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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Fusion von biologischen Membranen wird durch integrale Membranproteine wie zum
Beispiel SNARE (soluble NSF [N-ethylmaleimide sensitive factor] protein receptor)-Proteine oder
eine Vielfalt viraler Fusionsproteine gesteuert. Dabei sorgen membranextrinsische Doménen fiir die
Erkennung spezifischer Zielmembranen und vermitteln die Anndherung in einem frithen Stadium der
Membranfusion. Es konnte bereits gezeigt werden, dass den Transmembrandoménen (TMDn) eine
entscheidende Rolle bei der Fusion zukommt. So kann ihr Ersatz bzw. die Verdnderung ihrer
Sequenz zu einer nicht vollsténdigen Fusion fithren. Bei TMD-Peptiden von SNARE-Proteinen
sowie viralen Fusionsproteinen deutete sich ein Zusammenhang zwischen Fusogenitit und

struktureller Plastizitéit an.

In der vorliegenden Arbeit erfolgte eine systematische Charakterisierung der Rolle der TMDn
bei der Membranfusion. Basierend auf hydrophoben Aminoséduren mit unterschiedlichen
Sekundérstrukturpriaferenzen wurde eine Reihe von TMD-Peptiden de novo entworfen. Die Peptide
wurden in Liposomen rekonstituiert und ihre fusogenen Eigenschaften systematisch ermittelt. Es
zeigte sich, dass die Fusogenitét der Peptide von der Lange der hydrophoben Kernsequenz abhéngig
ist. Im verwendeten System stellte eine hydrophobe Lénge von 16 Aminosduren das Optimum dar.
Bei gleicher Lange korrelierten die Fusionswerte mit dem Verhéltnis von -Faltblatt begiinstigenden
Valin- zu a-Helix favorisierenden Leucinresten. So wies eine alternierende Leu-Val Sequenz (LV16)
eine etwa 20-fache Fusogenitit im Vergleich zu einer reinen Leu-Sequenz (L16) auf. Diese konnte
ferner durch die Einfiigung von helix-destabilisierenden Glycin- und Prolinresten nochmals um das
Doppelte gesteigert werden. Die Mutation von B-verzweigten Aminosduren in einem TMD-Peptid
eines SNARE-Proteins fiihrte im Gegenzug zu verringerten Fusogenititen. Sekundéarstrukturanalysen
zeigten zudem, dass helix-destabilisierende Aminosduren in der Sequenz eine stirkere Neigung des
Peptids zur Umfaltung zwischen helikaler und faltblattartiger Struktur bewirken. Neben der
hydrophoben Kernsequenz wurden auch Effekte durch die terminalen Aminoséuren eruiert. Hier
zeigte sich, dass der ungeladene Zustand dieser Gruppen zu stark reduzierter Fusion fiihrt. Durch
ihre Protonierung konnte ihre Fusogenitit allerdings wiederhergestellt werden. Dadurch ergibt sich

die Mdglichkeit von durch pH-Absenkung gezielt induzierbaren Fusionsereignissen.

Konformationelle Flexibilitit von membranstindigen Fusionsproteindoménen stellt somit eine
strukturelle Voraussetzung fiir deren fusogene Wirkung dar. Lipide unterschiedlicher Form sowie
Nettoladung verdnderten unabhéngig von der Struktur der Peptide das AusmaR der Fusion. Sowohl
die Plastizitét der Peptide als auch die Form der Lipide wirken sich daher auf die Restrukturierung

der Lipiddoppelschicht aus und sind deshalb fiir die Fusion von Membranen von hoher Bedeutung.
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1 Einleitung

1.1 Membranfusion

Das Auftreten von Membranen im Laufe der Evolution leitete die Ausbildung des eigentlichen
Lebens ein. Sie stellen das Grundgeriist von zelluldren Strukturen dar und ermdglichen die
Kompartimentierung von Organellen, genetischem Material und Metaboliten. Das Grundgeriist von
Membranen bilden lamellare Lipiddoppelschichten in fliissig-kristallinem Zustand. Die
Freiheitsgrade der Bewegung der Lipide stehen im direkten Zusammenhang mit der Elastizitit der
Doppelschicht sowie den Membranfunktionen. Die Bedeutung der Lipiddynamik wird im ,,fluid-
mosaic“ Modell fiir Biomembranen deutlich [1]. Hierin wird die fliissig-kristalline Natur von
Lipiddoppelschichten als Matrix biologischer Membranen bezeichnet. Dies fiihrte zu der Vorstellung
von Membranen als zweidimensional orientierte viskose Fliissigkeiten. Die Aufrechterhaltung der
Beschaffenheit einer Membran durch Vermeidung spontaner Fusion ist fiir das Uberleben einer Zelle
von entscheidender Bedeutung. Grundlegende Zellfunktionen erfordern andererseits die regulierte
Fusion von intrazelluliren Membranen, wodurch die Ausbildung und das Uberleben von
mehrzelligen Organismen erst ermdglicht wird [2]. Die Fusion von Lipiddoppelschichten
eukaryotischer Zellen ist deshalb ein fundamentaler biologischer Prozess. Sie tritt auf, wenn zwei
separate Lipiddoppelschichten zu einer einzelnen Membran verschmelzen. Dabei kdnnen mindestens
drei Typen unterschieden werden. i.) Extrazelluldre Fusion von eukaryotischen Zellen wie bei der
Ausbildung von Muskeln und Knochen oder der Verschmelzung eines Spermiums mit der Eizelle bei
der Befruchtung. ii.) Fusion der Nucleocapsidmembranen von Viren mit der endosomalen Membran
nach Endocytose oder Fusion mit der Plasmamembran von Wirtszellen bei einer Virusinfektion. iii.)
Intrazelluldre Fusion zwischen verschiedenen Organellen. Hierzu zéhlen beispielsweise Fusions- und
Fissionsvorgéinge von Transportvesikeln an subzelluliren Kompartimenten wéhrend des
sekretorischen Wegs sowie die Fusion von pridsynaptischen Vesikeln mit der Plasmamembran von
Nervenzellen und der regulierten Exocytose von Neurotransmittern in den synaptischen Spalt bei der

neuronalen Reizweiterleitung [3-5].

Die Fusion von eukaryotischen Zellen ist ein komplexer Vorgang, der durch verschiedene
Fusionsproteine gesteuert wird. Ein sehr detailliert erforschtes Beispiel ist die Befruchtung bei
Sdugetieren [2]. Neben einer Vielzahl vorausgehender Prozesse wurde hierbei eine Reihe von
Proteinen identifiziert, die fiir die Steuerung der Membranfusion verantwortlich sind. Es stellte sich
heraus, dass sog. ADAM-Transmembranproteine (,,A Disintegrin and Metalloprotease®), die auf dem
Spermium lokalisiert sind, sowie verschiedene Integrine auf der Oberfliche der Eizelle einen
entscheidenden Beitrag leisten [6]. Kiirzlich wurde zudem ein Membranprotein auf Spermien

identifiziert, bei dessen Fehlen die Spermien von Méiusen zwar keine morphologischen Defekte
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aufwiesen, es allerdings nicht zur Befruchtung der Eizelle kam. Dieses Protein wurde ,JIzumo*
genannt und ist auch bei der humanen Fertilisation beteiligt [7]. Trotz dieser neuerlichen Fortschritte

bleiben die Vorginge bei der Fusion von Plasmamembranen noch weitgehend ungeklért.

Eine virale Infektion endet in einer Ubertragung des genetischen Materials des Virus auf die
Wirtszelle. Dabei erfolgt die Fusion der viralen Hiillmembran mit der Zellmembran, welche durch
Membranglykoproteine koordiniert wird. Die dabei auftretenden Vorgénge sind fiir eine Reihe von
Viren detailliert erforscht. Man unterscheidet zwei Typen von Fusionsproteinen auf Basis ihrer

anfianglichen Konformation.

Influenza Viren zdhlen zur Gruppe der Orthomyxoviren. Influenza Hamagglutinin (HA) stellt
dabei das fusogene Glykoprotein dar. Aufgrund seiner Struktur ist HA ein Beispiel fiir virale
Hiillproteine bei Viren der Typs I. Zu dieser Klasse gehdren unter anderem auch das zur Gruppe der
Retroviren zédhlende Human Immunodeficiency Virus (HIV) sowie die Gruppe der Paramyxoviren
und auch das der Gruppe der Fadenviren angehorende Ebola Virus [5,8,9]. HA ist das erste Protein
dieses Typs, dessen Struktur durch Rontgenstrukturanalyse geklart werden konnte [10]. Es handelt
sich um ein trimeres Glykoprotein, dessen Hauptmerkmal eine zentrale superhelikale Struktur aus
drei langen a-Helices darstellt, die jeweils aus unterschiedlichen Untereinheiten stammen. HA wird
vom Virus als Precursorprotein synthetisiert (HAO), dessen Struktur ebenfalls ermittelt werden
konnte [11]. Durch proteolytische Spaltung bei Arg329 zerfillt es in die Fragmente HA1 und HA2
und wird so aktiviert. Nach Rezeptorbindung an die Plasmamembran der Zielzelle erfolgt die
Endozytose des Virions. Durch die pH-Absenkung auf im Endosom wird in HA ein
Umfaltungsprozess initiiert, der die Fusion von Virus- und endosomaler Membran einleitet. Neben
der bekannten Rontgenstrukturen von HA sowohl bei neutralem pH-Wert [10] konnte auch die
Rontgenstruktur einer Variante des HA-Proteins (TBHA2) bei pH 5 ermittelt werden [12]. Beim
Vergleich beider Strukturen zeigte sich, dass durch Restrukturierung einer Schleifenregion (,,Joop®)
in eine Helix sowie einer in umgekehrter Weise erfolgende Restrukturierung eines helikalen
Bereiches in einen Loop die Relokalisation des zentralen Bereichs des Proteins um etwa 100A zum
C-Terminus hin erfolgt [8,9]. In der Struktur bei pH 5 liegt das N-terminale Fusionspeptid néher an
der C-terminalen Transmembrandoméne (TMD). Aufgrund dieser Ergebnisse wurden mehrere
Modelle fiir die Membranfusion Viren mit Fusionsproteinen vom Typ I vorgeschlagen, die sich in
der Rolle des Fusionspeptids wihrend der eigentlichen Fusion unterscheiden [4]. Eine Mdglichkeit
ist dabei, dass das hydrophobe Fusionspeptid zundchst in die Zielmembran eindringt und durch
Umfaltung im Zentrum des Proteins eine Drehung des durch die TMD in der Virusmembran
verankerten Fusionsproteins um 180° erfolgt. Daraus resultierte eine Anndherung an die endosomale
Membran [12]. In der finalen Struktur befinden sich Fusionspeptid und TMD wieder am gleichen

Ende des Proteins, das ein Trimer aus helikalen Haarnadelmotiven darstellt. Durch die damit
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verbundene Annédherung der beiden Membranen wird deren Fusion initiiert [5,9,13]. Neben diesem
Modell wird allerdings noch ein weiterer Weg diskutiert. Aus der Insertion des Fusionspeptids in die
Virusmembran und einer damit verbundenen Zugkraft konnte diese stark gekriimmt werden. Bei
Anhaften des Virusproteins an der endosomalen Zielmembran wiirde durch die dort induzierte
Kriimmung eine Anndherung der virale Membran resultieren und die Fusion erfolgen [14]. Eine
weitere Moglichkeit besteht in der gleichzeitigen Insertion des Fusionspeptids sowohl in Virus- als
auch Zielmembran. In diesem veralteten Modell wiirden die Fusionsproteine ihre Fusionpeptide, wie
aus einer Pistole abgefeuert, willkiirlich auf beide Membranen verteilen. Durch Umfaltungsprozesse
wiirden dann die Membranen angendhert und schlieBlich fusioniert werden [15]. Anhand der
gefundenen Ergebnisse zeigt sich zwar, dass das Fusionsprotein von Typ I eine Anndherung der
Virusmembran an die Zielmembran durch eine konformationelle Anderung der Struktur seiner
Coiled-coil Doméne bewerkstelligt, wie es aber letztendlich zur Fusion kommt, konnte nicht

erschopfend geklart werden [4].

Im Gegensatz zu Typ I besitzen virale Fusionsproteine des Typs II eine vollkommen andere
Struktur. Zu ihnen zdhlen unter anderem E-Glykoproteine aus Flavi- und Alphaviren wie das Semliki
Forest Virus (SFV). Die Sekundarstruktur der Fusionsproteine besteht hier in erster Linie aus [3-
Strdngen [16]. Zudem verfiigen Typ Il Proteine {iber ein internes und kein terminales Fusionspeptid.
Ihre Fusion an der Zielmembran erfolgt schneller und weniger anfillig flir niedrige Temperaturen
[17,18]. Trotz dieser groBen Unterschiede konnte gezeigt werden, dass sowohl virale
Fusionsproteine von Typ I als auch von Typ II wihrend der Fusion #hnliche Zwischenstufen
durchlaufen. Dies wird als starker Hinweis auf einen zugrundeliegenden universellen

Fusionsmechanismus gewertet [19].

In eukaryotischen Zellen sind sowohl bei der Fusion von intrazelluldren Transportvesikeln
entlang des sekretorischen Wegs als auch bei der Neurotransmitterausschiittung aus prasynaptischen
Nervenzellen in den synaptischen Spalt eine Reihe von Proteinen aus verschiedenen Familien

involviert, unter anderem auch die Rab-Proteine.

Rab-Proteine zdhlen zur Familie kleiner GTP (Guanosintriphosphat)-bindender Proteine. Sie
regulieren die Membranfusion von sekretorischen Vesikeln (SV) an verschiedenen subzelluldren
Kompartimenten. Die Untergruppe der Rab3-Proteine wird fiir die Limitierung der
Neurotransmitterausschiittung nach Induzierung durch ein Ca®’-Signal verantwortlich gemacht. Sie
verfiigen iiber keine TMD und sind durch Prenylanker auf der cytosolischen Seite der Membran von
synaptischen Vesikeln lokalisiert. Es wurde postuliert, dass Rab-Proteine im an GTP gebundenen
Zustand durch Interaktion mit Rabphilin, einem peripheren Membranprotein auf synaptischen

Vesikeln und RIM (Rab3 interacting molecule) fiir eine spezifische Platzierung der Transportvesikel
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in der Zelle (,targeting®) sowie fiir eine Steuerung der Fusion der Vesikel verantwortlich sind

[20,21].

Neben den Rab-Proteinen sind bei der gezielten Annédherung von synaptischen Vesikeln weitere
Faktoren, sog. ,.tethering“-Faktoren verantwortlich. Diese Vorgénge werden als erster Schritt bei der

Anndherung von Vesikeln und der resultierenden Fusion an der Zielmembran bezeichnet [22-24].

Nach einer spezifischen Annéherung der Membran an die Zielmembran erfolgt die Einleitung
des Fusionsereignisses durch SNARE-Proteine. Sie besitzen das fiir sie charakteristische SNARE-
Motiv. Dieses besteht aus etwa 50 bis 60 Aminosduren, welche acht fiir die Ausbildung von Coiled-
coil Doménen typische helikale ,,heptad repeat“-Muster enthalten [25]. SNARE-Proteine sind auch
bei der Exozytose, d.h. der Fusion von intrazellulidren Transportvesikeln mit der Plasmamembran der

Zelle, beteiligt. Dabei erlaubt die regulierte Exocytose die kontrollierte Sekretion.

Eine tiberwiltigende Zahl von Arbeiten an SNARE-Proteinen deutet darauf hin, dass SNARE-
Proteine fiir intrazelluldre Fusionsvorginge ausschlaggebend sind. Am besten charakterisiert sind
dabei die SNARE-Proteine bei der Neurotransmitterausschiittung durch Nervenzellen in den

synaptischen Spalt, welche die Reizweiterleitung im menschlichen Korper ermdéglicht [26].

Bei den SNARE-Proteinen unterschied man urspriinglich v-SNARESs (vesikelassoziiert) und t-
SNARESs (lokalisiert auf der Zielmembran: engl. ,target). Ein Oberbegriff fiir v-SNAREs sind
VAMPs (vesicle associated membrane proteins) wie beispielsweise das Synaptobrevin (Syb).
Bekannte t-SNARESs sind Syntaxin (Syx) und SNAP-25 (synaptosome associated protein). Wéhrend
Syb und Syx jeweils eine TMD besitzen, ist SNAP-25 durch Palmitylierung von Seitenketten in der
Membran verankert. Sie besitzen jeweils ein SNARE-Motiv (SNAP-25 besitzt zwei). Die drei
Proteine assoziieren zu einem stabilen Komplex mit einer Stochiometrie von 1:1:1. Dieser Komplex
besteht aus einem Biindel von vier parallelen a-Helices, die jeweils ein SNARE Motiv darstellen.
Die TMDn sind alle am gleichen Ende dieses Biindels lokalisiert. Der Komplex (Abb. 1) ist
auBergewohnlich stabil und seine Struktur konnte aufgeklart werden [27]. Bei genauerer Betrachtung
der Struktur fiel auf, dass die unterschiedlichen Helices im Zentrum des Helixbiindels des
Kernkomplexes 3 Glutaminreste bzw. einen Argininrest beitragen. Diese Aminosduren sind in allen
bekannten SNARE-Proteinen konserviert. Deshalb werden die SNARE-Proteine neuerdings in Q-
SNAREs (Q = Glutamin) und R-SNAREs (R = Arginin) eingeteilt werden [28]. Den Kernkomplex
bilden stets drei Q-SNARE Motive, die weiterhin in Qa, Qb und Qc unterteilt werden koénnen, und
ein R-SNARE Motiv. So besitzt jeder SNARE Komplex die Zusammensetzung QaQbQcR.

Die Bildung des SNARE-Komplexes erfolgt nahezu irreversibel. Fiir die Dissoziation des
Komplexes ist die ATPase (ATP: Adenosintriphosphat) NSF (N-ethylmaleimid sensitive factor)

notwendig, bei der es sich um ein konserviertes Protein handelt, das bei allen SNARE-Komplexen
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agiert. Es ist innerhalb des Assoziations-Dissoziations-Zyklus des SNARE-Komplexes von

entscheidender Bedeutung [29].

Abb. 1 Struktur des SNARE-Komplexes [27]. Der C-Terminus befindet sich links. Die SNARE-

Motive von Synaptobrevin (Sb), Syntaxin (Sx) und SNAP-25 (Sn1 und Sn2) bilden ein paralleles
Helixbiindel.

SNARE-Proteine stellen die Maschinerie dar, durch welche die Fusion von Vesikelmembranen
mit Plasmamembranen gesteuert wird. Dafiir sind komplementire SNARE-Proteine in den zwei
Membranen wichtig. Bei der neuronalen Exocytose sind beispielsweise Syntaxinla und SNAP-25
auf der présynaptischen Plasmamembran lokalisiert, Synaptobrevin sitzt hauptséchlich auf den
synaptischen Vesikeln. Bei Anndherung der beiden Membranen assemblieren diese Proteine zu
einem SNARE-Komplex in der sogenannten trans-Konfiguration. Es wird angenommen, dass dies
diec Membranen zueinander zieht und so die durch die Hydratisierung der Phospholipide
hervorgerufene AbstoBBung iiberwunden werden kann. Dadurch koénnten in den Membranen
Ubergangszustinde auftreten, die letztendlich in der Fusion des Vesikels an der Membran enden.
Nach der Fusion sind die SNARE-Proteine auf der Plasmamembran lokalisiert (sog. cis-
Konfiguration) und kénnen nach Dissoziation durch NSF sich wieder an der Fusion beteiligen.

Gemal dieser Sichtweise konnen SNARE-Proteine als Fusionskatalysatoren aufgefasst werden [30].

