Peptids
TMH-2 in Abhédngigkeit von der Quencherkonzentration der beiden Loschermolekiile 5-
() und 16-DOXYL-stearinsdure (><).

Quenchingexperimente mit TMF-1 und TMF-2.

Analog den Quenchingexperimenten der beiden nicht fluorinierten Peptiden, wurde
das Verhalten der Tryptophan-Fluoreszenz in Anwesenheit variierender Mengen von
5- bzw. 16-DOXYL-stearinsdure in POPC-Vesikeln fiir TMF-1 und TMF-2
untersucht. Auch die beiden fluorinierten Peptide zeigten eine leichte Abnahme der
Fluoreszenzintensitdt des Tryptophans mit steigender Quencherkonzentration. Die

schwache Zunahme des Verhiltnisses /° / I entsprach bezogen auf die Steigung, in

etwa dem Ldschen der Fluoreszenz der beiden Peptide TMH-1 und TMH-2 durch

16-DOXYL-stearinsdure. Anders als fiir die beiden nicht fluorinierten Analoga
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konnte im Rahmen der Messgenauigkeit kein Unterschied in den Steigungen der
beiden Geraden festgestellt werden, die fiir die beiden DOXYL-Quencher mit Hilfe
der STERN-VOLLMER-Auftragung erhalten wurden (Abb. 4-23 und Abb. 4-24).

3 _
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Abb. 4-23: Darstellung des Verhiltnisses der Fluoreszenzintensititen des Peptids TMF-1 in An- und
in Abwesenheit der Quencher 5-DOXYL-stearinsdure (#) bzw. 16-DOXY L-stearinsdure

(®) in Abhéngigkeit von der Quencherkonzentration. Die durchgezogenen Linien sind das

Ergebnis einer linearen Kurvenanpassung mit der Steigung 0.03-107 1/ mol fiir den
Quencher in Position fiinf (=) und 0.02-107 l/ mol fiir den Quencher in Position

sechszehn (—).

0 10 20 30 40 50 60

¢ x 10° / mol/l

Abb. 4-24: Darstellung des Verhiltnisses der Fluoreszenzintensititen des Peptids TMF-2 in An- und
in Abwesenheit der Quencher 5-DOXYL-stearinsdure (#) bzw. 16-DOXY L-stearinsdure
(®) in Abhéngigkeit von der Quencherkonzentration. Die durchgezogenen Linien sind das

Ergebnis einer linearen Kurvenanpassung, die sowohl fiir den Quencher in Position fiinf

(—) als auch fiir den Quencher in Position sechszehn (—) eine Steigung von

0.03-107 l/ mol aufweist.
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Die Assoziationskonstanten, die analog den nicht fluorinierten Peptiden nach der

STERN-VOLLMER-Gleichung (Gl. 3-5) aus der Auftragung bestimmt wurden,
ergaben fir TMF-1 K J® =0.3-10° 1/mol bzw. K5™*=0.2-10° I/mol und fiir

TMF-2 K;5°=0.3-10" 1/mol bzw. K35™> =0.3-10 1/mol. Da fiir die Peptide fiir

beide DOXYL-stearinsduren dhnliche Werte fiir die Assoziationskonstanten erhalten
wurden, ist keine Aussage dariiber mdglich, ob die Tryptophan-Reste der
fluorinierten Peptide innerhalb der Membran ndher an den Quenchern in Position
fiinf oder in Position sechszehn lokalisiert sind.

Auch fiir die beiden fluorinierten Peptide konnte ein Einfluss der
Quencherkonzentration auf das Maximum der Tryptophan-Fluoreszenz beobachtet
werden. Abb. 4-25 und Abb. 4-26 veranschaulichen die Rotverschiebung des

Intensitdtsmaximums A_,  mit steigender Konzentration an 5- bzw. 16-DOXYL-

stearinséure fiir die Peptide TMF-1 und TMF-2.

339 -
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g 337 24 X
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Abb. 4-25: Rotverschiebung des Intensititsmaximums der Tryptophan-Fluoreszenz des Peptids
TMF-1 in Abhédngigkeit von der Quencherkonzentration der beiden Loschermolekiile 5-

() und 16-DOXYL-stearinsdure (><).



Ergebnisse und Diskussion 75

341 -
*
c 339
= .
\; 337 - X
£
- . * X
335 * X X
3?( X
333 T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60
¢ x10°/ mol/l

Abb. 4-26: Rotverschiebung des Intensititsmaximums der Tryptophan-Fluoreszenz des Peptids
TMF-2 in Abhingigkeit von der Quencherkonzentration der beiden Loschermolekiile 5- (¢) und 16-
DOXYL-stearinsdure ().

4.2.3.2 Berechnung des Abstands zwischen dem Tryptophan-Rest
und dem Zentrum der Lipiddoppelschicht nach Perrin

Mit Hilfe der Ergebnisse aus den Quenchingexperimenten ist es moglich iliber die

parallax-Methode den Abstand zwischen den Tryptophan-Resten der Peptide und

dem Zentrum der Lipiddoppelschicht zu berechnen (Chung et al., 1992). Der

entsprechende mathematische Zusammenhang ist dabei iiber die Perrin-Gleichung

gegeben (GI. 3-10).

Abstandsbestimmung fiir die Peptide TMH-1 und TMH-2.
Fir die Auswertung wurde der natiirliche Logarithmus aus dem Verhiltnis der

Fluoreszenzintensititen der Peptide TMH-1 (Abb. 4-27) und TMH-2 (Abb. 4-28) in

Ab- und in Anwesenheit der DOXYL-stearinsduren In (%) gegen den Molenbruch

des entsprechenden Quenchers y, .., aufgetragen.
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Abb. 4-27: Darstellung des natiirlichen Logarithmus der Fluoreszenzintensitdten des Peptids TMH-1
in An- und in Abwesenheit der Quencher 5-DOXY L-stearinsiure () bzw. 16-DOXYL-
stearinsdure (®) in Abhéingigkeit vom Molenbruch des Quenchers. Die durchgezogenen

Linien sind das Ergebnis einer linearen Kurvenanpassung nach der Perrin-Gleichung (GL.

3—-10) mit der Steigung -9.3 fiir den Quencher in Position fiinf (—) und -2.4 fiir den

Quencher in Position sechszehn (—).

In(Z/1°%
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Abb. 4-28: Darstellung des natiirlichen Logarithmus der Fluoreszenzintensitdten des Peptids TMH-2
in An- und in Abwesenheit der Quencher 5-DOXY L-stearinsdure () bzw. 16-DOXYL-
stearinsdure (®) in Abhéingigkeit vom Molenbruch des Quenchers. Die durchgezogenen

Linien sind das Ergebnis einer linearen Kurvenanpassung nach der Perrin-Gleichung (Gl.

3-10) mit der Steigung -11.0 fiir den Quencher in Position fiinf (—) und -1.1 fiir den

Quencher in Position sechszehn (—).

Aus den Steigungen, die flir die beiden Quencher erhalten wurden, konnten die

Abstinde zwischen den Tryptophan-Resten und den Nitrosylradikalen Z, . und

Zps fir die beiden Peptide berechnet werden. Mit diesen Daten und den
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literaturbekannten Werten fiir die Distanz zwischen den Quenchern und dem

Zentrum der Lipiddoppelschicht Q; ¢ und O, war es moglich, sowohl fiir TMH-1

als auch fiir TMH-2 den Abstand zwischen dem Tryptophan-Rest und dem Zentrum
der Lipiddoppelschicht P zu berechnen (Abb. 3-6) (Chattopadhyay and London,
1987). Mit Hilfe von GI. 3—11 und den in Tab. 4-1 dargestellten Parametern ergaben
sich fiir den Abstand P Werte von 1.5 nm fiir TMH-1 bzw. 1.9 nm fiir TMH-2.

Tab. 4-1: Parameter zur Berechnung des Abstands zwischen dem Tryptophan-Rest und dem

Zentrum der Lipiddoppelschicht. Dabei stehen Z . bzw. Z fiir den berechneten

16-DS

Abstand zwischen dem Tryptophan-Rest und dem Nitrosylradikal und Q

5-DS

bzw. QO

16-DS

fiir die Distanz zwischen dem Quencher und dem Zentrum der Lipiddoppelschicht.

TMH-1 TMH-2
72 1 A - 207 - 244
A - 54 -25
Q.05 | A 12.2 12.2
Qs / A 25 25

TMF-1 und TMF-2.

Die Quenchingexperimente fiir die Peptide TMF-1 und TMF-2 haben gezeigt, dass
die Tryptophan-Fluoreszenz durch die Nitrosylradikale in Position fiinf bzw.
sechszehn nur in geringem Male herabgesetzt wurde und keinen signifikanten
Unterschied im Ausmall der Fluoreszenzloschung der beiden DOXYL-Quencher
lieferten. Die Wechselwirkungen zwischen dem Fluorophor und den Quenchern
waren sowohl fiir TMF-1 als auch fiir TMF-2 nicht ausgeprdgt genug, um weitere

Berechnungen mittels der parallax-Methode durchzufiihren.

4.2.4 Bestimmung der Sekundiarstruktur der Peptide mittels
CD-Spektroskopie

4.2.4.1 CD-Spektren

Mittels der CD-Spektroskopie sollte festgestellt werden, ob die Peptide TMH-1 und
TMH-2 in Membranen den erwarteten a-helikalen Aufbau zeigen. Dariiber hinaus

sollte die Sekundarstruktur der Peptide in wéssriger Losung untersucht werden und
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mittels 2,2,2-Trifluorethanol der maximal mdgliche a-helikale Gehalt der beiden
Peptide bestimmt werden.

Abb. 4-29 und Abb. 4-30 zeigen die CD-Spektren der Peptide TMH-1 und TMH-2
in Wasser. Es wurde erwartet, dass die Peptide in wéssriger Losung als Zufallsknduel
vorliegen und erst durch die Wechselwirkung mit einer Lipidmembran in eine a-
helikale Konformation iibergehen. Stattdessen wurde der fiir eine o-helikale
Sekundérstruktur typische Kurvenverlauf gefunden, der fiir beide Peptide zwei
charakteristische Minima bei 208 nm und 222 nm und ein Maximum bei 190 nm fiir

TMH-1 bzw. 194 nm fiir TMH-2 aufweist.
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Abb. 4-29: CD-Spektrum des Peptids TMH-1 in Wasser.
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Abb. 4-30: CD-Spektrum des Peptids TMH-2 in Wasser.

Ein dhnliches Bild zeigte sich flir die CD-Spektren, die erhalten wurden, wenn die
Peptide in POPC-Vesikel mit einem Lipid-zu-Peptidverhdltnis von 100:1 insertiert

wurden (Abb. 4-31). Neben dem klar erkennbaren Doppelminimum (208 nm und
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222 nm) erschienen die Maxima im Vergleich zu den CD-Spektren in Wasser leicht

verschoben bei 196 nm fir TMH-1 bzw. 195 nm fir TMH-2.
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Abb. 4-31: CD-Spektren der Peptide TMH-1 (—) und TMH-2 (—) in POPC-Vesikeln bei einem Lipid-

zu-Peptidverhiltnis von cpopc/Cpepiia = 100:1.
In Abb. 4-32 sind die Kurvenverldufe dargestellt, die fiir die Peptide TMH-1 und
TMH-2 in 2,2,2-Trifluorethanol (TFE) erhalten wurden. Aus der Literatur ist
bekannt, dass TFE die Ausbildung a-helikaler Strukturen induziert und die Helices
stabilisiert (Luo and Baldwin, 1997; Sonnichsen, 1992). Dies konnte anhand der
Minima bei 208 nm und 222 nm bestétigt werden. Ein Vergleich der CD-Spektren,
die fiir die Peptide in POPC (Abb. 4-31) und TFE (Abb. 4-32) aufgezeichnet
wurden, zeigt, das im Falle des fluorierten Alkohols die Minima zu gréBeren
negativen Elliptizititen verschoben erschienen und somit einen hoheren a-helikalen

Gehalt aufwiesen. Das Maximum lag fiir beide Peptide bei 191 nm.
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Abb. 4-32: CD-Spektren der Peptide TMH-1 (=) und TMH-2 (—) in 2,2,2-Trifluoroethanol.
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4.2.4.2 Elliptizititen und a-helikaler Gehalt

Mit Hilfe der Elliptizitdten bei 222 nm 655," aus den dargestellten Spektren und Gl.

3—18 ist es moglich den a-helikalen Gehalt der beiden Peptide in den verschiedenen

Losungsmitteln zu berechnen. Die Ergebnisse sind in Tab. 4-2 fiir das Peptid TMH-1

und in Tab. 4-3 fiir das Peptid TMH-2 dargestellt:

Tab. 4-2:

Tab. 4-3:

Elliptizititswerte %"

unterschiedlichen Losungsmitteln.

O a-helikaler Gehalt
H,0 ~484 (51£2)%
POPC ~636 (67£3) %
TFE ~763 (80£2) %

Elliptizititswerte 6%,

unterschiedlichen Losungsmitteln.

Oy o-helikaler Gehalt
POPC - 402 (42+3)%
TFE 672 (70 +2) %

und berechneter o-helikaler Gehalt des Peptids TMH-1 in

und berechneter o-helikaler Gehalt des Peptids TMH-2 in

Die Auswertung der CD-Spektren lieferte steigende Elliptizititswerte von Wasser

tiber POPC bis hin zu TFE und insgesamt etwas hohere Elliptizitéten fiir das Peptid

TMH-1 verglichen mit TMH-2. Dabei wurde auf eine Berechnung des a-helikalen

Gehalts von TMH-2 in Wasser verzichtet, da im Rahmen der Messgenauigkeit keine

zufriedenstellende Konzentrationsbestimmung fiir das Peptid mdglich war. Aufgrund

der Aggregatbildung der Peptide in Wasser (siehe Diskussion, Kap. 4.2.6) mussten

diese zunidchst 1:1 mit Guanidiniumchlorid (GndHCI) verdiinnt werden, um die

Peptidoligomere in Monomere zu iiberfiihren. Im Falle des TMH-2 kam es bei

diesem Vorgang zu einer sofortigen Ausfillung des Peptids, so dass eine UV-

spektroskopische Bestimmung der Konzentration nicht moglich war.
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4.2.5 Untersuchung der raumlichen Orientierung der
Peptide in der Membran

4.2.5.1 ATR-FT-IR-Spektren

Die ATR-FT-IR-Spektroskopie stellt eine Methode zur Untersuchung der rdumlichen
Orientierung von Peptiden in Lipiddoppelschichten dar (Frey and Tamm, 1991;
Fringeli and Giinthard, 1981; Goormatigh and Ruysschaert, 1990; Tamm and
Tatulian, 1997). Uber polarisierte IR-Spektren, bei denen eine Messung mit parallel
und eine Messung mit senkrecht polarisiertem Licht aufgezeichnet wird, kann eine
Aussage iber die Orientierung der Peptide bezogen auf die Membrannormale
gemacht werden. Abb. 4-33 und Abb. 4-34 zeigen beispielhaft die IR-Spektren fiir
das Peptid TMH-1 in POPC-Multischichten, die fiir senkrecht und fiir parallel
polarisiertes Licht erhalten wurden. In Tab. 44 sind die beobachteten Schwingungen
und deren Frequenzen zusammengefasst (Kim et al., 1998).

0,30
v(CH)

0,25

0,20

- CH . .
‘q 0’15 Uas( 2) Amid I Uas(l:'o2 )

0,10 ' Amid II
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Abb. 4-33: ATR-FT-IR-Spektrum des Peptids TMH-1 in POPC-Multischichten aufgezeichnet mit

parallel polarisiertem Licht.
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Abb. 4-34: ATR-FT-IR-Spektrum des Peptids TMH-1 in POPC-Multischichten aufgezeichnet mit
senkrecht polarisiertem Licht.

Tab. 4—4: Zusammenfassung der relevanten IR-Schwingungen in einem Film von TMH-1 bzw.

TMH-2 in luftgetrockneten POPC-Multischichten.

Frequenz v/cm’™ Bezeichnung Schwingung
symmetrische CH,-Streckschwingung der
2922 U, (CH,)
Kohlenwasserstoffketten der Lipide
asymmetrische CH,-Streckschwingung der
2852 U, (CHy) .
Kohlenwasserstoffketten der Lipide
CO-Streckschwingung der Fettsaureester der
1739 L (CO)
Lipide
CO-Streckschwingung der Amidbindung der
1654 Amid |
Peptide
NH-Beugeschwingung und CN-
1539 Amid II ] o
Streckschwingung der Amidbindung
) asymmetrische Streckschwingung der PO, -
1245 v, (POy) . o
Doppelbindung der Lipide

Durch die a-helikale Sekundarstruktur und die rdumliche Anordnung des Peptids in
der Membran wird die Strahlung des senkrecht bzw. parallel polarisierten Lichts
unterschiedlich stark absorbiert. Dies kann sehr gut anhand eines Vergleichs der
Amid I- und der Amid II-Banden verdeutlicht werden, die fiir die beiden
unterschiedlichen Polarisationen erhalten wurden (Abb. 4-35) (Tamm and Tatulian,

1997).



Ergebnisse und Diskussion 83

0.08 -
parallel polarisiertes Licht
senkrecht polarisiertes Licht Amid I
0.06 -
0.04 - |
= ‘\ N
[ i 1\
0.02 L Vo \ Amid II i
AN A A
SN ,“\ NV \
0.00 - "y w,

1400 1450 1500 1550 1600 1650 1700
v/ em’
Abb. 4-35: Vergrofertere Ausschnitte der Amid I- und Amid [I-Bande aus den ATR-FT-IR-Spektren
des Peptids TMH-1 in POPC-Multischichten aufgezeichnet mit senkrecht (=) bzw.

parallel (—) polarisiertem Licht.

Zur Auswertung der Daten wurden die beiden CH,-Streckschwingungen o, (CH,)
und v, (CH,), die CO-Streckschwingung v (CO) und die Amid I-Bande verwendet.

Dabei dienten die drei Erstgenannten als Kontrolldaten fiir die literaturbekannte
Orientierung von Lipidmolekiillen auf dem Germanium-Kristall, wohingegen die
Amid I-Bande fiir die Berechnung der raumlichen Anordnung der Peptide bezogen
auf die Membrannormale verwendet wurde. Die Amid II-Bande wurde aufgrund des

schlechten Signal-Rausch-Verhiltnisses nicht beriicksichtigt.

4.2.5.2 Bestimmung der raumlichen Orientierung der Peptide in der
Membran

Zur Untersuchung der rdumlichen Anordnung der Peptide in den Multischichten

wurde die Fliche der Absorptionsbanden der drei relevanten Schwingungen, die

jeweils mit senkrecht und parallel polarisiertem Licht erhalten wurden, {iber

Integration bestimmt. Mit Hilfe der Flachen konnte anschlieend das dichroitische

Verhiltnis R,,, (Gl. 3-25) berechnet werden. Uber die Gl. 3-26, GI. 3-27, GI. 3
28, Gl 3-29 und GIl. 3-30 war es moglich den Ordnungsparameter S, und den

Winkel y zu ermitteln, der den Winkel zwischen der Oberflichennormalen und der
Molekiilachse des Peptids bzw. der Lipide beschreibt und somit eine Aussage liber
die Orientierung der Molekiile zuldsst. Fiir die Berechnung wurde der Winkel a
zwischen der Molekiilachse und dem Ubergangsdipolmoment der Schwingung

benotigt. Hierfiir wurden literaturbekannte Werte verwendet, die in Tab. 4-5
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zusammengefasst sind (Frey and Tamm, 1991; Fringeli and Giinthard, 1981; Tamm

and Tatulian, 1997).

Tab. 4-5: Fiir die Auswertung verwendete Werte des Winkels o.

o
CH, 90°
CcO 90°
Amid I 39°

Tab. 4-6 und Tab. 4-7 zeigen die zusammengefassten Ergebnisse der ATR-FT-IR-

Analysen fiir die Peptide TMH-1 und TMH-2, die zum einen fiir Proben erhalten

wurden, bei denen die Peptide nachtrédglich in die Vesikel insertiert wurden (Index a)

und zum anderen fiir Proben, bei denen die Peptide bereits vor der Préparation der

Vesikel in Form von gemischten Lipid-Peptidfilmen (Index b) enthalten waren.

Tab. 4-6: Zusammengefasste Ergebnisse der ATR-FT-IR-Messungen an TMH-1. Die Peptide
wurden zum einen nachtriglich in die Vesikel insertiert (Index a) und zum anderen vor

der Vesikelprdparation in Form von gemischten Lipid-Peptidfilmen in die

Lipidmultischichten eingebracht (Index b).

RiTR Sea 7/3/ ° R.ZTR S: yb/ °
-0.04 +1.7 -0.04 +1.8
CH, 1.19+0.04 | 0.62 30.4 1.17+£0.04 | 0.64 29.5
+0.04 -1.8 +0.04 -1.9
-0.02 +0.9 -0.02 +0.8
CcO 1.19+£0.02 | 0.62 30.4 1.21+0.02 | 0.60 31.3
+0.02 -09 +0.02 -0.9
+0.14 -2.1 +0.05 -22
Amid 1 1.96 +0.05 | -0.04 56.4 1.95+0.05 | -0.05 56.9
-0.05 +23 -0.05 +2.2
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Tab. 4-7: Zusammengefasste Ergebnisse der ATR-FT-IR-Messungen an TMH-2. Die Peptide
wurden zum einen nachtréglich in die Vesikel insertiert (Index a) und zum anderen vor
der Vesikelprdparation in Form von gemischten Lipid-Peptidfilmen in die

Lipidmultischichten eingebracht (Index b).

RZTR Sea 73/ ° R};TR S(;) 7b/ °
-0.03 +1.3 -0.04 +1.7
CH, 1.20+0.03 | 0.61 30.8 1.21+£0.04 | 0.60 31.2
+0.03 -13 +0.04 -1.7
-0.02 +0.8 -0.02 +0.8
CO 1.22+0.02 | 0.59 31.7 1.22+0.02 | 0.59 31.7
+0.02 -0.9 +0.02 -0.9
. +0.07 -33 +0.05 -24
Amid I 1.78 £0.06 | -0.24 65.4 1.87+0.05 | -0.14 60.6
-0.07 +3.9 -0.06 +2.6

Insgesamt konnte beobachtet werden, dass die ATR-Messungen fiir beide Arten der
Probenprédparationen nahezu keinen Unterschied in den Ergebnissen fiir das
jeweilige Peptid zeigten. Fiir die CH,-Streckschwingungen der Lipide ergaben sich
fiir die verschiedenen Messungen im Mittel Werte von 30° und fiir die CO-
Streckschwingung Werte von 31° fiir den Winkel . D.h. die Molekiilachse der
Lipide war nicht senkrecht zur Kristalloberfliche orientiert (¥ = 0), sondern nahm
eine leicht geneigte Anordnung ein. Die Amid [-Bande ergab im Mittel Winkel von
57° fiir das TMH-1 und 63° fiir das TMH-2. Diese Ergebnisse liegen im Rahmen der
Messgenauigkeit im Bereich des magic angle von 54.7° (Frey and Tamm, 1991).
Dieser Winkel gibt vor, dass die Peptide eine Zufallsorientierung in der

Lipiddoppelschicht und somit alle moglichen Winkeleinstellungen einnehmen.

4.2.6 Diskussion

Ziel der Untersuchungen war es die Interaktion der Peptide TMH-1, TMH-2, TMF-1
und TMF-2 mit Lipidvesikeln zu analysieren.

Die Experimente zum Verhalten der Tryptophan-Fluoreszenz zeigen, dass TMH-1
sowohl fiir eine nachtrédgliche Insertion des Peptids in POPC-Vesikel als auch fiir ein
Einbringen der Peptide in die Lipidfilme ohne vorherige Vesikelprdparation in
Lipiddoppelschichten insertiert. Dies kann aufgrund der beobachteten Zunahme der
Fluoreszenzintensitit und der Blauverschiebung der Fluoreszenz (hypsochromer
Effekt) mit steigendem Lipid-zu-Peptidverhiltnis gefolgert werden. In der Literatur

finden sich Beispiele fiir Molekiile, die ein dhnliches Verhalten zeigen. Surewicz et
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al. konnten eine Verschiebung des Intensititsmaximums in den kurzwelligen
Spektralbereich und einen Anstieg in der Fluoreszenzquantenausbeute fiir eine
Insertion von Pentagastrin in DMPC-Vesikel beobachten (Cowgill, 1967; Surewicz
and Epand, 1984). Ahnliches gilt fiir das Verhalten der Tryptophan-Fluoreszenz des
21 Aminosduren umfassenden N-terminalen a-helikalen Teilstiicks des Flock House
Virus, wenn dieses mit POPC-Vesikeln titriert wird (Bong et al., 2000).

Fiir TMH-2 kann nur dann eine Erhohung der Intensitdt und eine Verschiebung des
Maximums in den kurzwelligen Spektralbereich beobachtet werden, wenn die
Peptide vor der Préparation der Vesikel in die Lipidfilme insertiert werden. Der
Grund fiir das Scheitern der nachtréglichen Insertion von TMH-2 in POPC-Vesikel
konnte im hoheren Aggregationszustand und in der héheren Hydrophobizitit des
Peptids im Vergleich zum TMH-1 liegen. Die Untersuchungen mittels der CD-
Spektroskopie zeigen, dass sowohl TMH-1 als auch TMH-2 in wissriger Losung,
anders als erwartet, nicht als Zufallsknduel vorliegen, sondern o-helikale
Sekundérstrukturen aufweisen. Nach Wimley et al. zeigen hydrophobe Peptide in
wassriger Losung héufig eine Tendenz zur Ausbildung von Oligomeren, wobei zwei
oder mehr a-Helizes miteinander aggregieren und ein steigender a-helikaler Gehalt
mit zunehmender Peptidkonzentration in den CD-Spektren beobachtet werden kann.
Auf diesem Weg konnen die Molekiile ihre hydrophobe Oberfliche reduzieren und
gleichzeitig die Wasserloslichkeit erhohen (Wimley and White, 2000). Ein weiteres
Beispiel fiir die Ausbildung von Aggregaten in wissriger Losung zur Minimierung
der dem Wasser zuginglichen Oberflaiche und um ein Ausfallen des Molekiils zu
verhindern, ist das Melittin, das a-helikale Tetramere in konzentrierten Losungen
ausbildet (Terwilliger and Eisenberg, 1982). Parker et al. beobachteten eine
Oligomerisierung von Colicin A in waéssriger Losung, wobei die hydrophoben
Helizes, die normalerweise im Inneren von Lipiddoppelschichten vorliegen, durch
Aggregation mit hydrophileren Helizes gegen das polare Losungsmittel abgeschirmt
werden (Parker et al., 1992). Gibt man nun Vesikel zu einer wéssrigen Losung von
TMH-1 und TMH-2, die in Form von Aggregaten vorliegen, hingt eine mdgliche
Insertion von der freien Energie ab. Je nachdem, ob die Assoziation der Peptide mit
der Membran oder eine Ausbildung von Oligomeren in der wissrigen Phase
begiinstigt ist, findet eine Insertion in die Lipiddoppelschicht statt oder nicht
(Wimley and White, 2000). Da TMH-2 eine hohere Hydrophobizitit aufweist als
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TMH-1, nimmt die Tendenz des Peptids, Aggregate in wéssriger Losung
auszubilden, zu. Diese Aussage wird durch die Intensitdtsmaxima der Tryptophan-

Fluoreszenz der beiden Peptide in wiéssriger Losung bestatigt. Wihrend das 4_,  von

356 nm im Falle des TMH-1 fiir eine Lokalisierung des Tryptophan-Rests in einer
polaren wissrigen Umgebung spricht, weist das Intensititsmaximum von 351 nm im
Falle des TMH-2 auf eine etwas hydrophobere Umgebung hin. Dies konnte durch die
Ausbildung von Aggregaten der Peptide gewihrleistet werden, die den Tryptophan-
Rest zumindest teilweise vom polaren Losungsmittel abschirmen. D.h. anders als fiir
das TMH-1 ist der Beitrag zur freien Energie des Peptids, der bei einer Insertion in
die Membran erhalten wird, zu gering verglichen mit dem Energiegewinn durch die
Ausbildung von Oligomeren in der wéassrigen Phase. Durch Einbau der Peptide in
Lipidfilme und anschlieBende Vesikelpriaparation kann dieses Problem umgangen
werden, da die Peptide bereits beim Quellen der Filme insertiert in den
Lipidmultischichten vorliegen. Dies liefert gleichzeitig die Erklarung, warum fiir die
beiden verschiedenen Priparationsmethoden unterschiedliche Kurvenverldufe der
Fluoreszenzintensitit und der Anderung der Wellenléinge des Fluoreszenzintensitits-
maximums A, in An- und in Abwesenheit von Lipid in Abhdngigkeit vom Lipid-
zu-Peptidverhéltnis beobachtet werden. Im Falle der nachtriglichen Insertion der
TMH-1-Molekiile in die Lipiddoppelschicht spiegelt der sigmoide Kurvenverlauf die
anfingliche Konkurrenzreaktion zwischen den Peptidaggregaten in der wissrigen
Phase und der Insertion von monomeren Peptiden in die hydrophobe Umgebung der

Lipiddoppelschicht wider (Abb. 4-36).