Untersuchungen an Liposomen konnten bestitigen, dass SNARE-Proteine eine minimale
Fusionsmaschinerie darstellen. Hierzu wurde ein Satz von SNARE-Proteinen, welche bei der
neuronalen Reizweiterleitung beteiligt sind, in Liposomen rekonstituiert. Dabei wurde eine
Vesikelpopulation mit dem v-SNARE Protein Synaptobrevin (bzw. VAMP) bestiickt und in eine
andere Population die t-SNARE Proteine Syntaxin und SNAP-25 rekonstituiert. Es konnte gezeigt
werden, dass diese Proteine nach Mischen beider Vesikelpopulationen zu einem stabilen SNARE-
Komplex assemblieren. Dies fiihrte bei physiologischer Temperatur zu vollstdndiger Fusion. Durch
Inkubation der Vesikel bei 4°C erfolgte eine Ausbildung der SNARE-Komplexes bei kaum
vorhandener Fusion. Die Assemblierung der in den Vesiklen vorhandenen SNARE-Proteine erfolgte
zeitlich gesehen vor der Fusion [31]. In einer anderen Studie konnte gezeigt werden, dass die
Bildung des SNARE-Komplexes fiir die Fusion wichtig ist, da gezielte Abspaltung einer SNARE-
Doméne von SNAP-25 durch das Botulinus Toxin die Membranfusion hemmte. Zusammen mit dem

Ergebnis, dass die Fusionsgeschwindigkeit von Vesikeln, welche einen Satz von SNARE-Proteinen
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enthalten, nicht durch vorherige Aggregation erhdht werden konnte, deutete das darauf hin, dass die
Ausbildung des SNARE-Komplexes nicht alleine zur Anndherung dient, sondern im weiteren

Verlauf der Fusion beteiligt ist [32].

Beim Vergleich der Strukturen von viralen Fusionsproteinen mit den SNARE-Proteinen zeigen
sich zundchst Unterschiede. Bei der viralen Fusion sind oligomere Formen eines einzigen
Fusionsproteins beteiligt, welches aus einer durchgehenden Polypeptidkette besteht. Bei der
Membranfusion durch SNARE-Proteine ist ein Satz von verschiedenen Proteinen involviert. Auch
die groftenteils aus p-Faltblattstrukturen bestehenden viralen Fusionsproteine des Typs Il zeigen

starke strukturelle Diskrepanzen zu den Fusionsproteinen des Typs 1.

Sowohl in struktureller als auch in funktioneller Hinsicht konnten allerdings Ahnlichkeiten
zwischen viralen Fusionsproteinen und SNARE-Proteinen festgestellt werden. So erfolgt bei beiden
Systemen die Ausbildung von superhelikalen Doménen [33]. Diese bestehen im SNARE-Komplex
aus einem parallelen Helixbiindel. Bei der viralen Fusion erfolgt die Ausbildung eines antiparallelen
Helixbiindels mit haarnadelartigen Strukturen (,hairpins®). In den finalen Strukturen beider
Fusionsproteintypen findet eine Kolokalisation von Fusionspeptid und TMD (virale Fusion) [10,12]

bzw. aller TMDn (SNARE-mediierte Fusion) statt [27,34].

Abb. 2  Vergleich der Strukturen von viralen Fusionsproteinen mit dem SNARE-Komplex [31]. A,
Virale Haarnadelstruktur der durchgehenden Polypeptidkette von Influenza HA. B, Angenommene
Struktur des SNARE-Komplexes, welche wenig spater kristallographisch bestatigt wurde [27].

Auch aus funktioneller Sicht ergeben sich bei beiden Systemen gewisse Ahnlichkeiten. Die
Uberwindung der AbstoBungskrifte der Membranen und die dadurch gewihrleistete Anndherung
erfolgt bei den viralen Fusionsproteinen durch eine Konformationsdnderung. In dhnlicher Weise
erfolgt die Bildung des SNARE-Komplexes vom N-Terminus her gleich einem ReiBverschluss
(,,zippering*). Dies fiihrte schon vor der Kristallisation des SNARE-Komplexes durch Sutton et al.
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[27] zur Postulierung von sogennanten ,,SNARE-pins* (siche Abb. 2B), welche hohe Ahnlichkeiten

mit den bis dato bekannten viralen Haarnadelstrukturen (,,viral hairpins*; Abb.2A) aufweisen [31].

Die viralen sowie SNARE-mediierten Fusionsvorginge werden jeweils durch ein Signal
ausgelost. Bei viralen Fusionsproteinen erfolgt die fir die Fusion notwendige
Konformationséinderung ~ durch  die  pH-Absenkung im  Endoplasma. Bei  der
Neurotransmitterausschiittung induziert ein Ca>" Signal iiber das Sensorprotein Synaptotagmin die

Exocytose [35].

Aufgrund dieser strukturellen und funktionellen Ubereinstimmungen von viralen
Fusionsproteinen und den SNARE-Proteinen wurde die Formulierung eines allgemeinen
Mechanismus der Membranfusion angestrebt [36]. Hierin bewirken sowohl Typ I und Typ II
Virusfusionsproteine als auch SNARE-Proteine eine Anndherung der Membranen. Die finalen
Strukturen der Fusionsproteine bzw. Proteinkomplexe, in denen die TMDen in grofler Néhe

zueinander vorliegen, weisen hierin groBe Ahnlichkeiten auf (Abb. 3).
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Abb. 3  Vergleich von viralen und intrazellularen Fusionsproteinen [36]. A, Virale Fusion von Typ Il
Fusionsproteinen. B, HA2 von Influenza haemagglutinin. C, Intrazelluldre Fusion von SNARE-
Proteinen.
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1.2 Ubergangszustande bei der Membranfusion

Die Fusion zweier Membranen bedingt die Vermischung zweier Lipiddoppelschichten. Diese
liegen im lebenden Organismus in fliissig-kristallinem Phasenzustand vor. Durch ihre Hydratisierung
miissen bei der Anndherung hohe Abstofungskrifte iberwunden werden. Mit der Vermischung
wihrend der Fusion und der Ausbildung einer neuen Lipiddoppelschicht sind zudem drastische
Restrukturierungen der Lipide der Membranen verbunden. Vieles deutet darauf hin, dass zur
Uberwindung der AbstoBungskrifte und der Restrukturierung maBgeblich die an der Fusion
beteiligten Membranproteine beitragen. Der genaue Ablauf der Membranfusion konnte auf
molekularer Ebene trotz vieler Bemiihungen allerdings bislang noch nicht restlos geklart werden.
Unter verschiedenen Blickwinkeln wurden deshalb mehrere Modelle postuliert, in welchen

unterschiedlich Zwischenzustinde auftreten [37,38].

In einem Modell bilden die Membranproteine selbst einen Kanal, eine sogenannte
,proteinartige™ Fusionspore, durch die fusionierenden Membranen. Dabei assemblieren zunéchst die
an der Fusion beteiligten Membranproteine zu einem Komplex, in dem keine Lipide vorkommen. In
seiner Mitte bildet sich ein Kanal dhnlich einem Ionenkanal. Erst in einem spéteren Schritt erfolgt
dann die Vermischung der Lipide nach Aufldsung des Komplexes (Abb. 4A). Dieses Modell wird
unter anderem durch Ergebnisse bei der Messung der Kapazititszunahme an Neutrophilen wéhrend
der Exo- und Endocytose von Vesikeln unterstiitzt. Hier wurden vergleichbare Leitfahigkeiten

ermittelt wie bei lonenkanéalen [39,40].

Bei anderen Modellen bilden die Lipide nichtlamellare Phasen im Ubergangszustand aus. Bei
dieser sog. ,,Stalk“-Hypothese wird die Vermischung von Lipiden zweier Membranen wéhrend deren
Fusion mit einem , lipidartigen” Ubergangszustand erklirt. Demnach niihern sich diese an, durch
lokale Storung ihrer Struktur erfolgt zunichst die Vermischung der proximalen Lipidschichten und
es bildet sich der eigentliche ,,Stalk mit der Form &hnlich einer Eieruhr (Abb. 4B und 4C) [37].
Durch dessen Ruption erfolgt schlieBlich die Formierung der Fusionspore. Die TMDn der
Membranproteine konnten in diesem Modell einen Ring um den Ubergangszustand bilden.
Computersimulationen unterstiitzen dieses Modell [41,42]. Der durch die Vermischung der
proximalen Lipidschichten entstehende Ubergangszustand wird als Hemifusion bezeichnet. Um das
Fusionsverhalten von amphipatischen Peptiden zu erkldren, wurde eine Variante des ,,Stalk“-Modells
formuliert. Hierbei bilden die Peptide keine Ringe wie bei den TMDn in Abb. 4B und 4C, sondern
liegen lediglich auf der Membran (Abb. 4D). Durch lokale Storung der Lipidschichten wird dabei die
AbstoBungskraft der Hydrathiillen iiberwunden. Ein derartiges Modell konnte eine Erklarung fiir die
sehr rasche Fusion durch virale Fusionsproteine vom Typ II liefern, deren interne Fusionspeptide

nicht komplett in die Lipiddoppelschicht eintauchen kénnen.
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Abb.4  Modellvorstellungen zur Rolle von Proteinen in Ubergangszustdnden wéahrend der
Membranfusion [37]. A, Proteinartige Fusionsporen weisen oligomere Transmembrankomplexe mit
einem hydrophilen Tunnel in der Mitte auf. B und C, Uberwiegend auf der Interaktion von Lipiden
basierende Ubergangszustéande. Die Transmembrandomanen bilden lockere Komplexe in Ringform,
in deren Mitte sich die Lipide durch Ausbildung Ubergangszustandes (,Stalk*) vermischen. D, Fusion
durch amphipathische Peptide, die eine lokale Stérung der Lipidschichten hervorrufen.

Abb. 5 zeigt eine genauere Betrachtung der Vorgénge wihrend der Fusion von zwei Vesikeln
basierend auf der ,,Stalk“-Hypothese. Die Vesikel werden hierbei als kugelformige Korper
angenommen (Abb. 5A). Die &ufleren, proximalen Lipidschichten bildet eine konvexe Wdlbung aus,
die auch positive Kurvatur bzw. Kriimmung genannt wird. Die inneren, distalen Lipidschichten
hingegen verfiigen iiber eine konkave Wolbung. In diesem Zusammenhang spricht man von
negativer Kurvatur. Bei Hemifusion sind die proximalen Schichten vermischt, zeitgleich aber die
distalen Lipidschichten noch unverdndert (Abb. 5B). Dadurch entsteht der sog. ,,Stalk*, welcher die
Form einer Eieruhr besitzt (VergroBerung in Abb. 5B). Dabei sind die Lipide der dufleren Schicht
jedoch gezwungen, eine energetisch ungiinstige konkave Wolbung bzw. negative Kurvatur
einzugehen. Da unter physiologischen Bedingungen Membranen in fliissig-kristallinem Zustand
vorliegen, kann dies aufgrund ihrer Elastizitit erfolgen. Zudem muss auch die intrinsische Struktur

der Lipide beriicksichtigt werden. Aufgrund des rdumlichen Ausmales ihrer Kopfgruppen und der
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Acylkettenregionen kdnnen sie Einfluss auf die Kriimmung von Membranen ausiiben. Phospholipide
wie Diacyl-Phosphatidylethanolamin oder Diacyl-Phosphatidylglycerin beispielsweise besitzen
beziiglich des rdumlichen Querschnitts eine im Vergleich zur Acylkettenregion kleine Kopfgruppe.
Man spricht in diesem Zusammenhang von kegelformigen Phospholipiden. Sie verfiigen iiber die
Fahigkeit, negative Kurvatur wihrend Hemifusion zu begiinstigen. Bei Lipiden wie
Lysophosphatidylcholin (LPC), bei dem neben Cholin nur eine Fettsdure an Glycerin verestert ist, ist
es genau umgekehrt. Da hier die Kopfgruppe groBer ist als der hydrophobe Teil, stabilisieren sie
positive Krimmung [43]. Diese Form wird als invertierter Kegel beschrieben. So kann die

Lipidzusammensetzungen die Fusion férdern bzw. hemmen [44].

A B C D
positive Kurvatur

verlangerte
“Stalk™-Struktur “Stalk"-Struktur

-8-8-0

/ negative Kurvatur

Abb.5 Ubergangszustande und Kurvatur von Lipidschichten wahrend der Vesikelfusion gemaR
der ,Stalk“-Hypothese. Die &auReren Lipidschichten kugelférmiger Vesikel bildet eine konvexe
Krimmung bzw. positive Kurvatur (A). Bei der Fusion erfolgt zundchst die Vermischung der
proximalen Lipidschichten. Hierbei entsteht die sog. ,Stalk“-Struktur (B), bei der die aulere
Lipidschicht neben der urspriinglichen positiven Kurvatur an der Kontaktflache eine negative Kurvatur
eingehen muss. Durch Vergroflerung der Kontaktflache entsteht die erweiterte ,Stalk“-Struktur (C).
Die komplette Fusion erfolgt durch Ruption der ,Stalk“-Struktur wodurch auch die distalen
Lipidschichten vermischt werden (D).

Im weiteren Verlauf der Fusion vergrofert sich die ,,Stalk“-Struktur durch laterale Ausdehnung
der Kontaktfliche der beiden Membranen und bildet eine verlangerte ,,Stalk“-Struktur (Abb. 5C).
Ruption dieser Struktur ermoglicht in der Vermischung der inneren Lipidschicht der Vesikel und
fiihrt somit zum Fusionsprodukt. Energieberechnungen bestitigen, dass bei der Fusion von

Membranen zwischenzeitlich Ubergangsstrukturen wie ,,Stalk“-Strukturen und verlangerte ,,Stalk*-

11
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Strukturen auftreten kdnnen [45-48]. An Lipidschichten aus Diphytanylphosphatidylcholin, welches
dhnlich wie Phosphatidylethanolamin  eine negative  Kurvatur  begiinstigt, wurden
Rontgenstrukturanalysen durchgefiihrt. Dabei wurden in Abhéngigkeit der Temperatur und der

relativen Feuchtigkeit verschiedene Muster erhalten (Abb. 6).

A - B C

10nm ———>

Abb. 6  Réntgenstrukturanalyse von Lipidschichten bei der Membranfusion [49]. A,
Beugungsmuster (oben) und Elektronendichtetopologie (unten; hohe Intensitat = weild, niedrige
Intensitdt = schwarz) einer lamellaren Lipidstruktur. B, Beugungsmuster einer rhombohedralen
Struktur. Die Elektronendichte zeigt das Vorhandensein einer einem Uhrglas ahnlichen Struktur
(,Stalk”). C, Beugungsmuster einer zweidimensionalen hexagonalen Struktur.

Die Auswertung der Beugungsmuster zeigte, dass das untersuchte Lipid neben der anfénglichen
lamellaren Phasen (Abb. 6A) durch Erhoéhung der Temperatur und/oder der Feuchtigkeit
verschiedene andere Phasenzustidnde eingeht. Dabei trat zunichst ein Zustand auf, dessen Form einer
Sanduhr #hnelt und der ,,Stalk“-Hypothese entspricht (Abb. 6B). Daneben wurde auch eine
hexagonale Struktur beobachtet, welche Lipiden in der Hy-Phase entspricht (Abb. 6C). Diese
Beobachtung wird als Bestétigung fiir die ,,Stalk“-Hypothese und als damit verbundener Nachweis

von Hemifusion gewertet [49].
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1.3 Rolle der Transmembrandoméanen von fusogenen Membranproteinen bei der

Membranfusion

Die Rolle der TMD von Fusionsproteinen wurde bei der Diskussion der Ubergangszustinde
wihrend der Fusion schon angedeutet. Eine Vielzahl an Forschungsarbeiten beschiftigte sich
deshalb mit ihrem Einfluss auf die Membranfusion. Bei Untersuchungen des Fusionverhaltens von
Influenza Hamagglutinin wurde beispielsweise dessen TMD durch einen Glykosylphosphatidyl-
inositolrest (GPI-HA), also einen lipidartigen Membrananker, ersetzt. Mikroskopische Unter-
suchungen zeigten, dass Zellen, welche GPI-HA expremieren, den Kontakt mit der Membran von
Erythrozyten herstellen. Dabei konnte zwar die Vermischung der Lipide gemessen werden,
allerdings kam es nicht zu einer Vermischung des Inhalts der Liposomen mit der Zelle [50]. Bei
Untersuchungen von Kapazititsinderungen mittels ,,patch-clamp* Technologie wurde festgestellt,
dass bei der durch GPI-HA induzierten Fusion von Zellen kleine, nicht groBer werdende
Fusionsporen ausgebildet werden [51]. Diese Ergebnisse zeigten die Notwendigkeit einer
membrandurchspannende Doméne fiir die Ausbildung bzw. die Ausweitung einer kleinen
Fusionspore und dem Erhalt vollstindiger Fusion. Vergleichbare Ergebnisse wurden auch mit
Mutanten von HA erzielt, bei denen die TMD schrittweise verkiirzt wurde. Dabei trat mit kiirzerer

TMD ein signifikant steigender Anteil an Hemifusion auf [52].

Bei den SNARE-Proteinen Sncl und Ssol, die aus Hefe stammen, wurde die TMD durch
Geranylgeranylreste ersetzt. Es konnte bei Uberexpression in Hefezellen festgestellt werden, dass die
Exozytose an einem Punkt nach dem Andocken (,,Docking®) der Vesikel blockiert wurde. Es wurde
deshalb postuliert, dass Fusionsproteine ohne TMD nicht dazu in der Lage sind, die Vermischung
der distalen Lipidschichten zu katalysieren [53]. In gleicher Weise verhinderte ein Prenylanker, der
anstelle der TMD in Hefe-SNAREs eingesetzt wurde, die Vakuolenfusion [54]. Kiirzlich wurden
zudem Untersuchungen an dem SNARE-Protein Snc2, einem v-SNARE aus Hefe, unternommen,
wobei dessen TMD halbiert wurde. Dabei konnte gezeigt werden, dass das Protein mit verkiirzter
TMD keine komplette Fusion induzieren konnte und iiberwiegend Hemifusion auftrat [55]. Ahnliche
Ergebnisse wurden durch Punktmutationen in der TMD von HA [56], dem VSV (Vesicular
Stomatitis Virus) G-Protein [56] und von anderen viralen Fusionsproteinen erhalten [57-59]. Anhand
dieser Ergebnisse wird deutlich, dass es sich bei der TMD nicht nur um einen ,,Membrananker*,
sondern vielmehr um eine eigenstindige Doméne des Membranproteins handelt, welcher wéhrend

der Fusion eine wichtige funktionelle Bedeutung zukommt.

Um die Rolle der TMD von Membranproteinen néher zu charakterisieren, wurden
Fusionsstudien an Liposomen durchgefiihrt. Dabei wurden synthetische Peptide verwendet, deren

Sequenz der TMD von Fusionsproteinen entspricht. Die TMD des VSV (vesikuldrer Stomatitis
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Virus) G-Proteins, welches strukturell und funktionell mit dem Influenza HA Fusionsprotein
verwandt ist, wurde mit zwei unabhingigen Methoden untersucht. Dabei zeigte sich, dass das
synthetische Peptid fusogene FEigenschaften besitzt, die mit denen des vollstindigen Proteins
vergleichbar sind [60,61]. Durch Mutation der TMD des VSV G-Proteins konnte gezeigt werden,
dass das Ausmal} der Fusion in vivo von der Sequenz des TMD abhéngt [62]. Auf synthetische
Peptide wirkten diese Mutationen in vitro die gleichen Effekte aus [60]. Die Untersuchung von
Peptiden stellt folglich eine Alternative zu aufwéindigen Analysenverfahren mit Hilfe rekombinanter

Proteine dar.

Auch Peptide, die der Sequenz der TMD von synaptischen SNARE-Proteinen entsprechen,
wurden untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass auch diese TMD-Peptide die Fusion von
Liposomen fordern. Durch Aggregation mit zweiwertigen Kationen wie Ca®" wurde eine weitere
Erhohung erreicht. Das Ausmal3 der Fusion konnte durch anfangliche Zugabe von LPC in die duflere
Lipidschicht der Liposomen verringert werden [60]. Da LPC positive Kurvatur begiinstigt [43], wirkt
es der Ausbildung der negativen intrinsischen Kurvatur in der duleren Schicht entgegen, was fiir
Hemifusion noétig ist. Dies diente im Gegenzug der Bestitigung von Hemifusion im

Ubergangszustand.

Durch Sekundéirstrukturanalyse mittels CD-Spektroskopie konnte gezeigt werden, dass die
fusogenen Peptide in Losung in einem Gleichgewicht aus a-helikaler und B-faltblattartiger Struktur
vorliegen. Die Fahigkeit eines Peptids zur Induzierung von Liposomenfusion verhielt sich reziprok

zur Stabilisierung dessen helikaler Struktur [61,63].

Ferner wurde durch Datenbankanalysen [63] eine Uberreprisentation von B-verzweigten
Aminosduren Ile und Val in den TMD von SNARE-Proteinen festgestellt (Abb. 7). Auch beim
Vergleich der Zusammensetzung von TMDn von viralen Fusionsproteinen mit viralen nicht
fusogenen Membranproteinen wurde festgestellt, dass bei den fusogenen Spezies B-verzweigte

Aminosduren haufiger vorkommen [62].

Studien an Peptiden haben gezeigt, dass Valin und Isoleucin in B-Faltblattstrukturen giinstigere
Energiezustdnde einnehmen als in helikalen Strukturen. Ihnen wurde deshalb bei der Ausbildung von
Sekundirstukturen eine Propensitit zur Helix-Destabilisierung zugeschrieben [64,65]. Diese
Eigenschaft begriindet sich in der Differenz der freien Energie der Rotamere von Valin bzw.

Isoleucin, welche in der Faltblattstruktur niedriger ist als in Helixstruktur [66].
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Abb. 7  Vergleich der Aminosaurezusammensetzung von TMDn [63] zeigt eine Uberreprasentation
von Leu, lle und Val.

Die Héufung von B-verzweigten Aminosduren in den iiberwiegend helikalen TMDn von
fusogenen Proteinen deutet auf einen Zusammenhang zwischen helix-destabilisierender Tendenz der
Aminosduresequenz und Fusogenitit hin. Deshalb wurde ein Modell vorgeschlagen, wonach die

strukturelle Plastizitdt der Peptide die Funktion des Fusionsproteins unterstiitzt [60,63].
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1.4 Liposomenfusion durch FRET

Ein Verfahren zur experimentellen Bestimmung der Membranenfusion basiert auf dem
Fluoreszenzresonanzenergietransfer (FRET) von zwei fluoreszierenden Farbstoffen. Aufgrund der
spektralen Uberlappung des Emissionspektrums eines Donorfarbstoffes mit dem Anregungsspektrum
eines Akzeptorfarbstoffes erfolgt bei FRET ein strahlungsloser Energietransfer, d.h. es werden vom
Donor keine Photonen emittiert. Die Effizienz (E) des FRET ist reziprok proportional zur 6. Potenz
des Abstandes der beiden Molekiile und wird durch die Forster-Gleichung: E = 1 / (1+(R/R¢)%)
ausgedriickt. In dieser wird der Zusammenhang zwischen der Effizienz des Energietransfers und dem
Abstand R bzw. dem Forsterradius Ry beschrieben. Thre Anwendung erlaubt sehr genaue

Untersuchungen geringster Abstandsverdnderungen.

Traditionell wird FRET bei der Aufklirung von Strukturen von Proteinen als eine Art
molekulares Lineal verwendet [67]. Der Forsterabstand beschreibt die Distanz zwischen den beiden
Fluorophoren, bei der eine Energietransfereffizienz (E) von 50% auftritt. Bei diesem Abstand wird
die Hélfte der Emissionsenergie des Donors als Strahlung emittiert, durch die andere Hélfte wird der
Akzeptor angeregt. Man spricht in diesem Zusammenhang auch von Loschung der Emission des
Donors durch den Akzeptor. Der Forsterabstand Ry ist von den spektralen Eigenschaften des Donors

sowie des Akzeptors abhingig.

Auch zur Untersuchung der Membranfusion von Liposomen wurde ein Verfahren basierend auf
FRET entwickelt [68,69]. Die beiden Fluoreszenzfarbstoffe NBD (7-Nitro-2-21,3-benzoxadiazol;
Fluoreszenzdonor) und Rh (Lissamin-Rhodamin B sulfonsdure; Fluoreszenzakzeptor) sind dabei
kovalent an PE (Phosphatidylethanolamin) gebunden. NBD-PE (Anregung 460 nm, Emission 530
nm) besitzt ein Emissionsspektrum, welches spektral mit dem Anregungsspektrum von Rh-PE
(Anregung 530 nm, Emission 590 nm) iiberlappt. Beide Molekiile werden in Liposomen eingebaut.
Die Konzentrationen der Fluorophore, bezogen auf die Anzahl an Lipidmolekiilen, wird dabei so
gewdhlt, dass diese auf den Liposomen Abstinde unterhalb des Forsterradius besitzen. Dadurch ist
gewihrleistet, dass nach Anregung von NBD der Grofiteil seiner Emissionsenergie strahlungslos auf
Rh-PE iibertragen wird. Bei der Fusion eines Donorliposoms, welches die beiden Farbstoffe enthilt,
mit einem sog. Akzeptorliposom, welches keine Farbstoffe enthélt, werden die Lipide vermischt. Die
Konzentration der Farbstoffe nimmt ab und somit auch der Abstand der beiden Fluorophore
zueinander. In der Folge sinkt die FRET-Effizienz, wordurch Fluoreszenz von NBD in Form von
Strahlung emittiert wird. Die Messung dieser Emission spiegelt also den Verlauf der Membranfusion
wieder (Abb. 8). Durch zeitliche Aufnahme dieser Emissionsenergie wird eine Kinetik erhalten,

anhand derer sich die Fusion der Liposomen beschreiben lésst.
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Abb. 8 Liposomenfusion durch FRET zwischen NBD-PE und Rh-PE. Durch die Fusion steigt der
Abstand zwischen Donor und Akzeptor an. Die Emissionsenergie von NBD-PE wird deshalb nicht
mehr vollstandig strahlungslos auf Rh-PE Ubertragen. Die Energie der Emission bei 530 nm wird in
Abhangigkeit der Zeit gemessen und dient als Maf fiir die Fusion.

Bei der Herstellung von farbstoffmarkierten Liposomen wird NBD-PE sowie Rh-PE sowohl in
die @uflere als auch innere Lipidschicht eingebaut. Durch Bleichen mit dem Reduktionsmittel
Natriumdithionit (DTN) kann NBD zu einem nicht fluoreszierenden Farbstoff reduziert werden [70]

(Abb. 9).

R R
HN™ HN™
N 2. N
/= S,04 /=
(0] - = (@)
\ _— \ _—
N N
NO, NH,
fluoreszierend nicht fluoreszierend

Abb.9  Reduktion von NBD durch Dithionit (82042‘). Aus dem fluoreszierenden NBD entsteht ein
nicht fluoreszierendes Derivat.

Bei der Behandlung von rekonstituierten farbstoffmarkierten Liposomen mit DTN ist nur das
NBD-PE in der duBleren Lipidschicht fiir die Reduktion zugidnglich [71]. Unter geeigneten
Bedingungen kann somit NBD in der dufleren Schicht vollstindig reduziert werden. Dies erlaubt die
Unterscheidung zwischen Hemifusion und kompletter Fusion, da nur im letzteren Fall ein
Fluoreszenzanstieg DTN-behandelter Liposomen zu messen ist. Abb. 10 verdeutlicht nochmals die

dabei auftretenden Zusammenhinge.
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Abb. 10 Unterscheidung von Hemifusion und vollstandiger Fusion durch Reduktion des NBD-PE in
der &ufleren Lipidschicht. A, Ohne DTN-Behandlung resultiert eine Vermischung der Lipide im
Hemifusionszustand bereits in einem Anstieg der Fluoreszenz von NBD. Eine Unterscheidung vom
Zustand kompletter Fusion ist deshalb nicht mdglich. B, Nach DTN-Behandlung erfolgt im
Hemifusionszustand noch kein Anstieg der NBD-Fluoreszenz. Dies ist erst nach Vermischung der
inneren Lipidschicht der Fall.

Das beschriebene System wurde in der vorliegenden Arbeit dazu angewendet, um die

Fusionseigenschaften von neuartigen membranfusogenen Peptiden zu charakterisieren.
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2 Ziel der Arbeit

Wie oben ausgefiihrt, deutete sich ein struktureller Zusammenhang zwischen der Flexibilitdt von
Peptiden, die den TMD von Fusionsproteinen entsprechen und deren fusogenen Eigenschaften an
[60,63]. In dieser Arbeit soll ein neuer, eigenstdndiger Weg beschritten werden, um diese Hypothese
aus anderer Perspektive heraus zu untersuchen. Durch das de novo Design und die Rekonstitution
von Peptiden in Liposomen sollen die Zusammenhénge zwischen Sequenz der TMD und Fusogenitét
systematisch geklédrt werden. Dabei sollen verschiedenen Komponenten des rekonstituierten Systems
(vgl. Abb. 11) zunichst einzeln charakterisiert und die erhaltenen Erkenntnisse dann in ein

Gesamtbild zusammengefiigt werden.

flankierende
Aminoséauren

Kopfgruppen der
Phospholipide .
‘ Kernsequenz

(hydrophobe Reste)

Acylketten der
Phospholipide

hydrophober
Ligand

i

Abb. 11 Ziel der Arbeit: Charakterisierung der bei der Membranfusion beteiligten Komponenten.
Phospholipide sind unterteilt in Kopfgruppen und Acylkettenregion. Sie bilden Lipiddoppelschichten.
Peptide sind in hydrophobe Kernsequenz und flankierenden Aminosauren unterteilt. Zudem wird der
Einfluss eines hydrophoben Liganden evaluiert.

Durch systematische Variation der hydrophoben Kernsequenz der Peptide soll deren Féhigkeit
zur Ausbildung verschiedener Sekundirstrukturen variiert werden. Untersuchungen in Liposomen
sollen dann den Einfluss der Peptidsequenz auf die Fusogenitit aufzeigen. Die Rolle der
flankierenden Aminosduren soll separat ermittelt werden. Die erhaltenen Ergebnisse aus der
Betrachtung des Modellsystems sollen dazu dienen, die Fusionseigenschaften einer TMD eines

SNARE-Proteins aus Hefe besser interpretieren zu konnen.

Hydrophobe Liganden stabilisieren Sekundirstukturen von Peptiden. Ein Aminopyrazolderivat
zeigte Interaktion mit Peptiden in der P-Faltblattkonformation. Daher soll der Zusammenhang

zwischen Helix-Destabilisierung des Liganden und Fusogenitit von Peptiden untersucht werden.

Ein weiterer Schwerpunkt betraf den Einfluss von Lipiden auf die Membranfusion. Durch die
Verwendung unterschiedlicher Lipidspezies soll zundchst {iiberpriift werden, wie sich die
Nettoladung der Kopfgruppe auf die Membranfusion auswirkt. Untersuchungen an Lipiden mit der
mehrfach ungesittigten Fettsdure DHA (Docosahexaenséure) als Seitenkette sollen Einfliisse der

Acylkettenregion auf die Fusion aufzeigen.
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3 Material und Methoden

3.1 Materialien

Die verwendeten Peptide wurden durch tert-Butoxycarbonyl-(Boc)-Synthese [72] hergestellt
(PSL, Heidelberg). Sie wurden als Lyophilisat erhalten. Da es sich um TFA (Trifluoacetat)-Salze aus
der Synthese handelte, wurden sie nach Erhalt in milliQ-H,O suspendiert und mittels verdiinnter
Ammoniaklosung neutralisiert. Der pH-Wert wurde dabei mittels pH-Papier iiberpriift und von etwa
3 auf 7,5 erhoht. Danach wurden die Peptide erneut lyophylisiert (iiber Nacht). Um Zersetzung zu

minimieren wurden sie fortan wurden im Gefrierschrank bei -80°C aufbewahrt.

Phosphatidylcholin (PC) wurde aus Hiihnereigelb (Serva) mittels Sdulenchromatographie
aufgereinigt [73]. Dazu wurden 62,5 g wasserfreies Aluminiumoxid (Aktivititsstufe 1) in 75 ml
CHCI; suspendiert und in eine Chromatographiesdule (Durchmesser ca. 2 cm, Hohe ca. 40 cm)
gefullt. Nach Absetzen des Al,O; wurden 2,5 g Ei-PC, gelost in 50 ml CHCls, auf die Sdule gegeben.
Danach wurde noch mit 40 ml CHCI; bei einer FlieBgeschwindigkeit von ca. 10 ml/min gewaschen.
Die Elution erfolgte langsam durch CHCI;/MeOH 90:10 (v/v). Die ersten 50 ml wurden verworfen.
Danach wurden Fraktionen von je 15 ml in CHCl;-stabilen 50 ml Falcon-Tubes gesammelt. Die
Uberpriifung der Reinheit von PC in den gesammelten Fraktionen erfolgte durch
Diinnschichtchromatographie (DC) [73]. Dabei wurden jeweils etwa 5 pl auf fluoreszenzmarkierte
DC-Platten aus Kieselgel-60 (Alugram SIL G/UV,s,) aufgetragen. Das FlieBmittel war
CHCI3/MeOH/H,0 65:25:4 (v/v/v). Die Detektion der Lipide auf der Platte erfolgte entweder mittels
UV-Licht oder sie wurden fiir etwa 5 min in eine Jodkammer gestellt, wobei braune Flecken

entstanden.

Anhand der Retentionsfaktoren (Rf) wurde die Reinheit von PC in den Fraktionen im Vergleich
zu einem Standard ermittelt. Die R-Werte waren: PC = 0,25; PE = 0,5; Cholesterol = 0,88. Die
Fraktionen mit reinem PC wurden in einem vorher leer gewogenen Kolben vereinigt und das
Losungsmittel am Rotationsverdampfer (etwa 150 mbar) entfernt. Nach Trocknung im Vakuum (20
mbar) fiir etwa 1 Stunde wurde das Gewicht des PC bestimmt. Das Lipid wurde in CHCl; zu 10

mg/ml geldst und in kleine Braunglasflischchen aliquotiert.

Phosphatidylserin (PS) sowie Phosphatidylethanolamin (PE), aufgereinigt aus Gehirn, sowie die
synthetischen Lipide Palmityloleyl-phosphatidylcholin (POPC), Dioleyl-phosphatidylethanolamin
(DOPE), Dioleyl-phosphatidylserin (DOPS), Stearyl-docosahexanyl-PE und -PS wurden von Avanti
bezogen (Anvanti Polar Lipids, USA). Sie wurden ebenfalls zu 10 mg/ml in CHCl; geldst bzw.
dementsprechend verdiinnt. Die Fluoreszenzfarbstoffe N-(7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)-

dihexadecanylphosphatidylethanolamine ~ (NBD-PE) und  Lissamine™  rhodamine  B-
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dihexadecanylphosphatidylethanolamine (Rh-PE) wurden als Feststoff von Molecular Probes
bezogen. Nach Losen in CHCI; zu 1 mg/ml wurden sie auch in kleinere Geféalle aliquotiert. Da beim
Abwiegen auf der Analysenwaage relativ ungenaue Werte erhalten wurden, erfolgte eine
Konzentrationsbestimmung der beiden Farbstoffe durch Aufnahme einer UV-Absorptionsspektrums.
Die Berechnung der Konzentration erfolgte fiir NBD-PE durch Absorption bei 460 nm (E = 21.000
M em™) und fiir Rh-PE bei 530 nm (E = 75.000 M"'cm™).

Alle Lipide wurden nach Gebrauch stets mit Stickstoff iiberschichtet und nach luftdichtem
VerschlieBen mit Parafilm im Gefrierschrank bei -20 °C gelagert.

Das dimere Aminopyrazolderivat N,N’-Bis(5-methyl-1H-pyrazol-3-yl)oxaldiamid (AmpOX)
wurde von der Arbeitsgruppe Schrader in Marburg synthetisiert [74] und aufgereinigt. Da es sich
zeigte, dass die Substanz sowohl in TFE als auch in CHCI; sehr schlecht in Losung gebracht werden
konnte, wurde sie nach exaktem Einwiegen in DMSO gelost und die Losung zur Weiterverwendung

verdinnt.

Alle anderen verwendeten Chemikalien wiesen Analysenqualitdt auf. Alle Puffer wurden in
milliQ-Wasser angesetzt und die Stammldsungen mittels Einmalspritze durch einen Rundfilter

(PorengrofBe 0,23 pm) filtriert.

Die Messung der Fluoreszenzkinetiken wurden weie, nicht bindende 96-Loch Platten der Firma
Corning (Artikel-Nr. 3604, Conring Inc., USA) mit durchsichtigen Bdden verwendet. Diese wurden
vor erstmaligem Gebrauch und nach jedem Einsatz zunédchst mit Detergenz Triton X-100 gereinigt,
mit 96% Ethanol gewaschen und zuletzt mit dest. Wasser gespiilt. Nach Trocknung tiber Nacht bei
Raumtemperatur zeigten die Platten konstante Fusionsergebnisse und konnten etwa 20 mal wieder
verwendet werden. Zum Vergleich und aus Kostengriinden wurden auch durchsichtige 96-Loch
Mikrotiterplatten der Firma Sarstedt (Nr. 82.1581; Sarstedt, USA) verwendet. Nach iiblicher

Vorreinigung (siche oben) wiesen diese Platten identische Ergebnisse auf.

Zur Aufreinigung der Peptide mittels SPE wurden SepPak tC,-Séulen (Waters) verwendet.

3.2 Gerate

Die Quantifizierung der Peptide erfolgte am Ultrospec 3100pro UV/Vis-Spektrometer
(Amersham Bioscience, USA) unter Verwendung einer Mikroquarzkiivette (Volumen 100ul). Die

Datenausgabe erfolgte mittels Thermodrucker Modell DPU-414 (Seiko Instruments Inc., Japan).

Zur Rehydrierung der Lipidfilme wurde ein Thermomixer (Eppendorf, Hamburg) verwendet. Die

Sonifizierung der Lipidsuspension erfolgte im Branson Sonifier. Dabei regte der Ultraschallgenerator
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(Typ 102C) mittels Netzgerdt 450 den Becherresonator an (Branson, USA). Die Apparatur wurde

wihrend des Betriebs stets mit Eiswasser gekiihlt.

Die Fusionskinetiken wurden am BMG FLUOstar (BMG LabTechnologies, USA) durch
Messung der Fluoreszenz in 96-Loch Platten aufgenommen. Die Auswertung erfolgte durch die
Computersoftware FLUOstar Galaxy Version 4.21 und das Tabellenkalkulationsprogramm

Microsoft Excel.

Fusionskinetiken von Liposomen mit Histidin-Peptiden wurden in Fluoreszenzkiivetten aus
Quarzglas (Schichtdicke 1 cm) am Fluoreszenzspektrometer RF-1501 (Shimadzu, Japan)
aufgenommen. Dabei erfolgte die Auswertung durch die Software Hyper-RF. An diesem Gerat

wurde auch die Quantifizierung von Tryptophan (Details siche Methoden) durchgefiihrt.

Die Ultrazentrifugation erfolgte in Zentrifugenréhrchen aus Polyallomer im SW60-Ti Rotor in

der LE-80K Ultrazentrifuge (Beckman-Coulter, USA).