[

Abb. 4-36: Darstellung des Insertionsgleichgewichts. Die Peptide bilden in der wéssrigen Phase
Aggregate aus, die bei Zugabe von Vesikeln im Gleichgewicht mit den monomeren
Peptiden stehen, die in der Lage sind in die Lipiddoppelschicht zu insertieren.

Je mehr Lipid zugegeben wird, desto weiter verschiebt sich das Gleichgewicht auf

die Seite der Lipidphase, wobei nach wie vor ein bestimmter Anteil an Peptid in

Form von Aggregaten in der wiassrigen Phase verbleibt. Diese Tatsache wird durch
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die anschlieBenden FRET-Messungen zur Aggregation der Peptide bestitigt (Kap.
4.3). Im Falle des TMH-2 wird, wie schon zuvor erwéhnt, aufgrund der héheren
Hydrophobizitit des Peptids mehr freie Energie gewonnen, wenn die Molekiile in der
wissrigen Losung oligomerisieren, als bei einem Ubergang der Peptide in die
Membran. Der lineare Anstieg der Fluoreszenzintensitit und der Verschiebung des
Maximums in den kiirzerwelligen Spektralbereich, der bei kleinen Lipid-zu-
Peptidverhéltnissen auftritt, wenn die Peptide vor der Vesikelprdparation in die
Lipidfilme eingebaut werden, zeigt, dass sich die Tryptophan-Reste bereits vor der
Praparation der unilamellaren Vesikel 1im  hydrophoben Bereich der
Lipiddoppelschicht authalten. Nach der Extrusion der Vesikel findet keine erneute
Gleichgewichtseinstellung mehr statt, da die Peptide sich bereits in einem
thermodynamisch giinstigen Zustand befinden.

Des weiteren kann gezeigt werden, dass TMH-1 bei Raumtemperatur nicht in der
Lage ist in DPPC-Vesikel zu insertieren. Die Lipiddoppelschicht befindet sich,
aufgrund der Phasenumwandlungstemperatur von reinem DPPC von 41 °C, in der
Gelphase (www.avantilipids.com). Aufgrund der starren Membran konnen die
Peptide nicht in die Lipiddoppelschicht insertieren, wodurch weder ein Anstieg der
Fluoreszenzintensitit, noch eine Anderung in der Wellenlinge des
Intensitdtsmaximums beobachtet werden kann.

Ein etwas anderes Bild zeigen die Ergebnisse der Insertionsmessungen zu TMF-1
und TMF-2. Erwartungsgemédll kann fiir beide Peptide ein Anstieg der
Fluoreszenzintensitit mit zunehmendem Lipid-zu-Peptidverhdltnis beobachtet
werden, der auf eine Erhohung der Fluoreszenzquantenausbeute schlieffen lésst.
Gleichzeitig wird aber, statt des erwarteten hypsochromen Effekts, eine
rotverschobene Fluoreszenz mit steigendem Lipid-zu-Peptidverhéltnis gemessen.
Aufgrund der hohen Hydrophobizitit der Peptide (Bilgicer et al., 2001a) und der sehr
starken Wasserstoff-Fluor-Wechselwirkungen wird vermutet, dass die fluorinierten
Peptide insbesondere bei kleinen Lipid-zu-Peptidverhédltnissen tendenziell grofere
Aggregate ausbilden als TMH-1 und TMH-2. Die Untersuchung der Umgebung der
Tryptophan-Reste innerhalb dieser Aggregate erfolgte mit Hilfe von
Loschexperimenten. Die Aufzeichnung der Fluoreszenzintensitidt des Tryptophans
mit steigender Quencherkonzentration flir die beiden fluorinierten Peptide zeigt fiir

beide = DOXYL-stearinsduren  lediglich  einen  leichten = Anstieg  des



Ergebnisse und Diskussion 89

Intensitdtsverhdltnisses [ 0/ I, der in einer dhnlichen Grofenordnung liegt wie die

Loschung der Fluoreszenz der beiden nicht fluorinierten Peptide durch die 16-
DOXYL-stearinsdure. Es kann davon ausgegangen werden, dass die Tryptophan-
Reste des TMF-1 und des TMF-2 im Gleichgewichtszustand bei einem Lipid-zu-
Peptidverhéltnis von 600:1 nur geringfiigig geloscht werden, da diese sich in das
Innere der Peptidaggregate orientieren. Durch die Abschirmung der Fluorophore sind
die Nitrosylradikale nicht in der Lage mit ihnen in Wechselwirkung zu treten. Aus
der Literatur ist bekannt, dass dieses Phdnomen haufig bei Proteinen (Flowers et al.,
2003; Naeem et al., 2004; Qi and Grabowski, 1998), aber auch bei kleineren
Peptiden (Kayser et al., 2004) auftritt, deren Tryptophan-Reste an unzuginglichen
Stellen im Inneren von Aggregaten oder der entsprechenden Tertidrstruktur von
Proteinen lokalisiert sind. Ein typisches Beispiel hierfiir wird von Flowers et al.
gegeben, die beschreiben, dass der Tryptophan-Rest in Position 48 der DnaB
Helikase von E. coli im Inneren der Tertidrstruktur des Proteins lokalisiert ist,
wodurch ein Loschen der Fluoreszenz verhindert wird (Flowers et al., 2003). Qi et al.
konnten zeigen, dass die Tryptophan-Fluoreszenz in der B-Glucosidase durch
DOXYL-palmitinsduren mit Nitrosylradikalen in unterschiedlichen Positionen
aufgrund der Orientierung der Fluorophore ins Innere der Tertidrstruktur nur
geringfiigig herabgesetzt werden konnte, wenn die Proteine in Ei-PC insertiert
vorlagen (Qi and Grabowski, 1998). Neben der Orientierung der Tryptophan-Reste,
kann mit Hilfe der Loschexperimente dariiber hinaus eine Aussage iiber die Polaritit
der Umgebung der Fluorophore, die im Inneren der Peptidoligomere lokalisiert sind,
getroffen werden. Ercelen et al. beobachteten fiir die Penicillin Acylase eine
Anderung des Fluoreszenzmaximums mit steigender Quencherkonzentration und
stellten fest, dass demnach die verschiedenen Tryptophan-Reste des Proteins, die
sich innerhalb der Lipiddoppelschicht authalten, in unterschiedlichen Umgebungen
lokalisiert sind (Ercelen et al., 2001). Dies resultiert aus der Tatsache, dass Reste, die
sich an der Membran zugewandten Seite befinden, wie schon zuvor angesprochen, in
deutlich hoherem MaBle geloscht werden konnen, als diejenigen, die in das Innere der
Peptidaggregate orientiert sind. Liegen demnach Aggregate in der Membran vor, die
in Umgebungen unterschiedlicher Polaritdt orientiert sind, dann ergibt sich das
Emissionsspektrum als Uberlagerung der verschiedenen Fluoreszenz-Spektren und

das Intensititsmaximum als ein gemittelter Wert iiber alle Reste. Wird nun ein
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Loschermolekiil zugegeben, so wird zunichst die Fluoreszenz der Tryptophan-Reste
herabgesetzt, die sich an der leichter zugidnglichen AufBlenseite der Aggregate
befinden und es resultiert eine Verschiebung des Intensititsmaximums. Je nachdem,
ob sich die Fluorophore verglichen mit der Lipiddoppelschicht im Inneren der
Aggregate in einer polareren oder in einer hydrophoberen Umgebung befinden, kann
eine Rot- oder eine Blauverschiebung der Fluoreszenz beobachtet werden (Ercelen et
al., 2001). Daher resultiert aus der Verschiebung des Intensitdtsmaximums zu
groBBeren Wellenldngen, die fiir die Peptide TMF-1 und TMF-2 gemessen wird, dass
sich die Tryptophan-Reste verglichen mit der Lipiddoppelschicht im Inneren der
Peptidoligomere in einer polareren Umgebung aufhalten miissen. Aufgrund dieser

Tatsache und einem A von 333 nm (TMF-1) bzw. 335 nm (TMF-2) bei einem

Lipid-zu-Peptidverhidltnis von 20:1 ist zu erwarten, dass die fluorinierten Peptide
selbst bei geringen POPC-Konzentrationen bereits vollstindig in die Membran
insertiert sind. Es wird vermutet, dass zunéchst sehr groBe Oligomere ausgebildet
werden, die nicht dem Zustand eines Monomer-Trimer-Gleichgewichts (TMF-1)
bzw. eines Monomer-Dimer-Gleichgewichts (TMF-2) entsprechen (Dimer- bzw.
Trimerbildung, vgl. Kap. 4.3). Die groBen Aggregate weisen Tryptophan-Reste auf,
die sich sowohl in den Bereich der hydrophoben Lipiddoppelschicht als auch ins
Innere der Aggregate orientieren. Bei kontinuierlicher Erhéhung der
Lipidkonzentration stellt sich schlieBlich ein Monomer-Trimer- bzw. Monomer-
Dimer-Gleichgewicht ein, bei dem die Tryptophan-Reste im hydrophileren, inneren
Bereich der Oligomere lokalisiert sind, wodurch die Wellenlinge des

Intensitdtsmaximums ansteigt.

Mit Hilfe der Reversibilitdtsmessungen kann fiir die nicht fluorinierten Peptide fiir
beide Methoden der Probenpriparation gezeigt werden, dass die Insertion der Peptide
in die Lipiddoppelschicht vollstédndig reversibel verlduft. D.h. die Peptide befinden
sich in einem stdndigen Gleichgewicht zwischen der wissrigen und der Lipidphase.
Ganz dhnliche Ergebnisse konnten von Wimley et al. erhalten werden. Die Gruppe
untersuchte die Insertion des a-helikalen Transmembranpeptids TMX-1 in
Lipidvesikel. Wihrend bei der Verwendung von POPC-Vesikeln eine vollstindig
reversible Insertion beobachtet wurde, war das Peptid nach Insertion in POPG-

Vesikel nicht in der Lage die Membran zu verlassen (Wimley and White, 2000).
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Der Grund fiir die wunterschiedliche Dauer bis zur Einstellung eines
Gleichgewichtszustands, der fiir die beiden verschiedenen Arten der
Probenpriparation beobachtet wird, wurde im vorangegangenen Absatz bereits
erldutert. Die Ausbildung von Peptidaggregaten in der wéssrigen Phase bei einer
nachtriaglichen Insertion der Peptide in die Lipiddoppelschicht verzogert die

Gleichgewichtseinstellung.

Mittels der angesprochenen Quenchingexperimente sollte der Tryptophan-Rest der
verschiedenen Peptide innerhalb der Lipiddoppelschicht lokalisiert werden. Sowohl
fiir das TMH-1 als auch fiir das TMH-2 kann berechnet werden, dass die
Tryptophan-Reste mit einem Abstand von 1.5 nm (TMH-1) bzw. 1.9 nm (TMH-2)
zum Zentrum der Membran im Bereich der polaren Kopfgruppen der
Lipiddoppelschicht lokalisiert sind (Janshoff and Steinem, 2000). Die Ergebnisse der
Quenchingexperimente konnen allerdings keine Aussage iiber die genaue rdumliche
Orientierung der gesamten Peptidhelix in der Membran liefern. Um zu untersuchen,
welche Orientierung die Peptide in der Lipiddoppelschicht einnehmen, miissen
weitere Experimente durchgefiihrt werden.

Dartiber hinaus ist es jedoch moglich, wie bereits zuvor beschrieben, mit Hilfe der
Quenchingexperimente die Umgebung der Tryptophan-Reste, die im Inneren der
Peptidoligomere lokalisiert sind, zu untersuchen. Da die Fluoreszenz der
Fluorophore, die an der fiir die Nitrosylradikale besser zuganglichen Membranseite
orientiert sind, stiarker herabgesetzt wird, als die Intensitdt der Tryptophan-Reste, die
im Inneren der Oligomere lokalisiert sind, kommt es zu einer Verschiebung des
Maximums mit steigender Quencherkonzentration (Ercelen et al., 2001; Flowers et
al., 2003; Qi and Grabowski, 1998). Aus der Blauverschiebung der Fluoreszenz, die
fiir die Peptide TMH-1 und TMH-2 gemessen wird, kann gefolgert werden, dass sich
die Tryptophan-Reste verglichen mit der Lipiddoppelschicht im Inneren der
Peptidoligomere in einer hydrophoberen Umgebung authalten miissen. Die
Ergebnisse der fluorinierten Peptide weisen hingegen eine Rotverschiebung des
Maximums mit steigender Quencherkonzentration auf, die fiir eine hydrophilere
Umgebung im Inneren der Oligomere spricht.

Die Fluoreszenzintensitit der Tryptophan-Reste der beiden fluorinierten Peptide

zeigt mit steigender Quencherkonzentration, wie bereits angesprochen, nur einen
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leichten Anstieg des Intensititsverhiltnisses /°/I, da diese sich ins Innere der
Peptidaggregate orientieren (Flowers et al., 2003; Kayser et al., 2004; Naecem et al.,
2004; Qi and Grabowski, 1998). Aufgrund dieser Ergebnisse ist keine weitere
Auswertung der Daten mittels der parallax-Methode moglich. Somit kann mit Hilfe
der Quenchingexperimente keine Aussage liber den Abstand des Tryptophan-Rests
der Peptide TMF-1 und TMF-2 zum Zentrum der Lipiddoppelschicht gemacht

werden.