Der Nachweis von p-Kresol mittels HPLC erfolgte mit einem Waters System Typ Alliance
(Mod. 2695) mit Photodiodenarray (PDA)-Detektor (Mod. 996) auf einer analytischen Vydac C;-
Sdule (214TP54, 250 x 4.6 mm, GraceVydac, USA). Die Auswertung erfolgte mittels Millenium32
Software (Waters, USA). Alle massenspektrometrischen Messungen wurden am Waters QTof-
Ultima Elektrosprayionisation (ESI) Massenspektrometer durchgefiihrt. Zur Auswertung der Daten
wurde Masslynx 4.0 Software (Waters, UK) verwendet.

Die Lyophilisierung erfolgte in einem Gerédt vom Typ Delta 1-20KD (Christ, Osterode).

3.3 Methoden
3.3.1 Peptidquantifizierung

Die Peptide wurden in Form ihrer Lyophilisate bei -80°C gelagert. Zum Losen wurden sie
zunéchst im geschlossenen Gefal mindestens 30 min auf Raumtemperatur temperiert. Dann wurden
sic auf der Analysenwaage in Eppendorfreagiergefilen (2 ml) eingewogen und in TFE
(Trifluorethanol) zu etwa 2 mg/ml gelost. Ungelostes Peptid wurde durch Zentrifugation (13.000
rpm, 4 °C, 10 min) entfernt. Da aufgrund ihrer hohen Hygroskopizitét der ermittelte Wert der Waage
zu ungenau und die Menge an ungeldstem Peptid unbekannt war, wurde die Konzentration des
Peptids im Uberstand anhand der Absorption von Tryptophan ermittelt. Die Messung wurde in
TFE/DMSO (Dimethylsulfoxid) 1:1 (v/v) durchgefiihrt und ein Absorptionsspektrum im Bereich von
220 bis 330 nm gegen TFE/DMSO 1:1 (v/v). Anhand des Absorptionsmaximums bei 282 nm (g =
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5.600 M"-cm™) wurde die Konzentration des Peptids auf Grundlage des Lambert-Beerschen
Gesetzes berechnet (etwa 400 pM).

Alternativ (fir SPE) wurde Peptid in Acetonitril (AcN)/H,O 20:80 (v/v) gelost und gegen
AcN/H,0 80:20 (v/v) gemessen. Die ermittelten Konzentrationen, das Datum sowie der Name des
Peptids wurden auf dem Reagiergefdl vermerkt. Die Lagerung von geldsten Peptiden erfolgte bei

-20°C.

3.3.2 Aufreinigung von Peptiden mittels Festphasenextraktion

Eine SepPak tC,-Plus Séaule wurde senkrecht in einem Stativ eingespannt. Mit Hilfe einer 1 ml
Einmalkunststoffspritze wurde die Sdule zundchst mit 4 ml AcN konditioniert (FlieBgeschwindigkeit
~ 2-5 ml/min). Danach erfolgte die Equilibrierung mit AcN/H,O 5:95 (v/v) bei etwa 1-2 ml/min. Ein
Milliliter Peptidlosung einer Konz. von etwa 2 mg/ml in AcN/H,0 20:80 (v/v) wurde langsam bei 1
ml/min iiber die Sdule gepumpt. Der Durchfluss wurde gleichzeitig nach der Sdule gesammelt.
Dieser wurde mit der direkt folgenden Fraktion von 0,5 ml AcN/H,O 5:95 (v/v) vereinigt. In ihm
befand sich das Peptid.

Die Sdule wurde mit 4 ml AcN/H,O 5:95 (v/v) gewaschen. Danach wurde p-Kresol mit 100%
AcN eluiert. Nach weiterem Spiilen mit 4 ml AcN konnte die Sdule wieder verwendet werden (bis zu
vier mal). Die erhaltenen Fraktionen wurden gefriergetrocknet und fiir die weiteren Untersuchungen

wieder in TFE gel0st.

3.3.3 HPLC und Massenspektrometrie

Die Fraktionen aus der SPE wurden mittels HPLC analysiert. Die Quantifizierung von p-Kresol

erfolgte durch kontinuierliche Gradientenelution auf einer Vydac C,-Séule.

FlieBmittel A: AcN/H,O/TFA 20:79.9:0.1 (v/v/v)
FlieBmittel B: AcN/H,O/TFA 90:9.9:0.1 (v/v/v)

Gradient fiir p-Kresol: Omin 0%B
10min 0% B
20 min  40% B
25min 40% B
30min 0%B
40 min 0% B

Flussrate: 0.4 ml/min

Probenvolumen: 20 pl pro Lauf.
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Massenspektren der Peptide wurden am Q-ToF Ultima ESI Massenspektrometer (Waters, UK) in
positivem ESI Modus aufgenommen. Einstellungen der Tune-Page: Kapillarspannung: 2.5 - 2.8 kV,
Cone-Spannung: 60 V, ToF-Detektion: MCP-Spannung: 2.1 kV, ToF-Spannung: 9.1 kV.

Die Messung des kollisioninduzierten Zerfalls (CID = collision induced dissociation) erfolgte bei
einem Argondruck von 12,5 psi und Kollisionsspannungen von 10 bis 30 eV. Die Verarbeitung der

Daten erfolgte mit MassLynx 4.0 Software (Waters Corporation).

3.3.4 Herstellung von Liposomen und Messung der Fusionskinetiken

Die Ermittlung der Fusionskinetiken erfolgte durch Messung des Fluoreszenzresonanz-
energietransfers (FRET) von NBD-PE auf Rh-PE [68]. Dazu wurden drei Spezies von Liposomen
hergestellt: 1. Liposomen ohne Peptid, ii. Liposomen mit Peptid und iii. Donorliposomen mit den

Farbstoffen NBD-PE und Rh-PE.

Die in CHCI; gelosten Lipide PC, PE und PS (Konz. je 10 mg/ml) wurden im Verhéltnis 3:1:1
(v/v/v) in einem 2 ml Reagiergefdl gemischt. StandardméBig wurden 600 pl Liposomensuspension
hergestellt (Volumen des spiter verwendeten Puffers bei der Rehydrierung). Dazu wurden 90 ul PC,
30 pl PE und 30 pl PS verwendet, was aufgrund des Molekulargewichts der Lipide (ca. 800 g/mol)
einer Lipidmenge von 1,87 pmol entspricht. In 600 pl Puffer betrug die Lipidkonzentration 3,1 mM
bzw. 2,5 mg/ml. Peptide wurden in molaren Peptid/Lipid- (P/L)-Verhéltnissen von nominal 0,0025
bis 0,01 in die Liposomen eingebaut. Die dazu bendtigte Menge an in TFE gelostem Peptid
errechnete sich aus der vorher ermittelten Konzentration und dem angestrebten P/L-Verhéltnis. Fiir 1
mol-% Peptid (entsprechend 0,0187 pmol bzw. 18,7 nmol) wurden von einer Peptidlosung einer
Konzentration von 400 uM demnach 46,8 ul verwendet. Fiir die Herstellung von Donorliposomen
wurden jeweils 0,8 mol-% (also 15 nmol) der Farbstoffe NBD-PE (Mr = 956,3 g/mol) und Rh-PE
(Mg = 1333,8 g/mol) hinzugefiigt. Da die Konzentration der beiden Farbstoffe jeweils 1 mg/ml
betrug, mussten dafiir 14 ul NBD-PE und 20 ul Rh-PE verwendet werden. Bei der Herstellung von
Liposomen mit DHA-Lipiden wurden entweder nur PE, nur PS oder PE und PS durch synthetische
Lipide, unter Beibehaltung der Lipidzusammensetzung PC/PE/PS 6:2:2 (w/w/w), ersetzt. So wurde
beispielsweise die 20 % natiirliches PE aus Gehirn durch 20 % SOPE ersetzt (entsprechend 0%
DHA). Dann wurden 5, 10 und 20% S(DHA)PE verwendet und mit SOPE zu 20% ergénzt. Nach
Zusammenpipettieren der Lipide / Peptide / Farbstoffe wurden die Losungen gut homogenisiert
(Vortexer). Mittels eines leichten Stickstoffstroms wurde unter Drehen des schrig gehaltenen
Gefilles ein dinner Lipidfilm erzeugt. Die vollstindige Trocknung des Films zur Entfernung von
CHCI; bzw. TFE erfolgte im Vakuum iiber Nacht. Der Lipidfilm wurde in wissrigem Puffer
rehydriert. Dazu wurden im Normalfall 600 pl ,,Fusionspuffer” (150mM NaCl / 20mM Tris-HCI (pH
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7,4) / 5SmM DTT / 0,1 mM EDTA) hinzu gegeben und das Gefal mit Stickstoff iiberschichtet. Die
Ausbildung multilamellarer Liposomen erfolgte durch Schiitteln (1400 rpm) bei 37°C fiir 1 h.

Danach wurden die Proben stets im Eisbad gekiihlt.

Die Herstellung von kleinen unilamellaren Liposomen (SUV = small unilamellar vesicles)
erfolgte durch Sonifizieren in Eiswasser. Dazu wurde etwa 10 min vor Durchfilhrung der
Becherresonator am Sonifiziergerdt mit Eiswasser gekiihlt. Die Proben wurden entweder einzeln
oder zu dritt mittels des entsprechenden Aufsatzes in den Becher gehéngt und gegen herausdriicken

mit einer Stativklammer oben fixiert. Sonifiziert wurde 8 min bei 80% Amplitude (Output 35-38%).

Aggregate sowie groBere Liposomen wurden durch Zentrifugation (13.000 rpm / 4°C / 20 min)
entfernt. Das Bleichen von NBD in Donorliposomen zur Messung der Vermischung der inneren
Lipidschicht erfolgte durch 20 mM Dithionit (DTN; Mg = 174,1) auf Eis fiir 30 min. 100 pl der
farbstoffmarkierten Liposomen wurden mit 10 pl frisch hergestellter Dithionitlosung (200 mM bzw.
34,6 mg/ml) gut gemischt und im Dunklen auf Eis aufbewahrt. Zur Entfernung des DTN in der
Losung wurde eine Séulenchromatographie (,,Spin-Column®) durchgefiihrt. Sephadex G50 fine
(Amersham Bioscience, Schweden) wurde in Fusionspuffer (150mM NaCl / 20mM Tris-HCI (pH
7,4) / 0,1 mM EDTA) gelost und iiber Nacht quellen gelassen. Die Séulen wurden aus 2ml-
Einwegspritzen prépariert, die in 15 ml Falcon-Tubes gesteckt wurden. Zunédchst wurde ein
Antibiotika-Testplattchen in die Sdule gegeben und diese dann mit der Losung von Sephadex G50
(nach Aufschlémmen) bis zum oberen Rand gefiillt. Es wurde 7 min bei 1.000 rpm und 4 °C
zentrifugiert. Nach nochmaligem Befiillen der Sdule wurde 3 min bei 1.000 rpm und 4 °C
zentrifugiert. Nach Austausch des 15 ml Falcon-Tubes wurde die Probe aufgetragen (110 pul) und 3

min zentrifugiert (1.000 rpm, 4°C). Im Durchlauf wurden so gebleichte Liposomen erhalten.

Donorliposomen (iii.), mit bzw. ohne DTN-Behandlung, wurden mit den andern Liposomen (i.
oder ii.) im Verhéltnis 1:4 auf Eis gemischt und in die 96-Loch Platten pipettiert. Dabei bestand die
Driftkontrolle aus einem Teil Donorliposomen und 4 Teilen Puffer. Durch sie wurde die Zersetzung
des Farbstoffes NBD, die Adsorption der Liposomen an die GefdBwand sowie der elektronische

Drift des Geréts wiahrend der Fluoreszenzmessung in den Kinetiken kontrolliert.

Nach zweiminiitigem Temperieren der Platte auf 37°C (Wasserbad) wurde sofort die Messung
im Lesegerdt (BMG FluoSTAR) gestartet. Die Fluoreszenz von NBD bei 530 nm (Anregung 460
nm) wurde in Intervallen von 1 min aufgezeichnet (Gesamtdauer 60 Minuten). Danach erfolgte
durch Hinzupumpen des Detergenz Triton X-100 (Endkonzentration 0,5%) die Zerstorung der
Liposomen und die Messung der maximalen Fluoreszenz. Durch Tabellenkalkulation (Microsoft
Excel) wurde aus deren Differenz zum anfinglichen Wert die aufgenommene Kinetik auf 100%

kalibriert.
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Zur Charakterisierung des Einflusses von AmpOX wurde dieses auf der Analysenwaage
eingewogen und in DMSO gelost. Nach Verdiinnung der erhaltenen Stammlosung wurden
entsprechende Mengen DMSO zu den Lipid/Peptid-Mischungen vor dem Auftrocknen hinzugefiigt.

Die Rekonstitution der Liposomen folgte wie oben beschrieben.

3.3.5 Bestimmung des P/L-Verhaltnisses

Die Bestimmung des Peptid/Lipid (P/L)-Verhéltnisses in Liposomen mit Peptid (ii.) erfolgte wie
in [60] beschrieben. Dazu wurde zunéchst nicht gebundenes Peptid durch Ultrazentrifugation (UZ)
eines Aliquots aus den Proben, mit welchen die Fusionskinetiken vorher aufgenommen wurden,
entfernt. 300 pul der jeweiligen Probe wurde am Boden eines Zentrifugenrohrchens (Polyallomer; 11
x 60 mm; Beckman, USA) mit 700 ul 60% Saccharose (w/v) gemischt und durch vorsichtiges
Hinzutropfen von 2,5 ml 30% Saccharose (w/v) aus einer 10 ml-Spritze ohne Kolben samt langer
Kaniile iiberschichtet. Nach Uberschichtung mit weiteren 0,5 ml Puffer (150mM NaCl; 20 mM Tris
(pH 7,4); 0,1 mM EDTA) mittels 1000 pl Eppendorf-Hubkolbenpipette wurden die Rorchen in die
Zentrifugenbecher gestellt. Diese wurden auf der Analysenwaage auf £ 1 mg austariert. Die UZ
wurde im SW60Ti Rotor bei 56.000 rpm (322.000 xg) fiir 20 h bei 20°C durchgefiihrt. Danach
wurden Fraktionen von je 1 ml von unten nach oben mit einer 1 ml-Spritze und langer Nadel
entnommen. Um Mischung der Fraktionen zu vermeiden, wurde dabei die Nadel stets am Rand der
Losung vorsichtig eingetaucht und nach Aufziehen der Fraktion wieder vorsichtig herausgezogen.
Die Liposomen wurden in der oberen Fraktion (Nr. 4) erhalten, ungebundenes Peptid blieb in

Fraktion Nr. 1. Die Fraktionen 2 und 3 wurden verworfen.

Das in Liposomen inkorporierte Peptid aus Fraktion Nr. 4 wurde durch Messung der Fluoreszenz
des Tryptophan quantifiziert. 100 ul der Fraktion wurden in der Fluoreszenzkiivette in 800 ul Puffer
(150 mM NaCl, 20 mM Tris (pH 7,4), 0,1 mM EDTA) und 100 ul 10% SDS (w/v; Endkonzentration
1%) verdiinnt. Unter stetigem Riihren wurde am Shimadzu RF-1501 Fluoreszenzspektrometer ein
Emissionsspektrum zwischen 220 und 400 nm aufgenommen (Anregung 290 nm). Das Maximum
bei 320-323 nm wurde abgelesen. Zunichst erfolgte die Messung eines Leerwertes (Liposomen ohne
Peptid; i.) dabei wurde der Fluoreszenzwert A erhalten. Die Messung von Liposomen mit Peptid
ergab den Wert B. Die Peptidproben wurden zweimal mit Peptid bekannter Konzentration (interner
Standard, gelost in TFE) aufgestockt (B1 und B2). Aus ihrer Differenz (B2-B1) sowie dem Wert B
und dem Leerwert A wurde die Konzentration des Peptides anhand der zugegebenen Menge an

internem Standard errechnet.

Die Quantifizierung der Lipide erfolgte durch Bildung eines Molybdophosphatkomplexes der
enthaltenen Phosphatgruppe. Dabei wurde eine Doppelbestimmung durchgefiihrt. Zunédchst wurden
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je 75 pl der Fraktion Nr. 4 aus der UZ in Reagenzgldser aliquotiert und mit 400 ul 70%
Perchlorsdure bei 200°C fiir 1,5 Stunden auf dem Heizblock aufgeschlossen. Parallel wurde die
Bestimmung mit Phosphat-Standardlésungen (0, 20, 40, 60, 80 und 100 nmol) durchgefiihrt. Nach
Abkiihlen der klaren Losungen wurden je 2,4 ml einer 0,44%-igen (w/v) Losung von Hexa-
Ammoniumheptamolybdat-4-hydrat und 2,4 ml einer 2,5%-igen (w/v) Losung von Fiske-Subbarow
Reduktionsreagenz hinzupipettiert und die Reagenzglédser gut gemischt (Vortexer, 1600 rpm). Nach
Kochen fiir 10 min in siedendem Wasser wurden die Reagenzglidser in Eiswasser abgekiihlt. Ein
Milliliter der Losungen wurde in Kunststoffkiivetten {iberfiihrt. Die Absorption bei 820 nm wurde
am UV/Vis-Spektrometer gegen den Leerwert (0 nmol Phosphat) gemessen. Aus den Absorptionen
der Doppelbestimmung wurde der Mittelwert gebildet. Die Werte der Standards wurden gegen die
enthaltenen Phosphatmengen in einer Kalibrierungsgerade aufgetragen. Sie diente der
Quantifizierung der in den Proben enthaltenen Menge an Phosphat bzw. Lipid. Das P/L-Verhiltnis

wurde durch Division von Peptidkonzentration durch Lipidkonzentration erhalten.

3.3.6 Auswertung der Fusionskinetiken

Die Fusionskinetiken wurden unter der Verwendung von Microsoft Excel in Prozent [%]
abhingig von der Zeit [min] erhalten. Von diesen Werten wurden die Werte der Kinetiken der leeren
Liposomen (ohne Peptid) abgezogen. Die Fusionswerte wurden um den Wert des
Fluoreszenzriickganges von NBD durch Zugabe unter dem Einfluss des Detergenz Triton X-100
korrigiert (2,8 %). Bei der Auswertung der Fusionskinetiken wurde zum einen deren Wert nach einer
Stunde abgelesen (Fusionsausbeute). Zur Ermittlung der anfinglichen Fusionsgeschwindigkeit
wurden die Kinetiken in den ersten 10 Minuten durch Anwendung eines Polynoms gefittet und die
erste Ableitung gebildet (Origin 7.0 Software, OriginLabs). Dabei wurde der Wert bei t = 1 min
abgelesen und fiir die Vergleiche der Peptide herangezogen (Einheit: %/min).