Die Untersuchungen mittels der CD-Spektroskopie haben gezeigt, dass die beiden
nicht fluorinierten Peptide TMH-1 mit 67 % und TMH-2 mit 42 % einen hohen a-
helikalen Gehalt innerhalb ihrer Sekundirstruktur aufweisen, wenn die Peptide in
Lipiddoppelschichten insertieren. Damit zeigen die Peptide die erforderlichen
Eigenschaften, um in Membranen coiled coil-Strukturen auszubilden (Stryer, 1996).
Die Zunahme der Helizitdten auf 80 % fiir das TMH-1 bzw. 70 % im Falle des TMH-
2 in TFE im Gegensatz zu den gefundenen Werten in POPC, lassen sich auf die
helixstabilisierende Wirkung des fluorierten Losungsmittels zuriickfiihren (Luo and
Baldwin, 1997; Sonnichsen, 1992). Ein hoherer o-helikaler Gehalt in TFE ist
aufgrund der fiinf positiv geladenen Lysinreste am C-terminalen Ende der Peptide
nicht moglich. Die Ergebnisse stimmen gut mit theoretischen Berechnungen {iberein,
die mit Hilfe eines Programms fiir die Vorhersage von Sekundirstrukturen von
Peptiden  durchgefiihrt wurden (www.cmpharm.ucsf.edu/cgi-bin/nnpredict.pl).
Hierbei wurden Helizitéten von 76 % fiir das TMH-1 und 79 % fiir TMH-2 erhalten.
In Wasser deuten die CD-Spektren, anders als erwartet, auf kein reines Zufallsknduel
hin, sondern weisen einen deutlichen a-helikalen Gehalt auf (51 % fiir das TMH-1).
In der Literatur finden sich zahlreiche Beispiele fiir Peptide oder Proteine, die in
wassriger Losung zunidchst ein Zufallsknduel bilden und durch anschlieBende
Insertion in Membranen in eine o-helikale Sekundirstruktur tibergehen. Melittin
weist in verdiinnten wéssrigen Losungen die Sekundérstruktur eines Zufallskniuels
auf, die bei Zugabe von neutralen Phospholipiden zu einer Helix mit einem o-
helikalen Gehalt von 80 % umgewandelt wird (Seelig, 2004). Auch die
cytoplasmatische helikale Doméne des Rhodopsins oder das Peptid PGLa, das zur
Familie des Magainin gehort, zeigen einen Wechsel von einem Zufallsknéduel zu

einer Sekundéirstruktur mit hohem o-helikalem Gehalt, wenn die Molekiile von
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einem wissrigen Medium in den hydrophoben Bereich einer Membran iibergehen
(Choi et al., 2002; Wieprecht et al., 2000). Die Tatsache, dass die Peptide TMH-1
und TMH-2 bereits in wiéssriger Losung a-helikale Sekundirstrukturen ausbilden,
kann darauf zuriickgefiihrt werden, dass die Peptide aufgrund der hohen
Hydrophobizitdt zur Stabilisierung der Molekiile Aggregate ausbilden (Wimley and
White, 2000). Fir TMH-2 in Wasser wird auf eine Berechnung des a-helikalen
Gehalts verzichtet, da die Konzentration der monomer vorliegenden Peptide nicht
genau genug bestimmt werden konnte. Hierfiir musste die Peptidlosung 1:1 mit
Guanidiniumchlorid (GndHCI) verdiinnt werden, um die Peptidoligomere in
Monomere zu iiberfithren. Aufgrund der Hydrophobizitit des TMH-2 kommt es bei

diesem Vorgang jedoch zu einer sofortigen Ausfillung des Peptids.

Die Ergebnisse der ATR-FT-IR-Aufnahmen liefern gemittelt {iber die Messungen fiir
die Lipide dichroitische Verhéltnisse von 1.19 £ 0.02 fiir die CH,-Schwingung und
1.21 £0.02 fiir die CO-Schwingung. Der Ordnungsparameter weist Werte von 0.62 +
0.02 fiir die CH,-Schwingung und 0.60 = 0.02 fiir die CO-Schwingung auf. Diese
Ergebnisse stimmen sehr gut mit den Daten aus der Literatur iiberein. Kim et al.
haben gezeigt, dass getrocknete DMPC-Multischichten mit insertierten Peptiden
dichroitische Verhéltnisse von 1.10 + 0.02 fiir die symmetrische CH,-Schwingung,
1.15 £ 0.02 fiir die asymmetrische CH,-Schwingung und 1.51 £ 0.03 fiir die CO-
Schwingung aufweisen. Dies entspricht im Mittel einer Neigung der Lipidmolekiile
bezogen auf die Oberflichennormalen von 32° (Kim et al., 1998). Dieser Wert
korreliert sehr gut mit frilheren Studien, die Winkel zwischen 20 und 30° fiir
Multischichten von Phospholipiden postulieren (Akutsu et al., 1981; Janiak et al.,
1976; Nabedryk et al., 1982; Okamura et al., 1986) und dem in dieser Arbeit
bestimmten mittleren Winkel von 31° fiir die POPC-Multischichten. Tatulian et al.
berechneten ein dichroitisches Verhidltnis von 1.25 + 0.02 und einen
Ordnungsparameter von 0.45 + 0.02 fiir vollstindig hydratisierte DMPC-
Doppelschichten (Tatulian et al., 1995). Auch diese Werte zeigen eine gute
Ubereinstimmung mit den Daten, die in dieser Arbeit ermittelt wurden.

Die Untersuchung der rdumlichen Orientierung der Peptide TMH-1 und TMH-2 in
POPC-Multischichten mittels der ATR-FT-IR-Spektroskopie hat gezeigt, dass die

Peptide zwar in die Lipiddoppelschichten insertieren, aber keine senkrechte
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Anordnung bezogen auf die Oberflichennormale einnehmen. Uber die Auswertung
der Amid I-Bande ergibt sich der Winkel y anhand der verschiedenen Messungen mit
(56.7 £ 0.3)° fiir das TMH-1 und (63.0 = 2.4)° fiir das TMH-2. Dies entspricht im
Rahmen der Messgenauigkeit dem magic angle (Frey and Tamm, 1991). Demnach
nehmen die Peptide eine Zufallsorientierung innerhalb der Membran ein.
Moglicherweise konnten mit den gelabelten Peptiden, die fiir die anschlieBenden
FRET-Messungen verwendet werden, stirkere Senkrechtorientierungen erreicht
werden. Neben den positiv geladenen Lysin-Resten am C-terminalen Ende weisen
diese Peptide Fluorophore am N-Terminus auf, die sich genau wie die Lysin-Reste
auBerhalb der Lipiddoppelschicht lokalisieren werden. Andere Peptide und Proteine,
die in der Literatur diskutiert werden, zeigen definiertere Orientierungen in
Membranen. Torres et al. insertierten das pentamere Phospholamban in
Lipidmembranen und berechneten aus den polarisierten Spektren einen Winkel von
32° bezogen auf die Membrannormale (Torres et al., 2000). Nach Ding et al. zeigen
die oa-helikalen Transmembrandoméinen zwei und fiinf des «-Faktor
Pheromonrezeptors (Ste2p) Winkel von 34° bzw. 32° bezogen auf die
Membrannormale, wenn sie in DMPC-Multilayer insertiert werden (Ding et al.,

2001).

4.3 Kontrolle der Aggregation der Peptide durch
die Einftihrung fluorinierter Seitenketten

4.3.1 Theoretische Betrachtung der FRET-Experimente

Zur Auswertung der FRET-Messungen wurde eine theoretische Betrachtung der
Experimente vorgenommen. Es ist moglich iiber den Zusammenhang zwischen der
Anzahl an NBD gelabelten Peptiden, die geloscht wurden und dem Verhiltnis von
NBD zu TAMRA gelabelten Peptiden eine Aussage iiber die Anzahl der Molekiile
zu machen, aus denen ein Peptidoligomer aufgebaut ist (Adair and Engelman, 1994).
Das entsprechende Modell beinhaltet eine Reihe von Annahmen: (1) Die
Aggregation der Molekiile wird durch das Labeln der Peptide nicht beeinflusst. (2)
Alle Peptide sind innerhalb der Lipiddoppelschicht lokalisiert. (3) Die
Wechselwirkungen zwischen den Peptiden erfolgen zufillig.

Die gemessene Fluoreszenz / in Anwesenheit von Akzeptor ist definiert als:
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I=fy(Ny-No )+ foNg. Gl 4-1

Die Fluoreszenz in Abwesenheit von Akzeptor 1° ist gegeben durch:
I'=f,N,, Gl 42

wobei f, die molare Fluoreszenz des nicht geldschten Donors D und f;, die molare
Fluoreszenz des geloschten Donors ist. N, steht fiir die gesamte Stoffmenge an
Donor und N, fiir die Stoffmenge an geloschtem Donor. Die Energie Transfer-

Effizienz E ist definiert als:

N
E=1—i=[l—&J—Q. Gl 4-3
ND

Um die Fluoreszenz eines Donormolekiils zu loschen, muss mindestens ein
Akzeptormolekiil an dem Oligomer beteiligt sein. Dariiber hinaus ist ein Akzeptor in

der Lage die Fluoreszenz aller Donoren im selben Oligomer zu 16schen ( £, / fo=0).

Unter der Annahme einer zufdlligen Anzahl von Donoren und Akzeptoren in den
Aggregaten, konnen alle Oligomere mit beliebigen Donor- und
Akzeptorkonzentrationen durch eine binominale Verteilungsfunktion
zusammengefasst werden. Die Gesamtzahl an geloschtem Donor ist somit gegeben

als:

— > n! K i ook
NQ_Z kk!j!(n_k_].)!ZDziZu ' Gl. 44

Dabei steht n fiir die Anzahl an Peptiden im Oligomer, y,, fiir den Molenbruch des
Donors, y, fiir den Molenbruch an ungelabeltem Peptid und y, fiir den Molenbruch

des Akzeptors. k zéhlt die Anzahl der Donoren mit Ausnahme fiir £ = 0 (Oligomer
enthidlt nur Akzeptoren und ungelabelte Peptide) und k& = n (Oligomer enthélt nur
Donoren). j zihlt die Anzahl der Akzeptoren mit Ausnahme von j = 0 (Oligomer
enthdlt nur Donoren und ungelabelte Peptide). In den Berechnungen wurde fiir den
Donor ein Molenbruch y, von 0.5 verwendet, da in allen Proben sowohl die
Konzentration an NBD gelabeltem Peptid als auch die Gesamtpeptidkonzentration

durch Zugabe von ungelabeltem Peptid konstant bei 2.75 uM bzw. 5.50 uM gehalten

wurde. Die Gesamtzahl an nicht geléschtem Donor ist gegeben als:
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n-k n

N, = k
P j—Okz—; k']'” k_

);(D;(A;(“l” Gl 4-5

Mit Hilfe des Ausdrucks y, + y,+x, =1 und der Annahme eines Monomer-

Oligomer-Gleichgewichts erhdlt man durch Kombination der Gl. 44 und Gl. 4-5

mit Gl. 4-3 im Falle eines Dimers folgenden Zusammenhang;:

[—=m+(l—m)(l ZDZA}. Gl. 4-6

Xp

Dabei steht m fiir den Anteil der Molekiile in der monomeren Form und (1-m) fiir
den Teil der Molekiile, die an Oligomeren beteiligt sind. Der Ausdruck fiir eine

Trimer ist gegeben als:

s G (5 G200 RS

Tetramere werden durch folgende Gleichung beschrieben:

2 3
I
Z=m+(1-m)|1- 1 12(£J—6(&J +[ﬁ] | Gl 4-8
0 wn) )

Die Dissoziationskonstante K, ist definiert als:

~N

(mX,)’
b= m) X, )’

Gl 4-9

wobei X, fiir das Lipid-zu-Peptidverhiltnis steht.

4.3.2 Untersuchung des Aggregationszustands der Peptide
in Lipidvesikeln mittels Fluoreszenz Resonanz Energie

Transfer (FRET)

Mit Hilfe der FRET-Messungen sollte das Aggregationsverhalten der Peptide TMF-1
und TMF-2 mit dem der nicht fluorinierten Analoga verglichen werden. Durch die
Einfiihrung der fluorinierten Aminosduren sollte die stabilisierende Wirkung von
fluorinierten Seitenketten auf die Oligomerisierung der Peptide in Lipidvesikeln
untersucht werden. Zur Bestimmung des Aggregationszustands der Peptide innerhalb

der Lipiddoppelschicht wurden FRET-Messungen durchgefiihrt. Dabei wurden
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TAMRA gelabelte Peptide als Akzeptoren und NBD gelabelte Peptide als Donoren
verwendet. Durch Messung der Abnahme der Fluoreszenzintensitit des Donors als
Funktion der Akzeptorkonzentration wihrend die Gesamtpeptidkonzentration durch
Zugabe von ungelabeltem Peptid konstant gehalten wurde, konnte der
Aggregationszustand der Peptide in der Membran bestimmt werden (Adair and
Engelman, 1994; Chung et al., 1992; Li et al., 1999; London and Khorana, 1982;
Reddy et al., 1999). Die Abb. 4-38 — Abb. 441 zeigen das Verhiltnis der

Fluoreszenzintensititen in Anwesenheit / und in Abwesenheit von TAMRA

gelabelten Peptiden /° bei unterschiedlichen Lipid-zu-Peptidverhiltnissen fiir die
vier Peptide TMH-1, TMH-2, TMF-1 und TMF-2. Die Peptide wurden vor der
Vesikelpriaparation in Lipidfilme insertiert. Eine Assoziation der Peptide in der
Membran resultiert in einer Abnahme der Fluoreszenzintensitit des NBD mit
steigendem Molenbruch an TAMRA gelabelten Peptiden. Kein Energie Transfer

wurde erwartet, wenn die Peptide monomer in der Membran vorliegen.

Ergebnisse der FRET-Messungen fiir das Peptid TMH-1.

In Abb. 4-37 sind exemplarisch fiir das Peptid TMH-1 die Fluoreszenzspektren
dargestellt, die mit variierenden Mengen an TAMRA gelabeltem Peptid bei einem
Lipid-zu-Peptidverhéltnis von 600:1 erhalten wurden. Wihrend die NBD-
Fluoreszenz bei 535 nm mit steigender Konzentration an Akzeptor gelabeltem Peptid
kontinuierlich abnahm, zeigte gleichzeitig die Fluoreszenz der TAMRA gelabelten

Peptide bei 580 nm einen stetigen Anstieg der Intensitit.
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Abb. 4-37: Fluoreszenzspektren der NBD und TAMRA gelabelten Peptide aufgenommen bei einem
Lipid-zu-Peptidverhiltnis von 600:1. Die Konzentration an Donor gelabeltem Peptid
betrug fiir alle Proben 2.75 pM, wihrend der Molenbruch der Akzeptor gelabelten
Peptide zwischen 0 und 0.5 variiert wurde. Die Gesamtkonzentration an Peptid wurde

durch Zugabe von ungelabeltem Peptid konstant gehalten.