3.3.7 Liposomenfusion mit Histidin-Peptiden

Zur Messung der Fusogenitit von Histidinpeptiden bei verschiedenen pH-Werten wurden diese
zundchst standardmifBig in Lipidfilme integriert (siche Kap. 3.3.4). Die Rehydrierung erfolgte unter
Verwendung von Puffern im pH-Bereich von 4 bis 7,5. Hierbei wurde bei pH 4 bis 5 20 mM Tris-
HCI durch 20 mM Zitronensédure-Natriumcitrat ersetzt. Zwischen pH 5,5 und 7,5 wurde 20 mM Tris-
HCI durch 20 mM Tris-Maleat-NaOH ersetzt. Die Konzentrationen von NaCl (150mM), EDTA
(0,1mM) und DTT (5 mM) blieb unveriandert.
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3.3.8 Aminopyrazol / Peptid Interaktionen
3.3.8.1 Kosolubilisierung

Die Wechselwirkung von AmpOX mit dem Peptid LLV16 wurde durch Kosolubilisierung in
TFE und Messung der Triibung der Losung (OD600) ermittelt. Dazu wurde zundchst AmpOX auf
der Analysenwaage in ein Reagiergefdl eingewogen und dann TFE hinzugegeben, damit die
Konzentration 10,5 mM betrug. Durch Behandlung der Probe fiir 15 min im Ultraschallbad konnte
AmpOX in TFE kolloidal geldst werden. Aus dieser Stammlosung wurden Verdiinnungen einer
Konzentration von 10, 20, 50 und 100 pM AmpOX in TFE (je 500ul) hergestellt. Die Triibung der
Losungen wurde durch Messung der OD600 am UV/Vis-Spektrometer ermittelt. Parallel wurden aus
Stammlosungen Peptidlosungen mit einer Endkonzentration von 10uM in TFE vorbereitet. Durch
Verwendung der AmpOX-Stammlosungen wurden nun die gleichen Konzentrationen an AmpOX
(10, 20, 50 bzw. 100 uM) in den peptidhaltigen Aliquoten erreicht. Somit ergaben sich
AmpOX/Peptid (A/P)-Verhiltnisse von 1, 2, 5 bzw. 10. Die Triibung dieser Losungen wurde analog

ermittelt.

3.3.8.2 Massenspektrometrie

Die hergestellten Proben von Peptid LLV16 (Konz. 10 pM) und AmpOX in verschiedenen A/P-
Verhéltnissen wurden unter Verwendung einer 50ul Hamilton-Spritze und der Spritzenpumpe in das
Q-ToF ESI Massenspektrometer injiziert (Flussrate 2 pl/min). Dabei wurde dieses iiber die ,,MS
Tune-Page* der Software Masslynx angesteuert. Bei dem verwendeten Gerét handelt es sich um ein
Tandemmassenspektrometer mit Quadrupol sowie time-of-flight (TOF) Massenanalysator. Bei der
normalen Anwendung erfolgte die Massenauftrennung im TOF. Der Quadrupol sollte also eine
optimale Transmission der Ionen ermoglichen. Durch das Steuerelement ,,MS Profile* konnte hierfiir
die Radiofrequenz des Quadrupols optimiert werden. Somit wurde eine kontinuierlich hohe
Sensitivitit bei der Detektion von Ionen iiber einen breiten Massenbereich gewdhrleistet. Die
Einstellungen in ,MS-Profile erlauben die Optimierung eines Scans (Detektion im
Massenspektrometer) auf drei verschiedene Massen. Dabei werden Prozentwerte der gesamten
Scanzeit (liblicherweise eine Sekunde) angegeben. Die ,,dwell time* gibt die Zeit wéhrend einem
Scan an, bei der Ionen der ausgewihlten Masse den Quadrupol passieren. ,,Ramp time* bezeichnet
die Zeit, in der der Quadrupol wihrend des Scans die Radiofrequenz kontinuierlich bis zur niachsten
Masse verandert. Durch entsprechende Selektion der Zeiten ist eine hohe Sensitivitdt iiber einen

breiten Massenbereich gewéhrleistet. Bei der Detektion von AmpOX/Peptid-Komplexen wurden
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folgende ,,MS-Profile“-Einstellungen verwendet: Mass1 = 100, dwell time = 20%, ramp time = 10%;
Mass2 = 1300, dwell time = 60%, ramp time = 10%; Mass3 = 1600.

Die Massenspektren wurden im Bereich von 500 bis 2000 m/z aufgenommen. Bei den Tandem-
MS Untersuchungen wurde bei einer festen Radiosequenz der Quadrupol auf das Signal des

Komplexes justiert.

Die fiir die Untersuchungen an TFE-Losungen von AmpOX mit Peptid verendete Hamilton-
Spritze wurde danach mehrmals mit TFE und AcN/H,O/Ameisensdure 50:49:1 (v/v/v) gespiilt.
Trotzdem waren in darauf folgenden Messungen von Peptid in TFE (ohne AmpOX) immer noch
Signale von AmpOX sichtbar. Es empfahl sich daher, fiir die Injektion von AmpOX eine eigene

Hamiltonspritze zu verwenden.
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4 Ergebnisse

Der folgende Ergebnisteil ist in insgesamt fiinf Kapitel unterteilt. Zunichst wird die Bestimmung
der Reinheit der Peptide erldutert, da diese fiir die Untersuchungen sehr entscheidend ist. Danach
folgen die Untersuchungen des Einflusses von Peptiden auf die Liposomenfusion. Dabei werden
zunéchst bei gleicher Zusammensetzung der verwendeten Lipide die Effekte der einzelnen Bereiche
der Peptide untersucht, unterschieden in: i. flankierende Aminosduren und ii. hydrophobe
Kemnsequenz. Das dritte Unterkapitel befasst sich mit den Einfliissen der Lipide wihrend der Fusion.
Im vierten Unterkapitel wird der Effekt des hydrophoben Liganden AmpOX, einem dimeren
Aminopyrazolderivat, auf die fusogene Aktivitit von Peptiden gezeigt und im letzten Abschnitt wird
das verwendete System auf ein von einem SNARE-Protein aus Hefe abgeleitetes TMD-Peptid und

zwel Mutanten desselben angewendet.

4.1 Peptide
4.1.1 Reinheit

Die Reinheit der Peptide ist von entscheidender Bedeutung fiir deren fusogene Eigenschaften.
Verunreinigungen konnen nach Einbau in Liposomen das Resultat beeinflussen. Da die verwendeten
Peptide eine hohe Anzahl an hydrophoben Seitenketten in ihrer Sequenz aufweisen, war eine

Aufreinigung mittels HPLC sehr schwierig und mit sehr geringen Ausbeuten verbunden.

Zur Uberpriifung der Reinheit der Peptide wurden Losungen der Peptide in TFE
massenspektrometrisch auf ihren Gehalt an verkiirzten Fragmenten untersucht. Zwar konnten dabei
keine quantitativen Aussagen getroffen werden, beziiglich verkiirzter Syntheseprodukte bzw.

Fragmente durch den Abbau wihrend der Lagerung konnte aber die Reinheit abgeschétzt werden.

In Abb. 12 ist beispielhaft das Massenspektrum des Peptids LV16-P8G9 (M = 2613,4 g/mol) im
Bereich von 800 bis 1400 m/z dargestellt. Es zeigt bei 1307,5 und 872,9 m/z jeweils das zweifach
bzw. dreifach geladene Ion des Peptids. Neben diesen beiden lonen des vollstdndigen Peptids sind
andere Signale kaum vorhanden. Die Reinheit des Peptids beziiglich enthaltener Peptidfragmente

konnte somit auf etwa 90% geschétzt werden.

Die Uberpriifung der Reinheit wurde an allen Peptiden durchgefiihrt. Dabei ergaben sich stets
Werte zwischen 85 und 90%, die sich fiir die weiteren Untersuchungen als ausreichend erwiesen. Es
wurden deshalb die direkt bezogenen Rohgemische verwendet. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit

wird hier auf die Abbildung aller Spektren der insgesamt 23 verwendeten Peptide verzichtet.
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[LV16-P8G9+2H]**

100 - 1307,5
1308,0

S 1307,0

T [LV16-P8G9+3H]** 1308,5

2]

5 9071 8720

£ lgr1,6(8723

©

0 1 ul SV FU \ " L VORI VOVR Wt “L L L.u'u.

800 900 1000 1100 1200 1300 1400
m/z

Abb. 12 Reinheit der Peptide am Beispiel LV16-P8G9 (M = 2613,4 g/mol). Das Massenspektrum
zeigt das zweifach sowie das dreifach geladene lon bei 1307,5 bzw. 872,0 m/z. Andere Signale
treten kaum auf. Anhand der Intensitdten kann von einer Reinheit von etwa 90% ausgegangen
werden. Die Massenspektren aller anderen Peptide wiesen vergleichbare Reinheiten auf.

4.1.2 Entfernung von p-Kresol bei Peptiden aus der Boc-Synthese

Bei einigen Peptiden, die via tert-Butoxycarbonyl (Boc)-Peptidsynthese hergestellt wurden, trat
eine Verunreinigung mit p-Kresol auf. Dieses wird bei der Entfernung der verwendeten
Schutzgruppen wihrend der Synthese eingesetzt [75]. Aufgrund seiner Struktur (4-Methylphenol)
weist p-Kresol eine UV-Absorption bei 280 nm auf. Mittels HPLC und UV-Spektroskopie wurde
nach Kalibrierung mit externem Standard ein Gehalt von 0,3 — 1,3 % in den untersuchten Peptiden
festgestellt. Dieser wirkte sich storend auf die Quantifizierung der Peptide aus, die mittels UV-
Absorption von Tryptophan (282 nm) erfolgte. Da p-Kresol zudem einen sehr hohen Siedepunkt von

202°C besitzt, konnte es auch mittels Evakuierung bzw. Gefriertrocknung nicht entfernt werden.

Wie bereits erwidhnt war eine Aufreinigung der Peptide mittels HPLC aufgrund des hohen
Anteils an hydrophoben Aminosduren schwierig und mit sehr geringen Ausbeuten verbunden. Aus
diesem Grund wurde eine einfache und schnelle Methode auf Basis der Festphasenextraktion (SPE;
,»solid phase extraction®) entwickelt. Dabei wurden tC,-Sdulen verwendet, deren S&ulenmatrix
Ethylgruppen trigt und somit eine geringere Hydrophobie als die oftmals verwendeten
Oktadekanylgruppen (C;s) aufweist. Nach Ldsen des Peptids in Acetonitril (AcN)/H,O (20:80)
wurde es liber eine vorher mit AcN/H,O (5/95) equilibrierte Sdule geschickt. Dabei adsorbierte das
Peptid nicht an die S&ulenmatrix und wurde so direkt im Durchlauf erhalten. Die Verunreinigung p-
Kresol haftete dagegen an die Sdulenmatrix und wurde durch 100% AcN in einer weiteren Fraktion

eluiert.
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Der Nachweis von p-Kresol in den einzelnen Fraktionen der Festphasenextraktion erfolgte durch

HPLC mit UV-Detektion bei 280 nm. Durch Injizieren einer p-Kresol-Losung als Standard konnte

eine Retentionszeit von ca. 20 min ermittelt werden (sieche Pfeil in Abb. 13A). Vor der Aufreinigung

des Peptids LV16 zeigt dessen Chromatogramm deutlich das Signal von p-Kresol (siehe Pfeil in

Abb. 13B). Nach der Aufreinigung durch SPE war kein Signal mehr zu erkennen. p-Kresol wurde

also vollstindig entfernt (Abb.13C).
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Abb. 13 Entfernung von p-Kresol durch SPE. A, Retentionszeit von p-Kresol im HPLC-
Chromatogramm. B und C, Injektion des Peptids LV16 vor (B) und nach (C) SPE. Die Pfeile
zeigen die Position von p-Kresol (vgl. A). Das Signal bei etwa 43 min zeigt das Peptid LV16.
Nach SPE ist kein p-Kresol in der Probe vorhanden (C).

Die HPLC-Chromatogramme in Abb. 13B und 13C zeigten zuséitzlich ein Signal bei etwa

43 min. Hierbei handelt es sich um das Peptid LV16. Es wird deutlich, dass unter den verwendeten

Bedingungen mittels HPLC keine saubere Trennung des Peptids erfolgte, was die Problematik einer

HPLC-Aufreinigung verdeutlicht.

Die Reinheit der Peptide wurde wiederum mittels Massenspektrometrie tiberpriift. Abb. 14 zeigt

beispielhaft Massenspektren des Peptids LV16 vor (Abb. 14A) und nach (Abb. 14B) SPE. Das
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Peptid erscheint als doppelt geladenes lon bei m/z = 1273,4 (Sternchen). In A sind mehrere einfach
geladene Peptidfragmente (a-d) zu erkennen (Details siche Legende). Nach SPE (Abb. 14B) kamen
diese Ionen hingegen nicht mehr vor. Allerdings sind auch in Abb. 14B zweifach geladene lonen
(beispielsweise bei 1222,9 m/z) erkennbar. Diese stellen Fehlsynthese-Produkte dar, bei denen

einzelne Aminosduren fehlen. Sie konnten mittels SPE nicht entfernt werden.
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Abb. 14 Entfernung von Peptidfragmenten durch SPE. A, Massenspektrum vor SPE. LV16
fuhrt zu einem doppelt geladenen lon von 1273,4 m/z (Stern). Dabei treten einige einfach
geladene Fragmente auf (Pfeile), die als NH,-VLVLVKKK-COOH (a), NH-KWLVLVLV-COOH
(b), NHy-KWLVLVLVL-COOH (c), und NH;-KWLVLVLVLV-COOH (d) identifiziert werden
konnten. B, Durch SPE wurden diese Zersetzungsfragmente vollstandig entfernt. Einige
zweifach geladene lonen (Fehlprodukte aus der Synthese) blieben vorhanden.

Die Verwendung der SPE erlaubt eine restlose Entfernung von p-Kresol aus den Peptiden LV 16,
LV20 und LV24. Dabei wurden sehr hohe Ausbeuten an Peptid von 97%, 93% bzw. 100% erhalten.
Die massenspektrometrische Ermittlung der Reinheit hat zudem gezeigt, dass auch kleinere

Peptidfragmente durch SPE entfernt werden konnten.

Die betroffenen Peptide stammen aus einer Synthesecharge von Ende des Jahres 2002. Aufgrund
eines Fehlers sind bei ihnen am N-Terminus jeweils nur zwei Lysine vorhanden. Spéter erhaltene
Peptide wurden ohne Verwendung von p-Kresol synthetisiert. Deshalb war deren Aufreinigung

durch SPE nicht mehr notwendig.
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4.2 Peptidinduzierte Liposomenfusion
4.2.1 Design der Peptide

Basierend auf den Ergebnissen aus der Untersuchung von Peptiden, die den TMDn von SNARE-
Proteinen nachempfunden sind [63], wurde eine Reihe von neuartigen Peptiden am ,,Reillbrett®
entworfen und deren Einfluss auf die Fusion von kleinen unilamellaren Liposomen (SUV = small

unilamellar vesicles) systematisch untersucht.

Die Sequenzen dieser de novo kreierten Peptide, welche im nachfolgenden als ,,LV-Peptide*
bezeichnet werden, sind in Abb. 15 zusammengefasst. Ein Tryptophan dient der Quantifizierung

mittels UV-Absorption und Fluoreszenzspektroskopie.

A Lv12 KKKWLVLVLVLVLVLVEKKK % °
LvV16 KKEWLVLVLVLVLVLVLVLVKKE s 2
LV20 KKWLVLVLVLVLVLVLVLVLVLVKKEK o ‘T
LV24 KKWLVLVLVLVLVLVLVLVLVLVLVLVKKK E..

B 7
L16 KKKWLLLLLLLLLLLLLLLLKKK 'c
LLV16 KKEWLLVLLVLLVLLVLLVLKKEK ©
Lv16 KKKWLVLVLVLVLVLVLVLVKKK -:IEJ
VVL16 KKKWVVLVVLVVLVVLVVLVEKK =
V16 KKEKWVVVVVVVVVVVVVVVVEKK §

C
LV16 KKKWLVLVLVLVLVLVLVLVEKKK
LV16-G8 KKKWLVLVLVLGLVLVLVLVKKK o
LV16-P8 KKKWLVLVLVLPLVLVLVLVKKEK §
LV16-G8P9 KKKWLVLVLVLGPVLVLVLVKKK 5
LV16-P8G9 KKKWLVLVLVLPGVLVLVLVEKK =
LV16-G6P10 KKKWLVLVLGLVLPLVLVLVKKK %
LV16-GPPG KKKWLVLVGPLVLVPGLVLVEKKEK

D
(H/G)-L16 LLLLLLLLLLLLLLLLWGCGKKKK
(H/G)-LV16 LVLVLVLVLVLVLVLVWGCGKKKK
(H/G)-LV16-G8P9 LVLVLVLGPVLVLVLVWGCGKKKK

E .

(His)-L16 HHHWLLLLLLLLLLLLLLLLHHH
(His)-LV16 HHHWLVLVLVLVLVLVLVLVHHH
(His)-V16 HHHWLVLVLVLGPVLVLVLVHHH

Abb. 15 Design der Peptide. A, In einer alternierenden Leu-Val-Sequenz wird die hydrophobe
Lange der Peptide variiert. B, Peptide mit unterschiedlichen Anteilen an Leu und Val (Leu/Val-
Verhaltnis) in der Kernsequenz. C, In der ,Muttersequenz” LV16 wurden die Helixbrecher Gly und Pro
eingefligt. Dies erfolgt in einzelner, paarweiser, zweifach isolierter und zweifach paarweiser Form.
D, Sogenannte Host/Guest- (H/G)-Peptide weisen am N-terminus keine Lys-Reste auf. Stattdessen
ist eine um das WGCG-Motiv erweiterte hydrophobe Sequenz (Guest) mit den hydrophilen Lysinen
(Host) verbunden. E, Peptide, bei denen Histidine (His) die flankierenden Aminosduren darstellen (im
Gegensatz zu Lys).

Abb. 15A zeigt Peptide mit unterschiedlicher Lange. Sie basieren auf einer alternierenden Leu-

Val-Sequenz im hydrophoben Kern. An diesen Peptiden sollte die optimale hydrophobe Lénge fiir
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die Fusogenitit der Peptide ermittelt werden. Die Benennung der Peptide setzt sich aus dem
Verhiltnis der im hydrophoben Kern vorkommenden Leucin- und Valinresten (LV) und der Anzahl
dieser Aminosduren zusammen. LV20 und LV24 enthalten am N-Terminus jeweils nur zwei Lysine.
Es konnte aber anhand von LV16 (mit 2 oder 3 N-terminalen Lysinen) gezeigt werden, dass dies

keinen Einfluss auf die Fusogenitét hat.

Bei einer hydrophoben Linge von 16 Aminosiduren wurde der Einfluss der Aminosédure des
Leu/Val-Verhiltnisses ermittelt (Abb. 15B). Valin besitzt eine B-verzweigte Seitenkette und wirkt
daher destabilisierend auf a-Helices [64,65,76]. Der Einfluss des Leu/Val-Verhiltnisses auf

Fusogenitit und konformationelle Flexibilitét sollte hierbei systematisch untersucht werden.

Innerhalb einer Sequenz, die aus 16 alternierenden Leu und Val-Resten besteht (LV16), wurden
die Helixbrecher Glycin und/oder Prolin eingefiigt, um die Ausbildung einer Transmembranhelix zu
storen (Abb. 15C). Dies erfolgte zunichst in der Mitte der Sequenz einzeln (LV16-G8 und LV16-P8)
und paarweise (LV16-G8P9 und LV16-P8GY), wobei auch der Effekt von zwei einzelnen (LV16-
G6P10) oder zwei paarweisen (LV16-GPPG) Helixbrechern untersucht wurde.

Um den Effekt der N-terminalen geladenen Lysine zu untersuchen, wurden basierend auf den
von L.K. Tamm verwendeten Peptiden [77], drei sog. Host/Guest-(H/G)-Peptide kreiert, an deren N-
Terminus keine Lysine vorhanden sind (Abb. 15D). Die hydrophobe Sequenz (Guest) aus jeweils 16
Aminoséuren ist mittels WGCG-Motiv mit vier Lysinen (Host) verkiipft. Die Lysinreste sorgen, wie
oben bereits erwéhnt, neben der Erhéhung der Loslichkeit fiir einen besseren Einbau der Peptide in
die Lipiddoppelschicht. Hier soll der Einfluss des N-terminalen Tris-Lysin-Motivs auf die

Fusogenitét ermittelt werden.

Die Lysine sind bei physiologischem pH aufgrund der Protonierung der e-Aminogruppe (pKa =
10,3) positiv geladen und konnen somit elektrostatische Interaktionen mit den Kopfgruppen der
Lipide eingehen. Um den Effekt der Ladungen der Peptide auf die Fusogenitéit zu ermitteln, wurde
eine Reihe von Peptiden entworfen, bei denen die flankierenden Lysine durch Histidine ausgetauscht
sind (vgl. Abb. 15E). Der Imidazolring von Histidin besitzt einen pKa-Wert von etwa 6,0 und ist bei
physiologischem pH ungeladen. Anhand von drei Peptiden mit unterschiedlichen Kernsequenzen,
(His)-L16, (His)-LV16 und (His)-LV16-G8P9, wurde der Einfluss der Ladung der flankierenden

Aminosduren auf die Fusogenitét ermittelt.

In den folgenden Unterkapiteln (4.2.2 bis 4.2.4) werden die erhaltenen Ergebnisse beziiglich der
Fusogenitét der Peptide gemil ihrer Anordnung in Abb. 15 dargestellt. Die Lipidzusammen-setzung

der verwendeten Liposomen ist dabei stets identisch.
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4.2.2 Liposomenfusion durch Peptide unterschiedlicher Lange

Peptide mit einer alternierenden Leu-Val-Sequenz von unterschiedlicher Lénge wurden in
Liposomen aus Phosphatidylcholin (PC), welches aus Eigelb extrahiert wurde, Phosphatidyl-
ethanolamin (PE) und Phosphatidylserin (PS), welche aus Schweinehirn stammen (Gewichts-
verhéltnis 3:1:1) in unterschiedlichen Peptid/Lipid (P/L)-Verhéltnissen eingebaut. Die Liposomen-
fusion wurde unter Anwendung einer etablierten Methode anhand der Verringerung des Fluoreszenz-
energietransfers gemessen [68]. Die Basis bildet hierbei der sog. Fluoreszenzresonanz-
energietransfer (FRET) zwischen den beiden Fluororeszenzfarbstoffen NBD und Rhodamin, die
kovalent an PE gebunden sind (NBD-PE bzw. Rh-PE). Sie wurden in Liposomen in Konzentrationen
(jeweils 0,8 mol-%) eingebaut, bei denen aufgrund des Abstandes (Forsterradius) nach Anregung bei
460 nm die Fluoreszenzenergie des NBD-PE (530 nm) auf Rh-PE (Anregung bei 530 nm) {ibertragen
wird. Bei der Fusion von farbstoffmarkierten (sog. Donorliposomen), mit unmarkierten (Akzeptor-)
Liposomen, welche Peptid enthalten, vergroBert sich der Abstand der beiden Fluorophore auf der
Oberfldche und die Fluoreszenz des NBD (530 nm) steigt an. Die Messung dieser Fluoreszenz

erfolgt zeitabhéngig und stellt die Kinetik der Vermischung der Lipide (Fusionskinetik) dar.

Abb. 16 zeigt die Fusionsergebnisse von vier Peptiden unterschiedlicher hydrophober Lénge. Die
Fusionskinetiken (Abb. 16A) zeigten fiir LV16 die hochsten Werte. Sie besitzen eine anfangliche
Steigung, die als globale Fusionsgeschwindigkeit interpretiert wird und die Wahrscheinlichkeit
reflektiert mit der eine zufdllige Kollision zweier Liposomen zum Fusionsereignis fiihrt. Thre
Bestimmung erfolgte durch Anpassen der Werte in den ersten 10 Minuten mit anschlieBender
Bildung der ersten mathematischen Ableitung mittels des Programms Origin. Der erhaltene Wert
nach 1 min spiegelt die Steilheit der Kinetik wieder. Der erhaltene Fusionswert nach einer Stunde (1

h) entspricht der Summe bzw. die Ausbeuete aller Fusionsereignisse.

Die Mittelwerte von anfanglicher Fusionsgeschwindigkeit bzw. -ausbeute der einzelnen Peptide
wurden in Abb. 16B gegen das experimentell ermittelte P/L-Verhéltnis aufgetragen. Dabei zeigte
sich, dass sowohl Fusionsgeschwindigkeit (Inset), als auch Fusionsausbeute linear mit dem P/L-
Verhiltnis ansteigen. Durch lineare Regression wurde die Ausgleichsgerade der Korrelation von
Fusionsgeschwindigkeit bzw. Fusionsausbeute mit dem P/L-Verhéltnis gebildet (vgl. Abb. 16C).
Dabei werden durch die Steigungen der Ausgleichsgeraden zwei Parameter erhalten (I' und X). Sie
sind vom P/L-Verhéltnis unabhédngige Grofen und dienen dem Vergleich der Fusogenititen der

Peptide beziiglich Fusionsgeschwindigkeit bzw. Fusionsausbeute.

Abb. 16D zeigt eine Gegeniiberstellung der Fusogenitéten der vier untersuchten Peptide. Es wird

deutlich, dass 16 Aminosduren die optimale Léinge bei der Fusion der verwendeten Liposomen
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darstellen. Sowohl hinsichtlich der Fusionsgeschwindigkeit, als auch beziiglich der Fusionsausbeute

wurde fiir die Peptide die Reihenfolge zu LV16 > LV20 > LV24 = LV12 ermittelt.
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Abb. 16 Fusogene Aktivitdten von Peptiden unterschiedlicher Lange. A, Typische Fusionskinetiken
bei einem P/L-Verhaltnis von nominal 0,005. B, Die Korrelation der Fusionswerte nach 1 h bzw. der
anfanglichen Fusionsgeschwindigkeiten (Inset) mit den experimentell ermittelten P/L-Verhaltnissen
zeigt deren lineare Abhangigkeit (Linien). C, Ermittlung von Parametern, die vom P/L-Verhaltnis
unabhangig sind, am Beispiel LV16. Aus der Korrelation der anfénglichen Fusionsgeschwindigkeit
(links) bzw. Fusion nach 1 h (rechts) mit dem P/L-Verhaltnis werden durch lineare Regression zwei
Steigungen (I" bzw. X) berechnet. Diese sind dimensionslose Werte fiir die Fusogenitaten der Peptide
und dienen dem Vergleich in D. Mittelwerte + Standardfehler (n = 3-6 unabhangige Messungen).
Hintergrundfusion, ermittelt durch parallele Messung von Liposomen ohne Peptid, wurde subtrahiert.

Autbauend auf den erhaltenen Ergebnissen wurden in den folgenden Experimenten Peptide einer
hydrophoben Lénge von 16 Aminoséuren untersucht. Dabei wurden verschiedene Gehalte an Leu
und Val in der hydrophoben Kernsequenz verglichen. Zudem werden in die alternierende Leu-Val-

Sequenz LV16 die helix-destabilisierenden Aminoséuren Gly und/oder Pro inkorporiert.

37



Kapitel 4 - Ergebnisse

4.2.3 Sequenzspezifische peptidinduzierte Fusion

Nachdem gezeigt worden war, dass 16 Aminosduren die optimale Linge der hydrophoben
Kernsequenz der Peptide bilden, wurde deren Fusogenitit unter dem Aspekt der Destabilisierung
einer Helix untersucht. Dazu wurde zum einen das Leu/Val-Verhiltnis verdndert und zum anderen
der Effekt von helixdestabilisierenden Aminoséduren in der Kernsequenz von LV 16 untersucht. Abb.

17 zeigt die erhaltenen Ergebnisse.
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Abb. 17 Fusogene Aktivitaten von Peptiden gleicher Lange mit unterschiedlichen Kernsequenzen.
A, Peptide mit unterschiedlichen Anteilen an Leu und Val bei einem P/L-Verhaltnis von nominal
0,005. B, Die Fusion nach 1 h bzw. anfangliche Fusionsgeschwindigkeit (Inset) der Kinetiken aus A
sind gegen die experimentell ermittelten P/L-Verhaltnisse aufgetragen. C, Fusionskinetiken von
Peptiden, welche helixdestabilisierende Reste in der ,Muttersequenz‘ LV16 enthalten. In D sind
analog zu B wiederum die Fusion nach 1 h bzw. die anfangliche Fusionsgeschwindigkeit (Inset)
gegen das P/L-Verhaltnis aufgetragen. Messpunkte stellen Mittelwerte + Standardfehler dar (n = 3-18
unabhangige Messungen). Hintergrundfusion, ermittelt durch parallele Messungen von Liposomen
ohne Peptid, wurde subtrahiert.
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Abb. 17A zeigt, dass ein Peptid aus Leucinen (L16) nahezu keinen fusogenen Effekt besitzt.
Wurde jedoch der Anteil an Valin im Peptid erhdht, so resultierten mittlere (LLV16) bis starke
(LV16, VVLI16) fusogene Wirkungen. V16 wurde wesentlich schlechter eingebaut (P/L < 0,002).
Deshalb kann ein Vergleich mit den anderen Peptiden nicht mit absoluter Gewissheit erfolgen.
Abb. 17B zeigt, dass mit steigendem P/L-Verhiltnis sowohl die Fusion nach einer Stunde als auch

die Fusionsgeschwindigkeit (Inset) linear anstieg.

In der Sequenz LV16 wurde der Einfluss der helix-destabilisierenden Reste Glycin (G) und
Prolin (P) untersucht. Der Einbau nur eines Glycins oder Prolins in der Mitte der Sequenz hatte
keinen Effekt auf die Fusion (Abb. 17C). Wurde hingegen ein GP- oder PG-Paar verwendet,
resultierte eine signifikante Fusionssteigerung. Auch bei den Peptiden mit Gly und/oder Pro stiegen
sowohl Fusionsausbeute als auch Fusionsgeschwindigkeit mit dem P/L-Verhiltnis linear an (Abb.
17D).

Aus den Fusionskinetiken wurden, wie in Kap. 4.2.2 erldutert, die Parameter I und X berechnet.
Da beide GroBen vom P/L-Verhiltnis unabhéngig sind, konnen die Peptide in Abb. 18 direkt

miteinander verglichen werden.
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Abb. 18 Fusogenitdten von Peptiden gleicher Lange. Die beiden
Parameter I" (bezogen auf Fusionsgeschwindigkeit) und X (bezogen auf
Fusionsausbeute nach 1 h) wurden analog Kap. 4.2.2 ermittelt.

Es wird deutlich, dass Fusionsgeschwindigkeit bzw. die Ausbeute der Fusion nach einer Stunde
von L16 um das etwa 10- bzw. 80-fache gesteigert werden konnten. Die Fusogenititen der Peptide
lassen sich in folgende Reihenfolge einordnen: L16 < LLV16 < VVLI16 = LV16 = LV16-G8 =
LV16-P8 <LV16-G8P9 =~ LV16-P8GY. Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass eine Trennung von
G und P in LV16-G6P10 die Fusogenitdt auf einen mit LV16 vergleichbaren Wert senkt. Die
Einfiihrung zweier isolierter GP- bzw. PG-Paare (LV16-GPPQG) resultierte in Werten dhnlich LV16-
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G8P9 bzw. LV16-P8G9. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wurde auf eine graphische Darstellung

der Fusionskinetiken letzterer Peptide in Abb. 17 verzichtet.

Um zu zeigen, dass die gemessenen Fluoreszenzéinderungen die Fusion beider Lipidschichten
wiederspiegelt und es sich dabei nicht um Fusionsintermediate wie Hemifusion handelt, wurde der
Farbstoff NBD-PE in der duBleren Lipidschicht durch Behandlung mit Dithionit zu einem nicht
fluoreszierenden Derivat reduziert [60]. Wie Abb. 19 zeigt, konnte am Beispiel der beiden Peptide
LV16 und LV16-P8GY kein Unterschied in der Fusionsausbeute nach einer Stunde ohne und mit
Dithionitbehandlung festgestellt werden. Dies zeigt, dass sowohl innere als auch duflere Membran

mit der gleichen Effizienz fusionieren.
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Abb. 19 Fusion der inneren Lipidschichten nach Behandlung mit Dithionit (DTN). Am Beispiel LV16
und LV16-P8G9 zeigt sich, dass die Fusion nach 1 h mit (+) und ohne (-) Behandlung mit 20 mM
Dithionit (30 min auf Eis) vergleichbar ist. Beide Lipidschichten fusionieren also mit der gleichen
Effizienz. Die mittleren Fusionswerte (Mittelwerte + Standardfehler; n = 4) wurden normalisiert (- DTN
= 100%). Inset, Die urspriingliche NBD-Fluoreszenz der Donorliposomen wurde durch DTN um
64 * 2% verringert. Dies deutet auf ein bevorzugtes Bleichen der duReren Lipidschicht hin, in welcher
sich etwa 66% der Lipide der Liposomen befinden, deren mittlerer Durchmesser von 30 nm mittels
Elektronenmikroskopie bestimmt wurde [63]. Alle Werte wurden bezlglich Hintergrundfusion von
Liposomen ohne Peptid korrigiert.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Fusogenitit eines Peptids aus Leucinen durch
die Einfithrung von B-verzweigten Valinen gesteigert werden kann und ein Optimum bei einem
Leu/Val-Verhéltnis von 1 erreicht (LV16). Durch Paare der helixdestabilisierenden Aminosduren
Gly und Pro wird die Fusogenitidt von LV16 noch weiter erhoht. Dies deutet sehr stark auf einen

Zusammenhang zwischen der strukturellen Flexibilitit eines Peptids und dessen Fusogenitét hin.
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4.2.4 Einfluss der flankierenden Aminoséauren auf die Fusion

Die bisherigen Ergebnisse haben die Liposomenfusion durch Peptide unter Betrachtung deren
hydrophober Kernsequenz beschrieben. Dieses Kapitel zeigt den Einfluss der flankierenden
Aminosduren auf die Membranfusion. Dabei wurden, aufbauend auf bisherigen Erkenntnissen, drei
unterschiedlich fusogene Sequenzen (L16, LV16 und LV16-G8P9) verwendet. Zunéchst erfolgte die
Ermittlung der Fusionseigenschaften von Peptiden, bei denen die N-terminalen Lysine fehlen,

danach wird die Fusion abhingig vom Ladungszustand der flankierenden Aminoséuren gezeigt.

4.2.4.1 Fusion durch Peptide ohne N-terminale Lysine

Im Gegensatz zu TMDn aus SNARE-Proteinen besitzen Fusionspeptide von viralen
Fusionsproteinen an ihrem N-Terminus keine Lysinreste. Zur Untersuchung der Fusion durch
Peptide, die dem Influenza H&magglutinin Fusionspeptid entsprechen waren von anderen
Arbeitsgruppen sogenannte ,,Host/Guest™ (H/G)-Peptide entworfen worden [77]. Dabei besteht die
»Host“-Sequenz aus Lysinen, die {iber ein WGCG-Motiv mit der hydrophoben Sequenz (,,Guest™)
verbunden sind. Auf die LV-Peptide iibertragen bietet diese Anordnung die Moglichkeit den Effekt

der N-terminalen Lysine wihrend der Membranfusion zu untersuchen.

Es wurden drei Sequenzen ausgewihlt und deren Fusogenitéten in H/G-Peptiden unter gleichen
Bedingungen wie bei den bereits untersuchten ,,Standardpeptiden* ermittelt. In Abb. 20A sind die
Sequenzen der Peptide wiedergegeben. Abb. 20B zeigt die Fusionskinetiken bei einem nominalen
P/L-Verhiltnis von 0,005. Eine reine Leu-Sequenz (L16) war nicht fusogen. Eine Sequenz aus
alternierenden Leu- und Val-Resten fiihrte zu erhohter Liposomenfusion. Diese lieB3 sich durch
Einbringen eines GP-Paares noch um etwa das doppelte verstirken. Die resultierenden
Fusionsgeschwindigkeiten und Fusionswerte nach einer Stunde wurden wie unter Kap. 4.2.2
ermittelt und sind in Abb. 20C den Werten der ,,Standardpeptide™ gegeniibergestellt. Dabei zeigt
sich, dass die Reihenfolge der Fusogenititen auch bei den H/G-Peptiden L16 <LV16 < LV16-G8P9
betrigt.

Beziiglich der fusogenen Eigenschaften der drei untersuchten Peptide bestehen bei L16 und
LV16-G8P9 keine signifikanten Unterschiede zwischen Peptiden mit bzw. ohne N-terminalen
geladenen Aminosduren. Bei LV16 tritt allerdings bei Peptiden mit N-terminalen Lysinen eine etwa

doppelte Fusogenitit auf.
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A (H/G)-L16: LLLLLLLLLLLLLLLLWGCGKKKK

(H/G)-LV16: LVLVLVLVLVLVLVLVWGCGKKKK
(H/G)-LV16-G8P9:  LVLVLVLGPVLVLVLVWGCGKKKK
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Abb. 20 Fusion durch H/G-Peptide. A, Sequenzen der Peptide. Am N-Terminus sind keine
Lysinreste vorhanden. Die hydrophoben Sequenzen (Guest) sind tUber eine WGCG-Sequenz mit den
hydrophilen Lysinen (Host) verbunden. B, Fusionskinetiken der Peptide bei P/L-Verhaltnissen von
nominal 0,005. C, Vergleich der Fusionsgeschwindigkeiten bzw. der Fusion nach 1 h der H/G-Peptide
(P/L = 0,005; normalisiert) mit den Werten der Standardpeptide (errechnet aus I" bzw. X fur P/L =
0,005; aus Abb. 18). Werte flir H/G-Peptide entsprechen Mittelwerten + Standardfehler (n = 4).
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4.2.4.2 Fusion in Abhangigkeit des Ladungszustandes der flankierenden

Aminosauren

Die Fusogenitidt der Peptide wurde in den bisherigen Experimenten in einem Puffer mit
physiologischem pH-Wert (7,4) ermittelt. Aufgrund des pK,-Wertes der e-Aminogruppe des Lysins
(pK, = 10,3) waren dabei die flankierenden Aminoséuren stets protoniert und somit positiv geladen.
Peptide, bei denen diese Reste gegen Histidin (pK, = 6,0) ausgetauscht sind, bieten die Moglichkeit,
ihre Ladung durch den pH-Wert des Puffers zu beeinflussen.
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Abb. 21 Fusion von Peptiden in Abhangigkeit des Ladungszustandes der flankierenden
Aminosauren. A, Sequenzen der Peptide. Alle flankierenden Lysine (vgl. Abb. 15) wurden durch
Histidine ersetzt. B, Fusionskinetiken der Peptide bei pH 7,4 (offene Symbole) und pH 4 (ausgefillte
Symbole) bei P/L = nominal 0,005. C, Fusionswerte nach 1 h von (His)-LV16-G8P9 (P/L = 0,005) in
Abhangigkeit des pH-Wertes (Mittelwerte + Standardfehler, n = 3-6). Die erhaltene sigmoidale Kurve
(gestrichelte Kurve) entspricht der Titrationskurve von Histidin und besitzt einen Wendepunkt bei
pH 5,3. Alle Werte wurden bezlglich Spontanfusion von leeren Liposomen ohne Peptid korrigiert.
D, pH-Induzierte Liposomenfusion gemessen ,online“ durch den Fluoreszenzanstieg von NBD-PE.
Nach 2 min (linker Pfeil) wurde durch Zugabe von 35 pl 0,5 M Salzsaure (Endkonzentration 18 mM)
der pH-Wert der Liposomensuspension auf 4,0 gesenkt. Die Zugabe von Triton X-100 (rechter Pfeil;
Endkonzentration 0,5%) nach 18 min resultiert in einer maximalen Fluoreszenz von NBD.
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Es kann davon ausgegangen werden, dass die Histidingruppen der Peptide bei neutralem pH
nicht und bei pH 4,0 positiv geladen sind. Abb. 21 zeigt die Fusion von Liposomen durch
histidinflankierte Peptide. Die Sequenzen der Peptide sind in Abb. 21A wiedergegeben. Abb. 21B
zeigt das Fusionsverhalten der Peptide bei einem nominalen P/L-Verhiltnis von 0,005 im neutralen
(pH = 7,4; umrandete Symbole) sowie im leicht sauren Milieu (pH 4,0; ausgefiillte Symbole).
Wihrend bei pH 7,4 keines der Peptide Fusion ausloste, war diese bei pH 4,0 deutlich ausgepragt.
Zudem hing die Fusion von der Sequenz der Peptide in der Reihenfolge (His)-L16 < (His)-LV16 <
(His)-LV16-G8P9 ab. Dies stimmt mit den bisherigen Ergebnissen von den ,,Standardpeptiden®

sowie den H/G-Peptiden tiberein.