Fiir die Auswertung wurde das Verhéltnis der Intensititen der Donorfluoreszenz in

Anwesenheit / und in Abwesenheit von Akzeptor /° bestimmt und in Abhingigkeit

vom Verhiltnis der Molenbriiche des Akzeptors und des Donors aufgetragen.
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Abb. 4-38: Bestimmung des Aggregationszustands von TMH-1 in POPC-Vesikeln. Es wurde das

Verhiltnis der Fluoreszenzintensititen in Anwesenheit / und in Abwesenheit von

Akzeptor I' aufgezeichnet, wihrend die Gesamtpeptidkonzentration durch Zugabe von
ungelabeltem Peptid konstant gehalten wurde. Durch Variation der Lipidkonzentration
wurden unterschiedliche Lipid-zu-Peptidverhiltnisse eingestellt: (®) 1:900, (@) 1:600 und
(4) 1:300. Die durchgezogenen Linien sind das Ergebnis einer Anpassung basierend auf
einem Monomer-Trimer-Gleichgewicht. Die gestrichelten Linien entsprechen dem

Ergebnis der Anpassung eines Monomer-Dimer-Gleichgewichts.
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Aufgrund der beobachteten Abnahme im Verhiltnis der Fluoreszenzintensititen
1 / I° mit steigendem Molenbruch an TAMRA gelabelten Peptiden, konnte eine nicht

kovalente Assoziation der Peptide angenommen werden. Diese Tatsache wurde
durch die Abnahme des Energie Transfers mit steigendem Lipid-zu-Peptidverhéltnis
bestitigt. Je hoher die Lipidkonzentration gewéhlt wurde, umso geringer war die
Tendenz der Peptide zur Ausbildung von Aggregaten. Anhand der Messungen waren
verschiedene Groflen der Oligomere denkbar, deren Auftreten mit Hilfe einer global
fit-Analyse untersucht wurde. Dabei zeigten die gestrichelten Linien eine Anpassung
unter der Annahme eines Monomer-Dimer-Gleichgewichts, die relativ schlecht mit
den Messdaten in Einklang zu bringen war. Eine deutlich hohere Ubereinstimmung
zwischen Modell- und Messdaten konnte mit Hilfe der Anpassung eines Monomer-
Trimer-Gleichgewichts erhalten werden. Die Ergebnisse sind als durchgezogene

Linien dargestellt (Abb. 4-38). Die Analyse liefert die Dissoziationskonstante K

fiir das Oligomerisierungsmodell eines Trimers (Tab. 4-8). Neben der global fit-
Analyse wurden die Messreihen fiir die verschiedenen Lipid-zu-Peptidverhéltnisse
einzeln mit den Fitroutinen angepasst, die Aggregaten in der GroBe von Dimeren,
Trimeren oder Tetrameren entsprachen. Auf diesem Weg wurden auch hier die

Dissoziationskonstanten K, und die entsprechenden Fehler berechnet (Tab. 4-8).

Tab. 4-8: Tabelle der K -Werte berechnet zum einen mit Hilfe einer global fit-Analyse und zum

anderen durch Anpassung von einzelnen Fitroutinen an die Messkurven des jeweiligen

Lipid-zu-Peptidverhiltnisses fiir TMH-1.

global fit-Analyse Einzelfit-Analyse
Dimer (6.8 £7.0)x 10° MF
Trimer 4.3 x 10° MF? (4.4£0.3)x 10° MF?
Tetramer (1.5+0.9) x 10®* MF°

Wihrend die Fehler fiir die Annahme eines Monomer-Dimer- bzw. eines Monomer-
Tetramer-Gleichgewichts sehr grof3 sind (100 % fiir das Dimer und 60 % fiir das
Tetramer), zeigen die Daten im Falle des Monomer-Trimer-Gleichgewichts eine sehr
gute Ubereinstimmung und einen kleinen Fehler von 7 % bezogen auf die
Dissoziationskonstante. Auf Basis dieser Auswertung wird ein Monomer-Trimer-

Gleichgewicht favorisiert.



Ergebnisse und Diskussion 100

Ergebnisse der FRET-Messungen fiir das Peptid TMH-2.
Es wurden ebenfalls FRET-Messungen fiir das Peptid TMH-2 insertiert in POPC-
Vesikel durchgefiihrt (Abb. 4-39).

1/1°

0'5 1 1 1 1 1

Abb. 4-39: Bestimmung des Aggregationszustands von TMH-2 in POPC-Vesikeln. Es wurde das

Verhiltnis der Fluoreszenzintensititen in Anwesenheit / und in Abwesenheit von

Akzeptor I' aufgezeichnet, wihrend die Gesamtpeptidkonzentration durch Zugabe von
ungelabeltem Peptid konstant gehalten wurde. Durch Variation der Lipidkonzentration
wurden unterschiedliche Lipid-zu-Peptidverhiltnisse eingestellt: (®) 1:900, (@) 1:600 und
(4) 1:300. Die durchgezogenen Linien sind das Ergebnis einer Anpassung basierend auf
einem Monomer-Trimer-Gleichgewicht. Die gestrichelten Linien entsprechen dem

Ergebnis der Anpassung eines Monomer-Dimer-Gleichgewichts.

Das Peptid TMH-2 zeigt dem TMH-1 édhnliche Ergebnisse. Es wurde eine Abnahme
im Verhiltnis der Fluoreszenzintensititen //7° mit steigendem Molenbruch an

TAMRA gelabelten Peptiden beobachtet und eine Zunahme des Energie Transfers
mit sinkendem Lipid-zu-Peptidverhéltnis, wodurch auf eine nicht kovalente
Assoziation der Peptide geschlossen wurde. Wihrend der global fit unter Annahme
eines Monomer-Dimer-Gleichgewichts wiederum schlecht mit den Messdaten in
Einklang gebracht werden konnte, zeigte die entsprechende Auswertung fiir ein
Monomer-Trimer-Gleichgewicht eine gute Ubereinstimmung mit den Ergebnissen
der FRET-Messungen. Im Rahmen der Fehlerbetrachtung bestétigten die Fehler von
92 % fiir das Dimer und 83 % fiir das Tetramer verglichen mit einem Fehler von 23
% fiir die Ausbildung von Trimeren, die Annahme eines Monomer-Trimer-

Gleichgewichts der Peptide innerhalb der Lipiddoppelschicht (Tab. 4-9).
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Tab. 4-9: Tabelle der K -Werte berechnet zum einen mit Hilfe einer global fit-Analyse und zum

anderen durch Anpassung von einzelnen Fitroutinen an die Messkurven des jeweiligen

Lipid-zu-Peptidverhiltnisses fiir TMH-2.

global fit-Analyse Einzelfit-Analyse
Dimer (6.6 +6.1)x 10" MF
Trimer 4.61 x 10° MF? 4.8+ 1.1)x 10° MF?
Tetramer (1.8 +1.5) x 10°®* MF°

Ergebnisse der FRET-Messungen fiir das Peptid TMF-1.
Analog den vorangegangenen Messungen lieferte der FRET fiir das Peptid TMF-1

eine Abnahme im Verhiltnis der Fluoreszenzintensititen 7//° mit steigendem

Molenbruch an TAMRA gelabelten Peptiden und eine Zunahme des Energie
Transfers mit sinkendem Lipid-zu-Peptidverhéltnis und bestétigte die

konzentrationsabhéngige Ausbildung von Oligomeren in der Membran.
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Abb. 4-40: Bestimmung des Aggregationszustands von TMF-1 in POPC-Vesikeln. Es wurde das

Verhiltnis der Fluoreszenzintensititen in Anwesenheit / und in Abwesenheit von

Akzeptor I’ aufgezeichnet, wihrend die Gesamtpeptidkonzentration durch Zugabe von
ungelabeltem Peptid konstant gehalten wurde. Durch Variation der Lipidkonzentration
wurden unterschiedliche Lipid-zu-Peptidverhiltnisse eingestellt: (®) 1:900, (@) 1:600 und
(4) 1:300. Die durchgezogenen Linien sind das Ergebnis einer Anpassung basierend auf
einem Monomer-Trimer-Gleichgewicht. Die gestrichelten Linien entsprechen dem

Ergebnis der Anpassung eines Monomer-Dimer-Gleichgewichts.
Die global fit-Analyse zeigte, wie in den vorangegangenen Experimenten, eine gute
Ubereinstimmung unter Annahme eines Monomer-Trimer-Gleichgewichts und eine
Kurvenanpassung fiir die Ausbildung von Dimeren, die schlecht mit den gemessenen

Daten iibereinstimmt. Die liber den global fit berechnete Dissoziationskonstante und
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die Fehlerbetrachtung fiir die Anpassung jeder einzelnen Kurve fiir die
verschiedenen Lipid-zu-Peptidverhéltnisse unter der Annahme der Ausbildung von
Dimeren, Trimeren oder Tetrameren sind in Tab. 4-10 dargestellt. Aufgrund der
Fehler (120 % fiir das Dimer, 69 % fiir das Tetramer und 11 % fiir das Trimer)
konnte auch hier gefolgert werden, dass die beste Ubereinstimmung zwischen

Modell und Daten fiir ein Monomer-Trimer-Gleichgewicht erhalten werden.

Tab. 4-10: Tabelle der K -Werte berechnet zum einen mit Hilfe einer global fit-Analyse und zum

anderen durch Anpassung von einzelnen Fitroutinen an die Messkurven des jeweiligen

Lipid-zu-Peptidverhéltnisses fiir TMF-1.

global fit-Analyse Einzelfit-Analyse
Dimer (2.0+2.4)x 10" MF
Trimer 1.9 x 10° MF? (1.9+0.2) x 10° MF?
Tetramer (7.2 +5.0)x 10° MF?

Ergebnisse der FRET-Messungen fiir das Peptid TMF-2.

Die Messungen zeigten eine Abnahme im Verhéltnis der Fluoreszenzintensititen
1 / I° mit steigendem Molenbruch an TAMRA gelabelten Peptiden und eine
Zunahme des Energie Transfers mit sinkendem Lipid-zu-Peptidverhiltnis. Somit
wurde auch fir TMF-2 bestitigt, dass die Peptide nicht kovalent miteinander
wechselwirken (Abb. 4-41).
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Abb. 4-41: Bestimmung des Aggregationszustands von TMF-2 in POPC-Vesikeln. Es wurde das

Verhiltnis der Fluoreszenzintensititen in Anwesenheit / und in Abwesenheit von

Akzeptor I' aufgezeichnet, wihrend die Gesamtpeptidkonzentration durch Zugabe von

ungelabeltem Peptid konstant gehalten wurde. Durch Variation der Lipidkonzentration

wurden unterschiedliche Lipid-zu-Peptidverhiltnisse eingestellt: (®) 1:900, (@) 1:600 und

(4) 1:300. Die durchgezogenen Linien sind das Ergebnis einer Anpassung basierend auf

einem Monomer-Dimer-Gleichgewicht. Die gestrichelten Linien entsprechen dem

Ergebnis der Anpassung eines Monomer-Trimer-Gleichgewichts.

Die FRET-Messungen fiir das Peptid TMF-2 unterschieden sich von den bisher

dargestellten Ergebnissen. Im Gegensatz zu den drei vorangegangenen Peptiden

ergab die global fit-Analyse, anders als fiir eine Trimerbildung, eine gute

Ubereinstimmung der Messdaten unter der Annahme eines Monomer-Dimer-

Gleichgewichts. Gleichzeitig bestétigte auch die Einzelfit-Analyse mit einem Fehler

von 13 % fiir ein Dimer verglichen mit 80 % im Falle eines Trimers bzw. 122 % fiir

ein Tetramer ein Monomer-Dimer-Gleichgewicht der Peptide innerhalb der

Lipiddoppelschicht (Tab. 4-11).

Tab. 4-11: Tabelle der K _-Werte berechnet zum einen mit Hilfe einer global fit-Analyse und zum

anderen durch Anpassung von einzelnen Fitroutinen an die Messkurven des jeweiligen

Lipid-zu-Peptidverhaltnisses fiir TMF-2.

global fit-Analyse

Einzelfit-Analyse

Dimer 1.6 x 10° MF (1.6 £0.2) x 10° MF
Trimer (124 1.0)x 10° MF?
Tetramer (5.2+6.3)x 10® MF°
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Ergebnisse der FRET-Messungen fiir das Peptid TMH-1 bei nachtriglicher
Insertion der Peptide in die Lipidvesikel.

Um zu untersuchen in wieweit die Aggregation der Peptide in POPC-Vesikeln durch
die Art der Probenpréparation und somit durch die Art der Insertion der Peptide in
die Lipiddoppelschicht beeinflusst wird, wurden fiir das TMH-1 neben den zuvor
beschriebenen Messungen (Abb. 4-38) auch Experimente an Proben durchgefiihrt,
bei denen die Peptide nachtriglich in die Membran insertiert wurden. In Abb. 442

ist das Verhiltnis der Fluoreszenzintensititen in Anwesenheit /7 und in Abwesenheit

von Akzeptor I° in Abhiingigkeit vom Verhiltnis der Molenbriiche des TAMRA
und des NBD gelabelten Peptids dargestellt.
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Abb. 4-42: Bestimmung des Aggregationszustands von TMH-1 in bei einer nachtriglichen Insertion

in POPC-Vesikeln. Es wurde das Verhiltnis der Fluoreszenzintensititen in Anwesenheit /

und in  Abwesenheit von Akzeptor I’  aufgezeichnet, wihrend die
Gesamtpeptidkonzentration durch Zugabe von ungelabeltem Peptid konstant gehalten
wurde. Durch Variation der Lipidkonzentration wurden unterschiedliche Lipid-zu-
Peptidverhéltnisse eingestellt: (®) 1:900, (®) 1:600 und (4) 1:300. Die durchgezogenen
Linien sind das Ergebnis einer Anpassung basierend auf einem Monomer-Trimer-
Gleichgewicht. Die gestrichelten Linien entsprechen dem Ergebnis der Anpassung eines
Monomer-Dimer-Gleichgewichts und die gepunkteten Linien der Annahme -eines

Monomer-Tetramer-Gleichgewichts.

Vergleicht man den Verlauf von /[ / I° in Abhingigkeit vom Verhiltnis der
Molenbriiche von TAMRA gelabeltem TMH-1 und NBD gelabeltem TMH-1 fiir die

verschiedenen Lipid-zu-Peptidverhdltnisse der unterschiedlich hergestellten Proben,
so konnten in beiden Féllen &hnliche Messverldufe beobachtet werden. Auch fiir eine

nachtrigliche Insertion der Peptide konnte durch die Abnahme der

Fluoreszenzintensititen 7/1° mit steigendem Molenbruch an TAMRA gelabelten
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Peptiden und die Zunahme des Energie Transfers mit sinkendem Lipid-zu-
Peptidverhiltnis die konzentrationsabhéngige Ausbildung von Oligomeren in der
Membran bestétigt werden. Die Einzelfit-Analyse lieferte fiir alle drei postulierten
Aggregationszustinde relativ grole Fehler. Mit Abweichungen von 91 % im Falle
eines Dimers, 100 % fiir die Annahme eines Trimers und einer Abweichung von 34
% fiir ein Tetramer, ergaben die Ergebnisse die besten Ubereinstimmungen fiir die

Annahme eines Monomer-Tetramer-Gleichgewichts (Tab. 4-12).

Tab. 4-12: Tabelle der K_-Werte berechnet durch Anpassung von einzelnen Fitroutinen an die

Messkurven des jeweiligen Lipid-zu-Peptidverhéltnisses fiir TMH-1 bei einer

nachtriglichen Insertion der Peptide in POPC-Vesikel.