Zur genaueren Untersuchung des Zusammenhangs zwischen Fusion und pH-Wert wurde die
Fusion von Liposomen durch (His)-LV16-G8P9 im pH-Bereich von 4,0 bis 7,5 untersucht. Abb. 21C
zeigt die Abhédngigkeit der Fusion nach einer Stunde vom pH-Wert. Die erhaltene sigmoidale Kurve
(gestrichelt) stellt die Titrationskurve von Histidin dar und besitzt einen Wendepunkt bei pH 5,3.
Kontrollversuche mit Lys-flankiertem LV16 zeigten iiber den gesamten pH-Bereich konstante
Fusionswerte von 30 + 2% (P/L = 0,005), wodurch ausgeschlossen wird, dass die pH-Anderung sich
anders als durch den Protonierungszustand der Histindine auswirkt. Aus Griinden der

Ubersichtlichkeit wurde auf eine graphische Darstellung verzichtet.

Abb. 21C zeigt, dass die Fusion von Liposomen, die Histidin-Peptide enthalten, vom pH-Wert
abhingt, bei dem die Liposomen pripariert wurden. In weiteren Experimenten wurden Liposomen
mit und ohne diesen Peptiden bei pH 6,5 hergestellt und die Fusionsereignisse nach spéterer pH-
Absenkung iiberpriift. Abb. 21D zeigt den Verlauf der Fluoreszenz von NBD in Donorliposomen,
die mit den anderen Liposomen (+/- Peptid) in einer Fluoreszenzkiivette unter sténdigem Riihren
gemischt wurden. Zum Zeitpunkt t = 1 min (linker Pfeil) wurde der pH-Wert durch Zugabe von 35
ul 0,5 M Salzsédure schlagartig auf pH 4,0 gesenkt. Da in der Kiivette der erreichte pH-Wert nicht
gemessen werden konnte, wurde zuvor die bendtigte Menge HCI in groflerem MalBstab ermittelt. Bei
t = 16 min (rechter Pfeil) wurden die Liposomen durch Zugabe von Triton X-100 (Endkonzentration
0,5%) aufgelost. Der maximale Fluoreszenzwert entspricht 100% und kann zur Skalierung der
Kinetiken verwendet werden. Es wird deutlich, dass leere Liposomen (ohne Peptid, gepunktete
Linie) nach Ansduern nicht fusionieren. War jedoch Peptid vorhanden, so erfolgte Fusion, deren
Ausmaf in Ubereinstimmung mit den Werten aus Abb. 21B von der Sequenz der Peptide abhing.
Dies bestitigt, dass auch His-flankierte Peptide wie ihre Lys-Pedants in die Membran eingebaut

werden.

Bei den Ergebnissen der Messung von Peptiden mit Histidinen als flankierende Aminosduren
wird die Bedeutung der Ladung der Peptide fiir die Fusion deutlich. Bei ungeladenen Termini tritt

nahezu keine Fusion auf, wohingegen geladene Termini zur Fusion fithren, welche zusitzlich von
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der Kernsequenz abhéngt. Dieses Phianomen bietet die Moglichkeit der Steuerung der Fusion zum

einen durch den pH-Wert und zum anderen durch die Sequenz des hydrophoben Kerns.
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4.3 Einfluss von Lipiden auf die peptidinduzierte Membranfusion

Neben der Flexibilitdt der Peptide spielen vor allem die in der Membran vorhandenen Lipide
eine entscheidende Rolle bei der Fusion. GemiB des ,,Stalk“-Modells sind am Ubergangszustand

wihrend der Fusion mafigeblich beteiligt [43,46,49,78].

Von den Lipiden in der Membran gehen dabei mehrere Effekte aus. Ihre Ladungen bestimmen
die Nettoladung der gebildeten Liposomen und kdnnen elektrostatische AbstoBungen bewirken. Zum
anderen konnen Lipidspezies durch ihre Struktur die Kriimmung einer Membran verdndern (vgl.
Abb. 5 in Kap. 1.2). So besitzen Lipide, deren Kopfgruppe kleiner ist als die Acylkettenregion das
Vermogen, negative Kriimmung (Kopfgruppen auf einer konkaven Seite) auszubilden. Lipide mit
nur einer Acylkette, sog. Lysolipide hingegen begiinstigen pos. Kriimmung (Kopfgruppen auf der

konvexen Seite) [43].

Zusétzlich zeigt die Lipidzusammensetzung von synaptischen Vesikeln einen hohen Anteil an
mehrfach ungesittigten Fettsduren (im englischen auch PUFA = polyunsaturated fatty acids) wie der
Docosahexaensdure (DHA), einer sechsfach ungesittigten Fettsdure aus der ®-3 Familie [79]. Aus
medizinischer Sicht wurden geringe Aufnahmen an DHA im Zusammenhang mit vielen
Krankheitssymptomen wie beispielsweise Krebs, Herzkrankheiten, rheumatische Artritis, Asthma,
Depression und vielen andern gesehen [80]. Es wurde gezeigt, dass DHA an der sn-2 Position von
Phosphatidylethanolamin und -serin sehr viel Raum einnimmt und die Packung von gesittigten
Acylketten erschwert [81,82]. Zudem besitzt DHA ecine geringere Hydrophobie als gesittigte
Fettsduren, was sich in einem Anstieg der Wasserpermeabilitit von Membranen &uflert [83]. In
diesem Zusammenhang soll eine mogliche Beeinflussung eines TMD-Peptids in der Membran und
damit verbundenen Verdnderungen der peptidinduzierten Fusion von Liposomen genauer untersucht

werden.

Im vorangegangenen Kapitel wurde die Fusion von Liposomen durch Peptide in Abhéngigkeit
von deren Sequenz quantitativ untersucht. Die Lipidzusammensetzung der Liposomen blieb dabei
unverdndert. Im Folgenden werden die Effekte dieser Lipide untersucht. Zundchst wird dabei der
Einfluss der Ladung der Kopfgruppen ermittelt. Danach erfolgt ein Vergleich mit synthetischen
Lipiden mit definierten Acylketten. Des weiteren wird der Einfluss der Anzahl an DHA-Lipiden in

der Membran auf die Fusion gezeigt.
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4.3.1 Fusion von Liposomen unterschiedlicher Nettoladung

Die in den bisherigen Untersuchungen verwendeten Liposomen bestanden aus dem ,,Standard-
Lipidgemisch* von PC, PE und PS (3:1:1). Aufgrund ihrer Zwitterionenstruktur sind PC und PE
ungeladen, PS hingegen trigt eine zusatzliche negative Ladung an der Seringruppe. Insgesamt sind
die Liposomen daher negativ geladen. Um den Einfluss dieser Ladung auf die Fusion zu tiberpriifen,
wurden Untersuchungen an ungeladene Liposomen durchgefiihrt. Es wurde dabei PS im ,,Standard-
Lipidgemisch* durch PC ersetzt, die Liposomen bestanden somit aus PC und PE (4:1) und wiesen
keine Nettoladung auf. Sowohl Akzeptor-Liposomen mit Peptid LV16 (P/L = nominal 0,005) als
auch farbstoffmarkierte Donor-Liposomen wurden mit dieser neutralen Lipidmischung (A bzw. D =
,,0°) erzeugt. Diese wurden in den vier moglichen Permutationen mit Standard-Liposomen (A bzw.
D = ,,-“) fusioniert. Zusétzlich wurde die Fusion von Liposomen untersucht, die nur aus PC bestehen

und somit auch ungeladen sind.

Wihrend in Abb. 22A die Kinetik der Fusion von negativ geladenen Liposomen unter dem
Einfluss von LV16 mit den bisher gezeigten Ergebnissen iibereinstimmte, ergaben sich drastische
Anderungen bei Verwendung ungeladener Liposomen. Fusionierten ungeladene Liposomen
miteinander (A/D = 0/0), so zeigte die erhaltene Kinetik eine wesentlich hohere anfangliche Fusions-
geschwindigkeit (Abb. 22B), wobei der Fusionswert nach einer Stunde sich nicht verdnderte. Dies
war auch der Fall, wenn ungeladene Liposomen (mit Peptid) mit farbstoffmarkierten, negativ
geladenen Donorliposomen fusionierten (A/D = 0/- in Abb. 22). Erstaunlich war hingegen, dass die
Inkubation von negativ geladenen Liposomen (mit Peptid) und neutralen Donorliposomen nicht zur

Fusion fiihrte.

Bei der Fusion von Liposomen aus PC zeigte sich eine geringere Fusionsgeschwindigkeit bei

gleichzeitig geringerer Fusion nach einer Stunde.

Die Werte der anfinglichen Fusionsgeschwindigkeiten in Abb. 22B weisen sehr grofle
Unterschiede zwischen negativ geladenen und ungeladenen Liposomen auf. Die erhohte
Fusionsgeschwindigkeit ungeladener Liposomen kann durch die fehlende elektrostatische Abstoflung
erklart werden. Da diese Liposomen hdufiger in physischen Kontakt treten, induziert das Peptid hier
schneller die Fusion. Die Summe aller Ereignisse bleibt hingegen unverdndert. Auffallend ist
hingegen, dass die Fusion von ungeladenen Liposomen mit Donorliposomen (0/-) auch eine hohe
Anfangssteigung aufweist, wohingegen der umgekehrte Fall (-/0) zu keiner Fusion fiihrt. Erklarungs-

versuche durch elektrostatische Effekte scheinen hier eher zweifelhaft zu sein.
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Abb. 22 Fusion von Liposomen unterschiedlicher Nettoladung. A, Typische Fusionskinetiken von
Liposomen mit LV16 (P/L = nominal 0,005). Negativ geladene Liposomen (,-“) aus PC/PE/PS (3:1:1)
und ungeladene Liposomen (,0“) aus PC/PE (4:1) fungieren als Fusionspartner mit Peptid oder als
farbstoffmarkierte Donorliposomen. Werte sind Mittelwerte (n=3). Die Fusion von Liposomen des
jeweiligen Lipidtyps ohne Peptid wurde parallel ermittelt und subtrahiert. Zudem wurde die
Liposomenfusion von ungeladenem PC (,PC*) dargestellt. Kinetiken wurden gefittet (gestrichelte
Linien). B, Zusammenfassung der ermittelten anfanglichen Fusionsgeschwindigkeiten und der
Fusionswerte nach einer Stunde.

Liposomen aus PC sind ebenfalls ungeladen, sie besitzen allerdings kein PE. Da PE aufgrund
seiner Kegelform negative Kurvartur begiinstigt, fordert es in den anderen Lipidgemischen die
Fusion, in reinem PC wird dementsprechend eine geringere Anfangssteigung bei gleichzeitig

verringerter Fusionsausbeute erhalten.
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4.3.2 Synthetische Lipide

Gereinigte Glycerophospholipide aus natiirlichen Quellen bestehen aus einem Gemisch
zahlreicher Spezies mit gleicher Kopfgruppe, aber variierenden Acylketten. Daher ergibt sich eine
Mischung aus Molekiilen mit unterschiedlich langen hydrophoben Gruppen. Eine Zusammensetzung
der verwendeten Lipide natiirlichen Ursprungs, basierend auf Daten von Avanti Polar Lipids [84], ist
in Abb. 23 dargestellt. Die angegebene Nomenklatur bezieht sich auf die Lange der Kohlenstoff-
ketten und deren Anzahl an cis-Doppelbindungen. Ein Palmitylrest beispielsweise besitzt 16
Kohlenstoffatome und keine Doppelbindung. Er wird daher als C16:0 bezeichnet. Fiir einen
Oleylrest steht dementsprechend die Bezeichnung CI18:1. Es wird deutlich, dass die
Zusammensetzung sehr stark variiert. In PC (Abb. 23A) kommen hauptsichlich Seitenketten mit 16
und 18 Kohlenstoffatomen vor, in PE (Abb. 23B) und PS (Abb.23C) sind auch ldngere Ketten
vorhanden. Beziiglich des Gehaltes an gesittigten (G) und ungesittigten (U) Seitenketten besitzen
PC und PS nahezu gleiche Anteile (G/U = 0,82 bzw. 0,93), PE hingegen besitzt vermehrt
ungesittigte Seitenketten (G/U = 0,41).
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Abb. 23 Zusammensetzung der Acylketten von Lipiden aus natirlichen Quellen [84].
A, Phosphatidylcholin (PC) aus Eigelb. B, Phosphatidylethanolamin (PE) aus Schweinehirn.
C, Phosphatidylserin (PS) aus Schweinehirn.
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Es wird deutlich, dass die Dicke einer aus Phospholipiden aus natiirlichen Quellen gebildeten
Membran nicht als homogen bezeichnet werden kann. Bei der Verwendung von synthetischen
Lipiden ist dies hingegen der Fall, da sie iiber definierte Acylkettenlingen verfiigen. Im Folgenden
wurde untersucht, ob die Peptide in Liposomen aus synthetischen Lipiden vergleichbare fusogene
Eigenschaften wie in natiirlichen Lipiden besitzen. Dazu wurden einige Peptide in Liposomen aus
Palmityl-(C16:0)-Oleyl-(C18:1)-PC (POPC), Di-Oleyl-(C18:1)-PE (DOPE) und Di-Oleyl-(C18:1)-
PS (DOPS) im Gewichtsverhéltnis 3:1:1 eingebaut. Diese Lipidmischung wurde verwendet, da hier
zum einen die Kopfgruppen unveréindert sind, zum anderen besitzt die Mischung aufgrund des hohen
Anteils an ungesdttigten Seitenketten vergleichbare Phaseniibergangstemperaturen wie die natiirliche
Mischung. Dies war fiir die Préparation der Liposomen bei 4°C von Bedeutung, da auch die

synthetische Lipidmischung hier im fliissig-kristallinen Phasenzustand vorlag.
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Abb. 24 Peptidinduzierte Fusion von Liposomen aus synthetischen Lipiden. A, Fusionskinetiken von
Peptiden unterschiedlicher Lange (P/L = 0,005). B, Zusammenhang zwischen Fusion nach 1 h bzw.
anfanglicher Fusionsgeschwindigkeit (Inset) und dem experimentell ermittelten P/L-Verhaltnis. C,
Vergleich der Fusionsgeschwindigkeiten und der Fusion nach 1 h (P/L = 0,01). D, Fusionswerte nach
1 h und Fusionsgeschwindigkeiten (Inset) der Peptide in Liposomen aus synthetischen (syn) Lipiden
(grau) im Vergleich zu Liposomen aus natirlichen (nat) Lipiden (hellgrau).
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Peptide mit Kernsequenzen aus alternierenden Leu- und Val-Resten unterschiedlicher Lange
(LV12, LV16, LV20, LV24) wurden in Liposomen aus synthetischen Lipiden rekonstituiert. Abb. 24
zeigt das Resultat der Fusionsmessungen. Die Fusionskinetiken in Abb. 24A sind mit den
Ergebnissen in Liposomen natiirlicher Lipide vergleichbar (vgl. Abb. 16). LV16 zeigte wieder den
grofiten Effekt. Es bestand wiederum ein linearer Zusammenhang zwischen Fusion nach einer
Stunde bzw. anfanglicher Fusionsgeschwindigkeit und dem P/L-Verhiltnis (Abb. 24B und Inset). In
der Gegeniiberstellung der Peptide in Abb. 24C lieBen sich diese nach Normalisierung der Werte auf
P/L = 0,01 sowohl beziiglich der anfanglichen Fusionsgeschwindigkeit als auch beziiglich der
erreichten Fusionsausbeute nach einer Stunde in die Reihenfolge LV16 > LV12 > LV20 > LV24
bringen. Hierin besteht ein Unterschied zu den in der natiirlichen Lipidmischung erhaltenen
Ergebnisse aus Kap. 4.2.2. (vgl. Abb. 16). Abb. 24D verdeutlicht ndmlich, dass beziiglich der
erhaltenen Fusion nach einer Stunde bei LV12 ein signifikanter Unterschied zwischen synthetischen

und natiirlichen Lipiden besteht. Dies gilt auch fiir die Fusionsgeschwindigkeiten (Inset).
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4.3.3 Fusion von Liposomen mit DHA-Lipiden

Docosahexaensdure (DHA) ist eine sechsfach ungesittigte ®-3-Fettsdure (Abb. 25). Sie gehort
zur Familie der mehrfach ungesittigten Fettsduren, welche im Zusammenhang mit der Behandlung
von Herzkrankheiten sowie der Heilung von Krebs diskutiert wird [80]. Auch fiir neurobiologische
Funktionen sind diese Fettsduren essentiell. Aufgrund der Struktur weist DHA eine hohe
konformationelle Flexibilitit auf und steht im Zusammenhang mit einer Erhohung des
Wassergehaltes und einer somit erhohten Dielektrizitidtskonstante innerhalb der Membran. Zudem
nimmt sie als Acylkette in einem Lipid mehr Raum ein als andere Fettsduren und bewirkt so eine
Kegelform des Phospholipids (Querschnitt der durch die Acylketten eingenommenen Flache grof3er
als die der Kopfgruppe) und kann somit negative Kurvatur, dhnlich wie PE, begiinstigen [43]. Daher

wurde der Einfluss auf die Fusogenitit von ausgewaihlten Peptiden untersucht.

HOOC\/\/\/\/\/\/\/\

Palmitinsaure

HOOC\/\/\/\W\/\/\/
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N N N
= = /
Docosahexaenséaure

Abb. 25 Struktur von Docosahexaensaure (DHA) im Vergleich zu Palmitinsdure und Olséure.

Die Verdnderung der Fusogenitdt durch DHA wurde zundchst am Peptid LV16 untersucht. Bei
den verwendeten Phospholipiden war jeweils eine Acylkette Stearinsdure (snl-Position), die andere
war DHA (sn2-Position). Als Kopfgruppen dienten zum einen Phosphatidylethanolamin (S-DHA-
PE) und zum anderen Phosphatidylserin (S-DHA-PS). Zur besseren Vergleichbarkeit mit den bereits
erhaltenen Ergebnissen wurde wiederum mit einem Lipidgemisch aus natiirlichen Lipiden von
PC/PE/PS (3:1:1) gearbeitet (vgl. Abb. 23 Kap. 4.3.2). Deshalb konnten bei Austausch von PS oder
PE Liposomen mit jeweils maximal 10% DHA, beim gemeinsamen Austausch von PE und PS
dementsprechend Liposomen mit bis zu 20 % DHA, erzeugt werden. Die DHA-Lipide wurden in
verschiedenen Verhéltnissen mit den synthetischen Phospholipiden SOPE (Stearyl-Oleyl-
Phosphatidylethanolamin) bzw. SOPS (Stearyl-Oleyl-Phosphatidylserin) gemischt. Dadurch war
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gewihrleistet, dass von der snl-Position (konstantes Vorhandensein der Stearylkette) keine Einfliisse
ausgingen und der ungesittigte Oleylrest an sn2 durch verschiedene Mengen des sechsfach

ungeséttigten DHA ausgetauscht wurde.
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Abb. 26 Einfluss von DHA-Lipiden auf die peptidinduzierte Liposomenfusion. A, Fusionskinetiken
von Liposomen mit LV16 (normalisiert auf P/L = 0,005) mit unterschiedlichen Gehalten an DHA (als
Prozentwert aller Acylketten in der jeweiligen Lipidmischung). B, Relative Steigerung der Fusion nach
1 h durch DHA in Liposomen mit LV16 (normalisiert auf P/L = 0,005). DHA ist an PE gebunden (oben
links), an PS gebunden (oben rechts) oder es werden jeweils gleiche Anteile an PE und an PS
gebundener DHA eingebaut. Die Skalierung der x-Achsen ist identisch. Die gestrichelten Linien
verdeutlichen den linearen Anstieg der prozentualen Fusionssteigerung. C, Relative Fusions-
steigerung von DHA-PE bei der durch LLV16 induzierten Liposomenfusion (P/L = 0,005).
D, Zusammenfassung der relativen Fusionssteigerungen durch DHA. Die Werte wurden aus den
jeweiligen Regressionsgeraden bis zu einem Anteil an DHA-Lipiden von 10% errechnet.