Einzelfit-Analyse
Dimer (4.4 +4.0)x 10" MF
Trimer (1.4 +1.4)x 10° MF?
Tetramer (3.9+1.3) x 10° MF*

Ein Unterschied zwischen den Resultaten, die fiir die verschiedenen
Probenpréparationen erhalten wurden, lag im Energie Transfer, der fiir die drei
verschiedenen Lipid-zu-Peptidverhiltnisse bei gleicher Konzentration an Donor und

Akzeptor gelabeltem Peptid erhalten wurde (y,/y,=1). Insgesamt nahm der

Energie Transfer bei einer nachtrdglichen Insertion der Peptide in die Vesikel fiir die
unterschiedlichen Zusammensetzungen zu. Wihrend bei der Filmpréparation Werte
von 0.74 (cpopc/Ctmu-1 = 900:1), 0.58 (cpopc/Ctmu-1 = 600:1) und 0.39 (cpopc/CTMu-1 =
300:1) erreicht wurden, erhohte sich der Energie Transfer auf 0.78 (cpopc/Crmu-1 =
900:1), 0.70 (cpopc/crmu-1 = 600:1) und 0.57 (cpopc/ctmu-1 = 300:1), wenn die

Peptide erst nach der Vesikelpréparation in die Membran eingebracht wurden.

4.3.3 Diskussion

Die Untersuchung der Aggregatbildung der Peptide in POPC-Vesikeln und die
Bestimmung der GroBe der Oligomere mittels einer global fit-Analyse der FRET-
Daten und einer Anpassung von einzelnen Fitroutinen an die Messkurven des
jeweiligen Lipid-zu-Peptidverhéltnisses, hat gezeigt, dass TMH-1, TMF-1 und TMH-
2 Trimere ausbilden, wihrend TMF-2 in Form von Dimeren in der

Lipiddoppelschicht vorliegt. Dariiber hinaus kann festgehalten werden, dass es fiir
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alle Peptide zur Einstellung eines reversiblen Gleichgewichts zwischen Monomeren
und Oligomeren kommt, da beobachtet werden kann, dass der Anteil an Monomer
ansteigt, wenn die Lipidkonzentration erhdht wird. Untersuchungen anderer Gruppen
haben gezeigt, dass ein zentral eingebauter Asparagin-Rest in der Sequenz eines
Peptids in der Lage ist Helix-Helix-Wechselwirkungen in Membranen zu
verursachen (Choma et al., 2000; Gratkowski et al., 2001; Zhou et al., 2001). Wird
die polare Aminosdure, wie im Fall des TMH-2 und des TMF-2, durch einen
hydrophoben Rest, wie das Leucin, ersetzt, sollten die Assoziationen zwischen den
Helices unterbunden werden (Choma et al., 2000). Gleichzeitig haben Studien an
Peptiden, die Aminosduren mit fluorinierten Seitenketten aufweisen, wie das TMF-1
und TMF-2, gezeigt, dass diese Peptide aufgrund der relativ starken Fluor-
Wasserstoff-Briickenbindung in der Lage sind in Detergenz-Micellen stabilere und
groBBere Aggregate auszubilden, als die entsprechenden nicht fluorinierten Analoga
(Bilgicer et al., 2001a; Bilgicer et al., 2001b; Borman and Washington, 2001). Die
Verkleinerung der Dissoziationskonstante von TMF-1 (K, = 1.89 x 10° MF?)

verglichen mit TMH-1 (K, = 4.33 x 10°° MF?) bestitigt diese Aussagen. Das TMF-2

bildet aufgrund der geringeren Stabilisierung der Oligomere durch das Fehlen des
Asparagin-Rests erwartungsgeméill kleinere Aggregate in Form von Dimeren mit

einer Dissoziationskonstante von K, = 1.58 x 10~ MF aus. Das Peptid TMH-2 zeigt

hingegen unerwartete Ergebnisse. Da das Molekiil, anders als sein fluoriniertes
Analogum TMF-2, keine fluorinierten Seitenketten zur Stabilisierung von coiled
coil-Strukturen aufweist und dariiber hinaus der im TMH-1 und TMF-1 auftauchende
Asparagin-Rest durch einen Leucin-Rest ersetzt wurde, wurde erwartet, dass das
Peptid monomer in der Membran vorliegt. Die beobachtete Ausbildung der Trimere
konnte auf hydrophobe Wechselwirkungen zwischen den Peptiden zuriickgefiihrt
werden, die zum jetzigen Zeitpunkt nicht weiter spezifiziert werden konnen.
Messungen einer kooperierenden Arbeitsgruppe an einer anderen Fraktion desselben
Peptids haben gezeigt, dass TMH-2 in SDS-Micellen in Form von Monomeren oder
Dimeren vorliegt (Bilgicer and Kumar, 2004).

Die Untersuchung der Aggregation von TMH-1 in Membranen bei nachtriglicher
Insertion der Peptide in die POPC-Vesikel zeigt, dass die Messungen hinsichtlich des
Kurvenverlaufs dhnliche Ergebnisse liefern wie beim vorherigen Einbau der Peptide

in Lipidfilme. Aufgrund der relativ groen Fehler in der Anpassung der Einzelfits
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konnten sowohl Trimere, als auch Tetramere als Aggregatform in Frage kommen.
Der Grund fiir die schlechte Kurvenanpassung kann auf die, fiir die Berechnungen,
verwendete Konzentration der Peptide zuriickgefiihrt werden. Wie bereits in Kap.
4.2.4 erlautert, zeigen die Ergebnisse der CD-Spektroskopie, dass beide nicht
fluorinierten Peptide einen unerwartet hohen o-helikalen Gehalt aufweisen, der auf
die Ausbildung relativ stabiler Aggregate in wéssriger Losung schlieBen ldsst.
Gleichzeitig verdeutlichen die in Kap. 4.2.2 dargestellten Ergebnisse, dass sich die
Peptide bei einer nachtriglichen Insertion in einem Gleichgewicht zwischen der
wassrigen und der Lipidphase befinden. Sowohl bei den Untersuchungen zur
Insertion als auch bei den Reversibilitdtsmessungen wird beobachtet, dass bei einer
nachtriglichen Insertion der Peptide in die Lipiddoppelschicht deutlich mehr Zeit
beansprucht wird bis die Fluoreszenzintensitét einen konstanten Wert annimmt und
sich somit ein Gleichgewichtszustand einstellt, als wenn die Peptide direkt in die
Lipidfilme eingebracht werden. Dariliber hinaus weisen die gelabelten Peptide
verglichen mit den ungelabelten Peptiden, die fiir die Insertionsmessungen
verwendet wurden, einen Fluorophor am N-terminalen Ende der Sequenz auf, der
sowohl im Falle der Akzeptor gelabelten Molekiile, als auch im Falle der Sequenzen,
die mit einem Donor gelabelt wurden, die Insertion der Peptide behindert. Es kann
postuliert werden, dass die Peptide zumindest zu einem Teil weiterhin in Form von
Aggregaten in der wissrigen Phase vorliegen und nicht alle Peptide in die
Lipiddoppelschicht insertiert sind. Demnach ist die Konzentration der Peptide in der
Lipidmembran, die als Berechnungsgrundlage fiir die FRET-Auswertung verwendet
wird, zu hoch gewéhlt. Gleichzeitig konnen auch auBlerhalb der Lipiddoppelschicht
Aggregate gebildet werden, die ebenso wie die Oligomere in der Membran einen
Beitrag zu den erhaltenen Ergebnissen leisten. Die aufgefiihrten Griinde liefern die
Erklirung fiir die schlechtere Ubereinstimmung zwischen den Modellen eines
Monomer-Trimer-Gleichgewichts bzw. eines Monomer-Tetramer-Gleichgewichts
und den Ergebnissen der FRET-Messungen verglichen mit den vorangegangenen
Daten, wenn die Peptide in die Lipidfilme eingebracht wurden. Dariiber hinaus zeigt
ein Vergleich der Ergebnisse fiir die beiden unterschiedlichen Probenpriparationen,
dass sich der Energie Transfer fiir die drei verschiedenen Lipid-zu-Peptidverhiltnisse
bei gleichen Konzentrationen an Donor und Akzeptor gelabeltem Peptid

(xa/xp =1) fur die beiden Methoden unterscheidet. Insgesamt nahm der Energie
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Transfer bei einer nachtrdglichen Insertion der Peptide in die Vesikel fiir die
unterschiedlichen Zusammensetzungen zu. Wihrend bei der Filmpréparation Werte
von 0.74 (cpopc/Ctmu-1 = 900:1), 0.58 (cpopc/Ctmu-1 = 600:1) und 0.39 (cpopc/CTMH-1 =
300:1) erreicht wurden, erhohte sich der Energie Transfer auf 0.78 (cpopc/Crmu-1 =
900:1), 0.70 (cpopc/crmu.1 = 600:1) und 0.57 (cpopc/ctmu-1 = 300:1), wenn die
Peptide erst nach der Vesikelprdparation in die Membran eingebracht wurden. Der
Grund hierfiir konnte in der strukturbedingten unterschiedlichen Insertion der
gelabelten Peptide liegen. Aufgrund der fiinf positiv geladenen Lysinreste am C-
terminalen Ende, die eingefiihrt wurden um die Wasserloslichkeit der Peptide zu
erhdhen (Li et al., 2003), kann davon ausgegangen werden, dass die Molekiile bei
einer nachtriglichen Insertion mit dem N-terminalen farbstoffgelabelten Ende voran
insertieren. Bei der Herstellung von Lipidfilmen wund anschliefender
Vesikelpraparation konnen die Fluorophore auch auf unterschiedlichen Seiten der
Membran orientiert sein und sogenannte mismatches ausbilden. Kommt es zur
Ausbildung von Aggregaten zwischen Peptiden, deren Fluorophore zum einen im
Innern der Vesikel und zum anderen auf der Au3enseite positioniert sind, kann kein
Energie Transfer stattfinden. Aus diesem Grund nimmt der Energie Transfer bei
einer nachtriglichen Insertion in Vesikel, verglichen mit der Prédparation aus
Lipidfilmen, zu. Prinzipiell kann festgehalten werden, dass die Methode der
nachtréglichen Insertion von TMH-1 in die Membran aufgrund der unbekannten
Konzentration an Peptid in der Lipiddoppelschicht schlechter geeignet ist, um das
Aggregationsverhalten der Peptide zu beschreiben. Insgesamt zeigt das TMH-1
jedoch ein vergleichbares Verhalten in der Membran fiir die beiden verschiedenen

Priparationsmethoden.

4.4 Kontrolle der Aggregation der Peptide auf
Membranebene

Wie in Kap. 4.2.2 beschrieben, ist TMH-1 nicht in der Lage in DPPC-Vesikel zu
insertieren, die sich in der Gelphase befinden, zeigt aber eine Insertion in POPC-
Vesikel, die bei Raumtemperatur im fliissig-kristallinen Zustand vorliegen. Da die
Peptide demnach auf die fliissig-kristalline Phase beschrinkt sind und ihre
Assoziation konzentrationsabhéngig ist (Kap. 4.3), wurde versucht die Aggregation

der Peptide in Vesikeln mit Hilfe der Temperatur zu steuern. Zu diesem Zweck
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wurde eine Lipidmischung benétigt, die es erlaubte die Ausbildung von Doménen in
der Gelphase und im fliissig-kristallinen Zustand temperaturabhidngig zu
kontrollieren. Nach Curatolo et al. bilden Lipidvesikel bestehend aus Mischungen
von POPC und DPPC, bei Temperaturen oberhalb der Phasenumwandlungs-
temperatur der beiden Komponenten eine vollstindig gemischte fliissig-kristalline
Phase (L) aus, wihrend es bei tieferen Temperaturen (7 < T},,) zur Phasenseparation
in eine L,- und eine Gelphase kommt (Curatolo et al., 1985). In dem Gebiet der
zweiphasigen Koexistenz bilden die in der Gelphase vorliegenden DPPC-haltigen
Dominen ein Netzwerk von schmalen Inseln aus, die vom fliissig-kristallinen POPC
umgeben werden (Shoemaker and Vanderlick, 2003). Fiir die in dieser Arbeit
durchgefiihrten Messungen wurde eine Lipidmischung von DPPC und POPC in

einem Verhéltnis von 6:4 verwendet.

4.4.1 Bestimmung der Phasenumwandlungstemperatur
einer DPPC/POPC-Mischung (6:4) nach der Patman-
Methode

Der Phaseniibergang der DPPC/POPC-Mischung im Verhiltnis 6:4 von der Gelphase
in die fliissig-kristalline Phase wurde mit Hilfe des Fluorophors Patman ermittelt.
Patman ist in der Membran im Bereich der Kopfgruppen der Lipide lokalisiert und
weist beim Durchlaufen der Phasenumwandlungstemperatur eine grofle Stoke'sche
Verschiebung auf (Hutterer et al., 1996; Massey et al., 1985). Die beobachtete
Rotverschiebung der Fluoreszenz mit steigender Temperatur zeigt die Sensitivitét der
Fluorophors auf die Polaritdt der Umgebung, die sich wéihrend des Phaseniibergangs
andert (Hutterer et al.,, 1996; Lippert, 1957). In Abb. 4-43 sind die
Fluoreszenzspektren von Patman in einer DPPC/POPC-Mischung (6:4) innerhalb
eines Temperaturbereichs von 20 bis 50 °C dargestellt. Es konnte eine deutliche
Verschiebung der Fluoreszenz von 38 nm in den ldngerwelligen Spektralbereich mit

steigender Temperatur beobachtet werden.



Ergebnisse und Diskussion 110

700 -

600

500

400

300

I/a..

200

100 &

0 I 1 1 I & d
400 450 500 550 600

A/ nm
Abb. 4-43: Fluoreszenzspektren des Fluorophors Patman in einer DPPC/POPC-Mischung (6:4) in
Abhingigkeit von der Temperatur (20 — 50 °C). Mit steigender Temperatur kam es zu
einer Rotverschiebung der Fluoreszenz.
Zur Bestimmung der Phasenumwandlungstemperatur wurde das Maximum der
Fluoreszenzintensitdt gegen die Temperatur aufgetragen (Abb. 4-44). Die Maxima

A steigen von 429 nm auf 467 nm an. Der Wendepunkt der Kurve lieferte mit 34

°C die Temperatur des Phaseniibergangs von der Gelphase in die fliissig-kristalline

Phase.
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Abb. 4-44: Bestimmung der Phasenumwandlungstemperatur 7}, einer Lipidmischung von DPPC und
POPC im Verhiltnis 6:4 mit Hilfe des Fluorophors Patman. Das Maximum der Patman

Fluoreszenz A~ wurde als Funktion der Temperatur bei einem Lipid-zu-

Fluorophorverhiltnis von 100:1 aufgezeichnet (®). Die durchgezogene Linie (—) ist das

Ergebnis eines Boltzmann-Fits, dessen Wendepunkt die Phasenumwandlungstemperatur

T, von 34 °C liefert.
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4.4.2 Untersuchung der Ausbildung DPPC-haltiger
Dominen in DPPC/POPC-Mischungen (6:4) mittels
FRET

Der Nachweis der Ausbildung der Doménen erfolgte mit Hilfe des FRET zwischen
dem Donor 7-Nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phospho-
ethanolamin (NBD-DPPE) und dem Akzeptor Lissamin rhodamin B-1,2-
Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamin (N-Rh-DPPE). Der Donor NBD-
DPPE weist eine geringere Affinitdt zur Gelphase auf, als der Akzeptor N-Rh-DPPE.
Kommt es zu einer Phasenseparation, so kann die resultierende rdumliche Trennung
der Fluorophore voneinander mit Hilfe des Energie Transfers verfolgt werden
(Pedersen et al., 1996).

Abb. 4-45 zeigt den Verlauf der Akzeptorfluoreszenz in Abwesenheit von Donor in
Abhingigkeit von der Temperatur in einem Bereich von 20 bis 50 °C. Der lineare
Abfall der Fluoreszenzintensitit konnte der sinkenden Fluoreszenzquantenausbeute
des Fluorophors bei steigenden Temperaturen zugeschrieben werden (Oliver et al.,

2000).
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Abb. 4-45: Temperaturabhingigkeit der N-Rh-DPPE-Fluoreszenz (@) in DPPC/POPC-Vesikeln in
einem Verhiltnis von 6:4 in Abwesenheit von NBD-DPPE. Die Proben wurden von 20 °C
auf 50 °C erwérmt.
Proben, die Donor und Akzeptor enthielten, zeigten sowohl fiir ein Erhitzen der
Proben von 20 auf 50 °C (w), als auch fiir ein Abkiihlen der Proben von 50 auf 20 °C
(4) eine deutlich verringerte Intensitidt der Akzeptorfluoreszenz (Abb. 4-46). Der

Unterschied zwischen den beiden Messungen bestand lediglich in einer leichten
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Erhohung der Steigung bei niedrigeren Temperaturen fiir den Kurvenverlauf, der

iber eine Abkiihlung der Probe erhalten wurde.
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Abb. 4-46: Temperaturabhingigkeit der N-Rh-DPPE-Fluoreszenz in DPPC/POPC-Vesikeln in einem
Verhiéltnis von 6:4 in Anwesenheit von NBD-DPPE bei Erhitzen der Probe von 20 auf 50
°C (w) bzw. Abkiihlen der Probe von 50 auf 20 °C (4). Mittels einer linearen
Kurvenanpassung wurden die Steigungen bei Erhitzen der Probe mit -3.4 K™ in einem

Bereich von 20 °C bis 37 °C und mit -2.2 K’ in einem Bereich von 38 °C bis 50 °C
bestimmt (). Bei einer Abkiihlung der Probe ergaben sich die Steigungen mit -2.4 K™ in
einem Bereich von 50 °C bis 38 °C und mit -3.9 K'' in einem Bereich von 37 °C bis 20
°C (-).
Die deutlich niedrigeren Intensititen in Anwesenheit von NBD-DPPE waren ein
Ergebnis der unterschiedlichen Anregungsenergien. Wéihrend in Anwesenheit von
Donor die Anregung des N-Rh-DPPE nur iiber den Energie Transfer erfolgte,
wurden die Messungen in Abwesenheit von Donor mit der Anregungswellenldnge
von N-Rh-DPPE aufgenommen, so dass der Fluorophor direkt angeregt wurde.
Dariiber hinaus konnte eine deutliche Anderung in der Steigung in einem
Temperaturbereich zwischen 37 °C und 38 °C beobachtet werden. Die Steigung
nahm im Bereich des Phaseniibergangs der verwendeten Lipidmischung von
DPPC/POPC (6:4) von 34 °C (Kap. 4.4.1) von — 3.4 K auf — 2.2 K! (Erhitzen der
Lipidmischung) bzw. von —3.9 K' auf —2.4 mK™" (Abkiihlen der Lipidmischung) ab
und bestétigte somit die Ausbildung von DPPC-haltigen Doménen. Zur Korrektur
der Messung um die Temperaturabhingigkeit des Akzeptors wurde das Verhéltnis
aus der Fluoreszenzintensitit des N-Rh-DPPE in An- und in Abwesenheit von Donor

Ian [ Inrnnsn gebildet und in Abhéngigkeit von der Temperatur aufgetragen (Abb.
4-47).
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Abb. 4-47: Verhéltnis der Fluoreszenzintensitit des Akzeptors in An- und in Abwesenheit von Donor
in Abhédngigkeit von der Temperatur. Mittels einer linearen Kurvenanpassung wurden die

Steigungen mit -0.9 K™ in einem Bereich von 20 °C bis 37 °C und mit -0.3 K! in einem

Bereich von 38 °C bis 50 °C bestimmt (—).

Das Verhiltnis zeigte iiber den vollstindigen Temperaturbereich eine negative
Steigung und somit eine Abnahme der Energie Transfer-Effizienz mit steigender
Temperatur. Auch in dieser Darstellung kann ein Wechsel in der Steigung des
Messverlaufs von - 0.9 mK™ auf - 0.3 mK™' in einem Temperaturbereich von 37 °C
auf 38 °C beobachtet werden, der auf eine Phasenseparation der Lipidmischung und

somit auf verdnderte Energie Transfer-Effizienzen von Donor und Akzeptor hinwies.

4.4.3 Temperaturabhingigkeit der Energie Transfer-
Effizienz gelabelter Peptide in einer Lipidmischung

Fiir die folgenden Messungen wurde NBD bzw. TAMRA gelabeltes TMH-1 in die
untersuchte Lipidmischung von DPPC/POPC (6:4) insertiert und das
Assoziationsverhalten der Peptide in der Membran in Abhidngigkeit von der
Temperatur mit Hilfe von FRET-Messungen untersucht. Abb. 4-48 zeigt die
Fluoreszenzintensitit des NBD-TMH-1 / in Abhéngigkeit von der Temperatur in
Anwesenheit (4) und Abwesenheit des Akzeptors TAMRA-TMH-1 (w).
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Abb. 4-48: Temperaturabhéngigkeit der Fluoreszenzintensitit des NBD-TMH-1 insertiert in
DPPC/POPC-Vesikel (6:4) in Anwesenheit (A) und in Abwesenheit des Akzeptors
TAMRA-TMH-1 (m).

DPPC/POPC-Vesikel, die lediglich den Donor enthielten, zeigten einen nahezu

linearen Abfall der Donorfluoreszenz mit steigender Temperatur. Der beobachtete

Abfall der Intensitdt konnte auf die Abnahme der Fluoreszenzquantenausbeute des

Donors mit steigender Temperatur zuriickgefiihrt werden (Fery-Forgues et al., 1993).

Befanden sich sowohl Donor als auch Akzeptor in den Vesikeln, so konnte

beobachtet werden, dass die NBD-Fluoreszenz bei niedrigeren Temperaturen sehr

viel kleinere Werte aufwies als in Abwesenheit von TAMRA gelabelten Peptiden.

Die verringerte Donorfluoreszenz wurde durch den Energie Transfer zum Akzeptor

verursacht. Die Fluoreszenzintensitit des NBD stieg bis zu einer Temperatur von 33

°C leicht an und erreichte an diesem Punkt ein Maximum. Oberhalb von 33 °C fiel

die NBD-Fluoreszenz in nahezu gleichem Malle ab wie die Donorfluoreszenz in den

Messungen, die in Abwesenheit von Akzeptor durchgefiihrt wurden. Zur Korrektur

der Messung um die Temperaturabhédngigkeit des Donors wurde das Verhiltnis aus

der Fluoreszenzintensitit des NBD in An- und in Abwesenheit von Akzeptor

Lo/ Ispiramrs  gebildet und in Abhéngigkeit von der Temperatur aufgetragen

(Abb. 4-49).
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Abb. 4-49: Verhéltnis der Fluoreszenzintensitdten des Donors in An- und in Abwesenheit von
Akzeptor in Abhéngigkeit von der Temperatur. Mittels einer linearen Kurvenanpassung
wurde die Steigung im unteren Temperaturbereich mit 20 mK' und im oberen
Temperaturbereich mit 8.5 mK™' bestimmt ().

Das Verhiltnis zeigte iiber den vollstindigen Temperaturbereich eine positive

Steigung und somit eine Abnahme der Energie Transfer-Effizienz mit steigender

Temperatur. Dariiber hinaus konnte bei 35 °C eine Anderung in der Steigung von 20

mK"' auf 85 mK' registriert werden. Das beobachtete Maximum in der

Donorfluoreszenz (Abb. 4-48) und die Anderung der Steigung (Abb. 4-49) erfolgten

innerhalb eines Temperaturbereichs von 33 bis 35 °C. Dies entsprach der

Phasenumwandlungstemperatur 7}, bei der die DPPC/POPC-Mischung (6:4) von der

Gelphase in die fliissig-kristalline Phase libergeht.

4.4.4 Diskussion

Die vorangegangenen Messungen haben gezeigt, dass die Ausbildung von
Oligomeren in Membranen konzentrationsabhingig verlduft (Kap. 4.3) und das
TMH-1 nicht in der Lage ist in Lipiddoppelschichten zu insertieren (Kap. 4.2.2), die
in der Gelphase vorliegen. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde versucht, den
Assoziationszustand der Peptide mit Hilfe des physikalischen Zustands der Lipide
einer Mischung zu kontrollieren. Es konnte gezeigt werden, dass es unterhalb der
Phasenumwandlungstemperatur 75, zu einer Aufkonzentrierung der Peptide kommt,
wodurch eine temperaturgetriggerte Erhohung in der Ausbildung von Aggregaten
beobachtet werden kann, die einen Ausschluss der Peptide aus den DPPC-haltigen
Doménen belegt. Der Triggerprozess kann iiber FRET-Messungen mit NBD
gelabeltem TMH-1 als Donor und TAMRA gelabeltem TMH-1 als Akzeptor in einer
DPPC/POPC-Mischung (6:4) verfolgt werden. Dabei zeigen die Daten ein Maximum
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in der Fluoreszenzintensitit des Donors bzw. ein Minimum in der Energie Transfer-
Effizienz im Bereich der Phasenumwandlungstemperatur 7,, (Abb. 4-48). Die
signifikanten Anderungen in der Fluoreszenz gehen also mit dem Phaseniibergang
der Lipidmischung einher. Aus der Literatur ist bekannt, dass DPPC unterhalb der
Phasenumwandlungstemperatur der Mischung in der Gelphase vorliegt und
lingliche, phasenseparierte Doménen ausbildet, welche die fluide POPC-Matrix
netzwerkartig durchspannen (Curatolo et al., 1985; Shoemaker and Vanderlick,
2003). Die Ausbildung dieser Domédnen kann iiber FRET-Messungen mit den
gelabelten Lipiden NBD-DPPE und N-Rh-DPPE in der DPPC/POPC-Mischung (6:4)
bestitigt werden (Pedersen et al., 1996). Leidy et al. konnten im Bereich des
Phaseniibergangs einer DMPC/DSPC-Mischung ein Maximum in der NBD-
Fluoreszenz beobachten, wenn der Akzeptor N-Rh-DPPE in der Mischung enthalten
war (Leidy et al., 2001). Die Messungen, die in dieser Arbeit durchgefiihrt wurden,
zeigen zwar kein deutliches Minimum in der Akzeptorfluoreszenz, es kann jedoch
eine deutliche Anderung in der Steigung in einem Temperaturbereich von 37 °C und
38 °C im Verlauf der Intensitdt des N-Rh-DPPE verzeichnet werden, die auf eine
Ausbildung DPPC-haltiger Doménen unterhalb der Phasenumwandlungstemperatur
von 34 °C schlieBen ldsst. Aufgrund der Tatsache, dass Insertionsmessungen an
DPPC-Vesikeln gezeigt haben, dass TMH-1 bei Raumtemperatur nicht in die
Lipiddoppelschicht insertieren kann, da sich das Lipid in der Gelphase befindet (Kap.
4.2.2), kann davon ausgegangen werden, dass das TMH-1 in Mischungen von
DPPC/POPC (6:4) unterhalb der Phasenumwandlungstemperatur von 34 °C aus den
DPPC-haltigen Doménen ausgeschlossen wird. Dies fiihrt gleichzeitig zu einer
Erniedrigung des Lipid-zu-Peptidverhdltnisses in den POPC-haltigen fluiden
Bereichen der Membran. Eine FErhoéhung der Temperatur iiber die
Phasenumwandlungstemperatur bedingt die Auflésung der DPPC-haltigen Doménen
und die Ausbildung einer vollstindig gemischten fliissig-kristallinen Membran, in
der sich die Peptide in allen Bereichen authalten kénnen (Abb. 4-50). Der damit
verbundene Anstieg des Lipid-zu-Peptidverhiltnisses fithrt zu einer geringeren Zahl
an Oligomeren und somit zu einer Erniedrigung des Energie Transfers. Der

Triggerprozess ist in Abb. 4-50 gezeigt.
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Abb. 4-50: Schematische Darstellung der temperaturabhingig getriggerten Ausbildung von

Peptidoligomeren in POPC/DPPC-haltigen Lipiddoppelschichten.

Die obere Darstellung zeigt die DPPC/POPC-Membran (6:4) bei Temperaturen
oberhalb der Phasenumwandlungstemperatur. Die Lipiddoppelschicht liegt in einer

vollstindig gemischten fliissig-kristallinen Phase (L) vor, in der sich die Peptide in

allen Bereichen authalten konnen. In der unteren Darstellung ist die Membran bei
Temperaturen unterhalb der Phasenumwandlungstemperatur von 34 °C abgebildet.
Es kommt zur Ausbildung DPPC-haltiger Doméinen, die in der Gelphase vorliegen
und zu einem Ausschluss der Peptide aus diesen Bereichen. Die damit verbundene
Aufkonzentrierung der Molekiile in den fluiden POPC-haltigen Gebieten bewirkt die

Ausbildung einer hoheren Zahl von Oligomeren.



5 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Wechselwirkungen der Peptide TMH-1 und
TMH-2 und deren fluorinierter Analoga TMF-1 und TMF-2 mit Lipiddoppel-
schichten untersucht. Die Peptide sind abgeleitet von der Aminosiduresequenz des
GCN4-Zippers, von dem bekannt ist, dass er coiled coil-Strukturen ausbildet, wobei
die hydrophoben durch hydrophile Reste ersetzt wurden, um die Lipidldslichkeit zu
gewdhrleisten.

Die  Charakterisierung der  Lipid-Peptid-Wechselwirkungen  erfolgte in
Phospholipidvesikeln bestehend aus 1-Palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phospho-
cholin. Es konnte mit Hilfe des an Position vier befindlichen Tryptophan in der
Sequenz aller Peptide iiber die Tryptophan-Fluoreszenz eine reversible Insertion der
Molekiile in POPC-Doppelschichten nachgewiesen werden. Quenchingexperimente
konnten im Falle der Peptide TMH-1 und TMH-2 eine Lokalisierung des
Tryptophan-Rests in der Membran belegen. Dabei ergab sich der Abstand zwischen
dem Tryptophan-Rest und dem Zentrum der Lipiddoppelschicht mit 1.5 nm fiir
TMH-1 bzw. 1.9 nm fiir TMH-2. Mittels der Circulardichroismus-Spektroskopie
wurde der a-helikale Gehalt der Peptide in unterschiedlichen Medien bestimmt, der
belegte, dass ein Helixanteil von 67 % im Falle des TMH-1 bzw. 42 % im Falle des
TMH-2 insertiert in POPC-Vesikel erreicht wurde. Attenuated Total Reflection —
Fourier Transformed Infrared — Experimente zeigten, dass die nicht fluorinierten
Peptide in der Membran alle moglichen Orientierungen einnehmen..

Erstmals in Lipidvesikeln konnte die Ausbildung und die Stabilitit von
Peptidoligomeren der Peptide TMH-1 und TMH-2 gezeigt werden. Durch die
Einfiihrung fluorinierter Seitenketten in den Peptiden TMF-1 und TMF-2 konnte die
Tendenz zur Aggregation erhoht werden. Dies wurde durch die ermittelten
Dissoziationskonstanten von 4.3-10° fiir TMH-1 und 1.9-10™° fiir TMF-1 belegt,
die mittels Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer bestimmt wurden. Zudem
konnten fiir alle vier Peptide iiber FRET-Messungen die Zahl der Peptide in einem

Oligomer in Lipidmembranen bestimmt werden.
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Es konnte eine Methode basierend auf FRET entwickelt werden, um das
Aggregationsverhalten der Peptide in Lipiddoppelschichten temperaturabhédngig zu
kontrollieren. Mit Hilfe von FRET-Experimenten an fluoreszenzgelabelten Lipiden
wurde zunédchst die Ausbildung von DPPC-haltigen Doménen in DPPC/POPC-
Mischungen (6:4) unterhalb der Phasenumwandlungstemperatur bestitigt.
Anschliefend wurde das Peptid TMH-1 in die Lipiddoppelschicht insertiert und es
konnte eindeutig belegt werden, dass durch Variation der Temperatur das Monomer-
Trimer-Gleichgewicht der Peptidoligomerisierung in der Membran gesteuert werden

konnte.
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7 Anhang

7.1 Symbolverzeichnis

A

Absorption bzw. Fliache

Absorption des parallel polarisierten Lichts

Absorption des senkrecht polarisierten Lichts

Konzentration

Konzentration des Fluorophors in Anwesenheit von Quencher
Konzentration des Fluorophors in Abwesenheit von Quencher
Quencherkonzentration

Schichtdicke der Kiivette

Eindringtiefe der IR-Strahlung in eine Probe

Energie Transfer-Effizienz
elektrischer Feldvektor
linksldufige Komponente des elektrischen Feldvektors

rechtsldufige Komponente des elektrischen Feldvektors

Amplitude des elektrischen Feldes in x-, y- oder z-Richtung
molare Fluoreszenz an nicht geldschtem Donor

a-helikaler Gehalt eines Peptids

molare Fluoreszenz an geloschtem Donor

Plancksches Wirkungsquantum

Uberlappintegral

Fluoreszenzintensitdt in Anwesenheit von Lipid/Quencher/Akzeptor oder
Intensitit der IR-Strahlung nach der Absorption durch eine Probe
Fluoreszenzintensitédt in Abwesenheit von Lipid/Quencher/Akzeptor oder
Intensitdt der IR-Strahlung vor der Absorption durch eine Probe

Intensitdt des links bzw. rechts zirkular polarisierten Lichts nach Absorption
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lsp ~ NBD-Fluoreszenz in Abwesenheit von TAMRA bzw. N-Rh-DPPE

(Untersuchung der Doménenbildung, Trigger-Messungen)

Iz,  N-Rh-DPPE-Fluoreszenz in Abwesenheit von NBD-DPPE

(Untersuchung der Doméanenbildung)
Jj zahlt die Anzahl der Akzeptoren in einem Oligomer
Kp Dissoziationskonstante

Krq Gleichgewichtskonstante fiir die Komplexbildung von Fluorophor und

Quencher

Ko Gleichgewichtskonstante des Quenchingprozesses durch einen Stof3

k zahlt die Anzahl der Donoren in einem Oligomer

ka Geschwindigkeitskonstante der Absorption

kg Geschwindigkeitskonstante der Fluoreszenz

ke Transfergeschwindigkeitskonstante

ksyz x-, y- und z-Komponente des integrierten Absorptionskoeffizienten

L, fluide oder fliissig-kristalline Phase

M Molare Masse

m Anteil der Molekiile in der monomeren Form

m-1 Anteil der an Oligomeren beteiligten Molekiile

N, Anzahl an Aminoséuren in einem Peptid

Ny Gesamtstoffmenge an Donor

N, Stoffmenge an geloschtem Donor

n Brechungsindex bzw. Anzahl an Peptiden in einem Oligomer

n, Brechungsindex des Ge-Kristalls (7, ) bzw. des Membranmultilayers (7, )

P Abstand  zwischen dem  Fluorophor und dem Zentrum der
Lipiddoppelschicht

Q Quencher

A Abstand zwischen dem Quencher und dem Zentrum der Lipiddoppelschicht
R Abstand zwischen Donor- und Akzeptormolekiil oder

Radius bzw. die halbe Schichtdicke einer Aggregatstruktur
Ry kritischer Quencherradius bzw. FORSTER-Abstand
So Schwingungsgrundzustand

So' relaxierter Gleichgewichtsschwingungsgrundzustand
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Zv
ZpoxyL
X
Amax

angeregter Schwingungszustand

relaxierter angeregter Gleichgewichtsschwingungszustand
Ordnungsparameter

Transmission oder Durchlédssigkeit

Zeit

Volumen

Verdiinnungsfaktor

lateraler Abstand zwischen Fluorophor und Quencher

vertikaler Abstand zwischen Fluorophor und Quencher

Winkel zwischen der Molekiilachse und dem Ubergangsdipolmoment
Lipid-zu-Peptidverhiltnis

Molenbruch der Akzeptor gelabelten Peptide

Molenbruch der Donor gelabelten Peptide

Molenbruch des Quenchers

Molenbruch der ungelabelten Peptide

Anderung der Wellenliinge des Intensititsmaximums der Fluoreszenz
optische Wegdifferenz

Extinktionskoeffizient

Fluoreszenzquantenausbeute in Anwesenheit von Lipid/Quencher/Akzeptor

oder Einfallswinkel des eingestrahlten Lichts (ATR-FT-IR)
Fluoreszenzquantenausbeute in Abwesenheit von Lipid/Quencher/Akzeptor

Fluoreszenzquantenausbeute des Donors

Winkel zwischen der Membrannormalen und der Molekiilachse
Orientierungsfaktor

Wellenldnge

Wellenldnge des Intensititsmaximums der Fluoreszenz

elektrisches Ubergangsdipolmoment
magnetisches Ubergangsdipolmoment

Schwingungsgrundzustand
Schwingungszustand des ersten elektronisch angeregten Zustands

Wellenzahl
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6,  Elliptizitit

[6],  spezifische Elliptizitit

o5, gemessene Elliptizitat bei 222 nm

T Fluoreszenzlebensdauer des Donors in Abwesenheit von Akzeptor

Ty Fluoreszenzlebensdauer des Fluorophors in Anwesenheit von Quencher
7 Fluoreszenzlebensdauer des Fluorophors in Abwesenheit von Quencher
v, symmetrische Schwingungen

U, asymmetrische Schwingungen

7.2 Abkiirzungsverzeichnis

APS
ATR-FTIR
a.u.
-BOC
CD
DIEA
DMSO
DPPC
DPPE
DS

F

*

F

[FQ]
[FQI"
FRET
GndHCI1
HBTU
HF

IC

ISC
MBHA

Ammoniumperoxodisulfat

Attenuated Total Reflection — Fourier Transformed Infrared
arbitrary units, willkiirliche Einheiten
tert-Butyloxycarbonyl

Circulardichroismus

Diisopropylethylamin

Dimethylsulfoxid
1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholin
1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamin
DOXYL-stearinsdure

Fluorophor

angeregter Fluorophor

Fluorophor-Quencher-Komplex

angeregter Fluorophor-Quencher-Komplex

Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer
Guanidiniumchlorid
O-Benzotriazol-N,N,N’,N’-tetramethyluroniumhexafluorophosphat
Flusssdure

Innere Umwandlung

Inter System Crossing

Methylbenzhydrylamin-Harz
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MF

mM
NBD
NBD-F
N-Rh
POPC
SDS-PAGE
TAMRA
TEMED
TFE
Tricin
Tris

Trp

uv

VIS

Molenbruch des Peptid-zu-Lipidverhéltnisses
millimolar

7-Nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol
4-Fluor-7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol

Lissamin rhodamin B
1-Palmitoyl-2-oleyl-sn-glycero-3-phosphocholin
Natriumdodecylsulfat -Polyacrylamidgelelektrophorese
5(6)-Carboxytetramethylrhodamin
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
2,2,2-Trifluorethanol
N-[Tris(hydroxymethyl)methyl]glycin
Tris(hydroxymethyl)-aminoethan

Tryptophan

Ultraviolett

visible, sichtbarer Wellenldngenbereich des Lichts

7.3 Chemikalien

Acrylamid-Bisacrylamid (37.5:1)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

Ammoniumheptamolybdat-Tetrahydrat Merck (Darmstadt)
(NH4)sM07024 x 4 H,O

Ammoniumperoxodisulfat Merck (Darmstadt)

L(+)-Ascorbinsdure Merck (Darmstadt)

Bromphenolblau Merck (Darmstadt)

Chloroform Merck (Darmstadt)

Coomassie Brilliant Blue R250 SERVA (Heidelberg)

DMSO Merck (Darmstadt)

5- und 16-DOXY L-stearinséure Sigma Aldrich (Taufkirchen)

Eisessig Merck (Darmstadt)

Ethanol T.J. Baker (Deventer, Holland)

Glycerin Merck (Darmstadt)

GndHC1 Merck (Darmstadt)

Methanol Merck (Darmstadt)

Mucasol® Merck (Darmstadt)
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Natriumchlorid

Natriumdodecylsulfat

NBD

NBD-DPPE

N-Rh-DPPE

Perchlorséure

Phospholipide

Salzsdure

TAMRA
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
TFE

Tris/HCI
N-[Tris(hydroxymethyl)methyl]glycin
D-Tryptophan

Wasserstoffperoxid (30 %)

7.4 Materialien

braune Flidschchen

Einmalkantilen

Einmalriihrspatel

Einwegkiivetten Plastibrand® PMMA
Flaschchenverschliisse mit
PTFE-beschichteter Gummidichtung
MicroTips XL

Mucasol®

Polycarbonatmembran
Reagenzgliser

Reaktionsgefille
Rotilabo®-Riithrmagnete
Quarzglaskiivetten

weile Flaschchen

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Molecular Probes (Eugene, USA)
Molecular Probes (Eugene, USA)
Molecular Probes (Eugene, USA)
Merck (Darmstadt)

Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA)
Merck (Darmstadt)

Molecular Probes (Eugene, USA)
SERVA (Heidelberg)

Merck (Darmstadt)

USB (Ohio, USA)

Sigma Aldrich (Taufkirchen)
Sigma Aldrich (Taufkirchen)
Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Ehrhardt & S6hne GmbH (Geislingen)
Brand (Wertheim)

Brand (Wertheim)

Merck (Darmstadt)

Biozym Diagnostic GmbH (Oldendorf)
Brand (Wertheim)

Armatis (Mannheim)

Merck (Darmstadt)

Eppendorf AG (Hamburg)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

Hellma GmbH (Miihlheim/Baden)
Merck (Darmstadt)
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7.5 Gerite

ATR-FTIR-Spektrometer

FTIR-Spektrometer IFS88
MCT-Detektor, Model D316/8
ATR-Einheit MVP

Polarisator Model P03

Polarisatorhalterung

CD-Spektrometer

Jasco CD-Spektrometer J-710

Fluoreszenzspektrometer

Cary Eclipse Fluoreszenzspektrometer
MLW-Thermostat

Variomag Electronicriihrer

UV-Spektrometer

Cary 50 Bio
UV-visible Spectrophotometer

Reinstwasseranlage

Milli-RO 3 Plus
Milli-Q Plus 185

Sonstiges

Alublock fiir die Veraschung
Cary Eclipse UV-Spektrometer
Feinwaage Adventurer™

Galaxy Mini Zentrifuge

Bruker Optik GmbH (Ettlingen)
InfraRed Associates, Inc. (Florida, USA)
Harrick (Ossining, USA)

InfraSpecs (Filderstadt)
Feinmechanische Werkstatt

(Regensburg)

Jasco Labor- und Datentechnik GmbH
(Gross-Umstadt)

Varian (Darmstadt)
MLW Labortechnik (Ilmenau)
H+P Labortechnik (Oberschleilheim)

Varian (Darmstadt)

Millipore (Eschborn)

Merck (Darmstadt)

Varian (Darmstadt)

AH-W Wigetechnik (Deggendorf)
VWR International (Darmstadt)
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Miniextruder Liposofast®

NeoLab-Mikro-Zentrifuge

pH-Meter 766-Set B
pH-Meter 766 Calimatic

SDS-Apparatur EC 120

Ultraschallbad Sonorex Super RK 255H
Vakuumtrockenschrank VD 23
Verblaseapparatur

Vortexer Reax Top

Wasserbad E11

Avestin (Ottawa, Kanada)

neoLab Migge Laborbedarf-Vertriebs
GmbH (Heidelberg)

Merck (Darmstadt)

Knick Elektronische Messgeréte
GmbH & Co. (Berlin)

Thermo EC (Holbrook, USA)
Bandelin (Berlin)

Binder (Tuttlingen)

Glasbléserei (Regensburg)

Heidolph (Schwabach)

Dinkelberg Analytics GmbH (Neu-Ulm)
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