Abb. 26A zeigt Fusionskinetiken von Liposomen mit dem Peptid LV16. Das P/L-Verhiltnis

wurde auf 0,005 normalisiert. Bei der Herstellung von Liposomen mit unterschiedlichen Gehalten an
DHA (gebunden an PE) zeigte sich eine Verstirkung der fusogenen Wirkung von LV16. Die relative
Steigerung der Fusion nach einer Stunde durch DHA-PE korreliert mit dem Anteil der DHA-Lipide
(Abb. 26B, oben links). Wurden Lipide verwendet, bei denen DHA an PS anstelle von PE gebunden

53



Kapitel 4 - Ergebnisse

ist, so zeigte sich der gleiche Einfluss auf die Steigerung der Fusogenitidt von LV16 (Abb. 26B, oben
rechts). Beim gleichzeitigen Austausch von SOPE und SOPS mit DHA-Lipiden wurde wiederum bis
etwa 10% ein linearer Anstieg der relativen Fusionszunahme erhalten. Allerdings konnte durch

Einfiigung von 20% DHA die Fusion nicht um mehr als 60% gesteigert werden (Abb. 26B, unten).

Um zu iiberpriifen, ob die erhaltene Steigerung der Fusogenitit eines Peptids von dessen
Sequenz abhéngt, wurden zusdtzlich Liposomen mit dem Peptid LLV16 (bei P/L = 0,005)
untersucht. Dabei zeigte sich, dass bei der Verwendung steigender Anteile an DHA-PE die relative
Steigerung der Fusion nach einer Stunde durch LLV16 mit den Effekten bei LV16 identisch ist
(gestrichelte Linie in Abb. 26C). Abb. 26D zeigt eine Zusammenfassung der Ergebnisse bei der
peptidinduzierten Fusion. Hier ist die relative Fusionssteigerung pro Prozent inkorporierter DHA-
Seitenketten wiedergegeben. Aufgrund der geringen Fusogenitit bei dem zusitzlich untersuchten
Peptid L16 lagen die Effekte dabei innerhalb der Ungenauigkeit der Messungen, so dass der Effekt
nicht quantifiziert werden konnte. Es wurde gezeigt, dass durch Vorhandensein von DHA-Lipiden in
Liposomen die fusogene Wirkung von Peptiden erhoht werden kann. Das Ausmal} korreliert dabei
mit dem Gehalt an DHA. Bei einem Gehalt von 20% DHA als Seitenkette wurde eine maximale
relative Steigerung der Fusogenitét von etwa 55% erhalten. Da die Messungen zeigten, dass die
relativen Steigerungen der Fusogenititen von LV16 und LLV16 gleich waren, wurde die Steigerung

der spontanen Fusion von Liposomen ohne Peptid unter dem Einfluss von DHA-Lipiden untersucht.
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Abb. 27 Einfluss von DHA-Lipiden auf die spontane Liposomenfusion. A, Absolute Fusionswerte
nach einer Stunde von Liposomen ohne Peptid mit steigenden Gehalten an DHA (als Prozentwert
aller Acylketten in der jeweiligen Lipidmischung). B, Relative Steigerung der spontanen Fusion nach
einer Stunde durch DHA in Liposomen. Mittelwerte + Standardfehler (n=4).

Abb. 27 zeigt den Einfluss von DHA-Lipiden auf die spontane Fusion von Liposomen ohne
Peptid. In Abb. 27A wird deutlich, dass DHA-Lipide auch die nicht von Peptiden induzierte Fusion
steigern. Allerdings ist der Effekt sehr schwer zu quantifizieren, da die Steigerung innerhalb der

Ungenauigkeit der Messung von etwa 1 % (siehe Fehlerbalken) liegt. In Abb. 27B wurden dennoch
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die mittleren relativen Steigerungen der spontanen Fusion nach einer Stunde mit dem Gehalt an
DHA korreliert. Unter dem Vorbehalt, dass die erhaltenen Werte groffen Ungenauigkeiten
unterliegen, konnte hier durch lineare Regression eine relative Fusionssteigerung von etwa 5,1 %
ermittelt werden. Dieses Ergebnis stimmt mit den Werten der Steigerung der peptidinduzierten

Fusion in Abb. 26D iiberein.

Zusétzlich wurden Experimente mit DHA-Lipiden auch in Liposomen aus den rein synthetischen
Lipiden POPC/DOPE/DOPS (vgl. Kap. 4.3.2) durchgefiihrt. Hier konnte kein fusionssteigernder
Effekt von DHA sowohl bei der peptidinduzierten Fusion von LV16 und LLV16, als auch bei
Betrachtung der spontanen Fusion festgestellt werden. Es wurde deshalb auf die Darstellung der

Ergebnisse verzichtet.

Es kann also davon ausgegangen werden, dass die Effekte von DHA-Lipiden weniger im
Zusammenhang mit den Peptiden, sondern vielmehr im Zusammenhang mit einer gednderten
Lipidzusammensetzung gesehen werden miissen. Die Tatsache, dass in der synthetischen
Lipidmischung kein Unterschied festgestellt wurde, deutet darauf hin, dass DHA nur in Verbindung
mit der Inhomogenitit der Beschaffenheit der Membran aus natiirlichen Lipiden fusionssteigernd

wirkt.
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4.4 Einfluss von Liganden auf fusogene Peptide
4.4.1 Steigerung der Fusogenitat durch ein dimeres Aminopyrazolderivat

Aminopyrazolderivate wurden entwickelt, um Alzheimer-Plaques (B-Faltblatt-Aggregate des Ap-
Peptids) aufzuldsen [85]. Durch eine rationelle Denkweise wurde eine Reihe von Derivaten
entwickelt, die in der Lage sind, Wasserstoffbriicken mit Peptiden in der B-Konformation einzugehen
[74,86,87]. Die Grundstruktur bildet dabei ein planarer Pyrazolring. Dieser besitzt eine Anordnung
von Protonendonor- und Protonenakzeptorgruppen (DAD-Wasserstoffbriicken-Muster), welche
komplementdr zum Riickgrat eines Peptides in der B-Konformation ist (siche Abb. 28). Die
Ausbildung von Wasserstoffbriicken zwischen Aminopyrazolen und AB-Peptiden konkurriert mit der
Aggregation zu B-Faltblattstrukturen. Es wurde zudem gezeigt, dass Aminopyrazole B-Faltblatt-
strukturen bei 16slichen Peptiden stabilisieren [86]. Ausgehend von der Flexibilitdt der TMD als
treibende Kraft fiir Membranfusion stellte sich die Frage, ob die nicht-kovalente Bindung eines
Liganden an die Kernsequenz eines Peptids die Sekundirstruktur bzw. die Flexibilitdt verdndern
kann. Aus einer Stabilisierung der Sekundérstruktur wiirde sich folglich eine Verdnderung des
fusogenen Eigenschaften des Peptids ergeben. Die Verwendung dieser Liganden im Zusammenhang
mit der Kernsequenz eines Peptids, welches die TMD nachahmt bietet die Moglichkeit, nihere
Erkenntnisse {iber die Rolle der Flexibilitit des Peptids in den Fusionsiibergangszustinden zu

erhalten.

Abb. 28 Stabilisierung der a-Konformation durch ein Aminopyrazolderivat
aus Rzepecki 2004. Bildung eines Wasserstoffbriicken Donor(D)-
Akzeptor(A)-Donor-Motivs.

Freundlicherweise wurden einige dimere Aminopyrazolderivate von der Arbeitsgruppe Schrader
zur Verfiigung gestellt, um ihren Einfluss auf die Fusogenitdt von Peptiden in Liposomen zu

untersuchen. Der Grofteil dieser Arbeit erfolgte in der Diplomarbeit von Bernhard Poschner unter
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meiner Anleitung. Aus Griinden der Vollstindigkeit sollen hier nochmals die wichtigsten Ergebnisse

aus der Diplomarbeit dargestellt werden.

Abb. 29 zeigt eine kurze Zusammenfassung eines Teils der erreichten Resultate. Die Peptide
L16, LLV16 und LV16 (Abb. 29A) enthalten unterschiedliche Anzahlen an der B-verzweigten
Aminosdure Valin. Bei ihnen wurden verschiedene Fusogenititen festgestellt (siche Kap. 4.2.3). Bei
AmpOX handelt es sich um ein diacyl-verkniipftes dimeres Aminopyrazolderivat (Struktur siche

Abb. 29A).

AmpOX wurde zusammen mit Peptid in Liposomen der Standardmischung PC/PE/PS (3:1:1)
rekonstituiert. Dabei wurde es schon vor der Auftrockung des Lipidfilms mit den anderen
Komponenten gemischt. Die verwendete Menge an AmpOX wurde im molaren Verhéltnis zu der
Menge an Peptid berechnet. Es wurden Parallelmessungen von Peptid ohne AmpOX und

Peptid/AmpOX in steigenden AmpOX/Peptid (A/P)-Verhéltnissen durchgefiihrt.

Abb. 29B zeigt die Fusionskinetiken von LLV16 (P/L = 0,005) mit AmpOX in unterschied-
lichen A/P-Verhéltnissen (von 0,2 bis 5,0). Dabei ist eine Steigerung der Fusion von LLV16 zu
verzeichnen. Unter gleichen Bedingungen wurden weitere Messreihen mit den Peptiden L16 und
LV16 durchgefiihrt. Fiir den Vergleich der Peptide wurden deren Fusionswerte nach einer Stunde
herangezogen. In Abb. 29C ist die relative Steigerung der Fusion der drei Peptide gegen das A/P-
Verhiltnis aufgetragen. Alle Kurven weisen anfangs einen starken Anstieg auf, erreichen aber ab
einem A/P-Verhéltnis von 1 bis 2 ein Plateau. Der Wert des Plateaus entspricht einer ,,maximalen‘
relativen Fusionssteigerung, sozusagen einem maximalen Effekt von AmpOX. Dieser ist von der

Struktur des Peptids abhingig. Sein Ausmal zeigt die Abfolge LLV16 >L16>LV16.

Da die getesteten Peptide unterschiedlich viele B-verzweigte Valinreste besitzen, verfiigen sie
iiber unterschiedliche Strukturen. In Abb. 29D ist die Differenz an a-Helixstukturen in 10% TFE
und 100% TFE (ermittelt durch FTIR, ref. [88]) der Peptide den erhaltenen relativen
Fusionssteigerungen bei A/P = 2 gegeniibergestellt. Es zeigt sich, dass der Effekt von Aminopyrazol
bei LLV16, welches bei Verringerung der Ldsungsmittelpolaritdt weniger o-Helixstrukturen
ausbildet, am groBten ist (vgl. Abb. 29D). Bei einem Peptid hoherer Flexibilitit (LV16, Abb. 29D)
ist der fusionssteigernde Effekt durch AmpOX hingegen niedriger.
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Abb. 29 Peptidinduzierte Liposomenfusion unter dem Einfluss des hydrophoben Liganden AmpOX.
A, Sequenzen der untersuchten Peptide sowie Struktur von AmpOX. B, Typische Fusionskinetiken
von LLV16 (P/L = nominal 0,005) ohne bzw. mit unterschiedlichen Anteilen an AmpOx
(AmpOX/Peptid (A/P)-Verhaltnis) zeigen die Steigerung der absoluten Fusionswerte durch AmpOX.
C, Zusammenhang zwischen relativer Fusionssteigerung (bezlglich Fusion nach einer Stunde) und
dem A/P-Verhaltnis bei verschiedenen Peptiden. D, Der relativen Fusionssteigerung bei A/P = 2 aus
D ist die Flexibilitdt der Peptide erhalten aus der Differenz an a-Helixstrukturen in 10% und 100%
TFE (basierend auf FTIR-Daten [88]) gegenubergestellt.

Die Fusionswerte in Abb. 29B spiegeln die Vermischung der Lipide ohne Differenzierung in
Fusionsintermediate wie Hemifusion (Vermischung der &uBleren Lipidschichten) und vollstdndige
Fusion (Vermischung der &ufleren und inneren Lipidschichten) wider. Durch Behandlung farbstoff-
markierter Donorliposomen mit dem Reduktionsmittel Dithionit wurde im Folgenden NBD-PE in
der duBleren Lipidschicht in ein nicht-fluoreszierendes Derivat umgesetzt (vgl. Abb. 9). So konnte
exklusiv die Vermischung der inneren Lipidschichten gemessen werden. Bei den bisherigen
Fusionskinetiken der LV-Peptide konnte kein Unterschied mit und ohne DTN-Behandlung
festgestellt werden (vgl. Abb. 19 in Kap. 4.2.3). Sowohl duBere, als auch innerer Lipidschicht

fusionierten mit der gleichen Effizienz.
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Abb. 30 Fusion der inneren Lipidschichten bei der peptidinduzierten Fusion unter dem Einfluss von
AmpOX. A, Typische Fusionskinetiken von LLV16 (P/L = 0,005) nach Bleichen des NBD in der
aulleren Lipidschicht mit Dithionit (DTN) bei verschiedenen A/P-Verhaltnissen. Die erhaltenen
relativen Fusionsabnahmen nach 1 h sind gegen das A/P-Verhéltnis aufgetragen (Inset). F,
Zusammenfassung der Fusionsergebnisse ohne (aus Abb. 15) und mit DTN-Behandlung. Die
relativen Anderungen wurden mittels Fusionswert von LLV16 (P/L = 0,005; Mittelwert = 14,3%) in
absolute Werte umgerechnet. Die schwarzen Balken zeigen die Differenz der Werte ohne und mit
DTN-Behandlung und symbolisieren den Anteil an Hemifusion.

Abb. 30A zeigt die Fusionskinetiken von Liposomen mit LLV16 (P/L = nominal 0,005) nach
DTN-Behandlung. Das Inset in Abb. 30A zeigt die relative Abnahme der Fusion nach einer Stunde.
In Abb. 30B sind die Ergebnisse mit und ohne DTN-Behandlung zusammengefasst. Aus den
relativen Zunahmen (- DTN) bzw. Abnahmen (+ DTN) wurden anhand des mittleren Fusionswerts
von LLLV16 (14,3 % nach einer Stunde) die entsprechenden absoluten Fusionswerte errechnet. Nach
Zugabe von AmpOX wurde demnach zwar die Vermischung der &ufleren Lipidschicht begiinstigt,
gleichzeitig aber die der inneren verringert. AmpOX sorgte also fiir eine Steigerung der Fusogenitét

eines Peptides bei gleichzeitiger signifikant erhohter Hemifusion.
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4.4.2 Interaktion von Ligand mit Peptid

In Kap. 4.4.1 wurde gezeigt, dass durch AmpOX die Fusogenitét eines Peptids gesteigert werden
kann, wobei die komplette Fusion verringert wird und Hemifusion verstirkt auftritt. Da die
Ergebnisse keine Aussage liber die Art der Interaktion von AmpOX mit Peptid geben, wurde diese in
Losung untersucht. Trotz seiner schlechten Loslichkeit konnte AmpOX in TFE suspendiert werden.
Dabei wurde eine kolloidale L&sung mit sichtbarer Triibung erhalten, welche iiber
Absorptionsmessungen bei 600 nm quantifiziert wurde. Abb. 31A zeigt, dass mit steigender
Konzentration die Absorption einer reinen AmpOX-Losung bei 600 nm stetig zunimmt (graue
Balken). Wurde hingegen die Triibung von AmpOX in Gegenwart des Peptids LLV16 gemessen, so
wurde bei konstanter Peptidkonzentration von 10 uM bis zu einem A/P-Verhéltnis von 5 (50 uM
AmpOX bei 10 uM Peptid LLV16) keine signifikante Absorption bei 600 nm ermittelt (schwarze
Balken). Das Ergebnis zeigt somit, dass in TFE kolloidal gelostes AmpOX durch Peptid in Losung
gebracht werden kann. Dies deutet auf eine Interaktion von AmpOX mit Peptid bis zu einer

Stdchiometrie von 5:1 hin.

Um diese Interaktion genauer zu untersuchen, wurden die gleichen Losungen mittels
Elektrosprayionisierungs-Massenspektrometrie (ESI-MS) untersucht. Die TFE-Ldsungen wurden bei
gleichen Messparametern (bei einem Fluss von 2 upl/min) in die lonenquelle des Massen-
spektrometers injiziert. Das Massenspektrum von LLV16 in Abb. 31B zeigt zundchst dessen
zweifach geladenes lon bei 1357,3 m/z. Bei der Untersuchung von Peptidlosungen mit AmpOX zeigt
der Peak bei 1481,7 m/z deutlich den Komplex von AmpOX und LLV16 mit der Stochiometrie 1:1.
Die Intensitdt nahm mit steigendem A/P-Verhéltnis zu. Die relativen Intensititen des Signals bei
1481,7 im Vergleich zu LLV16 betrugen 8,6%, 12,6% und 18,3% (bei A/P = 1, 2 bzw. 5). Hohere
Stochiometrien mit zwei bzw. drei AmpOX-Molekiilen pro Peptid konnten ebenfalls detektiert
werden, allerdings nur mit sehr geringen Intensititen. So zeigte die Messung einer Losung mit A/P =
5 zusétzlich Signale hoherer Stochiometrien. Die relative Intensitdt eines 2:1 Komplexes betrug

dabei 2,2% und die des 3:1 Komplexes 1% der Signalhdhe des Peptids.

Um den AmpOX/LLV16-Komplex ndher zu untersuchen, wurde dieser durch die Einstellung der
Radiofrequenz im Quadrupol von den anderen Ionen isoliert. Daraufhin wurde er durch den
kollisionsinduzierten Zerfall (CID; collision induced dissociation) in der Kollisionszelle zwischen
Quadrupol und ToF-Analysator (time of flight) in Abhingigkeit der Kollisionsspannung dissoziiert.
Die Detektion der Zerfallsprodukte erfolgte dann im ToF-Analysator. Abb. 31C zeigt die erhaltenen
Spektren. Bereits bei einer Kollisionsspannung von 20 eV war bei 1357,8 m/z das freie LLV16
(zweifach geladen) und bei 249,1 m/z das Signal von AmpOX (einfach geladen) zu erkennen.
Daneben war der undissoziierte Komplex noch deutlich zu sehen. Bei einer Spannung von 30 eV

zeigte sich die vollstindige Dissoziation des Komplexes in LLV16 und AmpOX. Eine
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Kollisionsenergie von 20 bis 30 eV reicht also aus, um den Komplex zu dissoziieren. Bei dieser

Kollisionsenergie wurde das Peptid noch nicht fragmentiert.
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Abb. 31 Interaktion von AmpOX mit Peptid LLV16. A, Photometrische Messung der Tribung.
Messparameter ist die Absorption bei 600 nm. AmpOX in verschiedenen AmpOX-Konzentrationen
mit Peptid LLV16 in TFE (Peptid-konzentration 10uM; schwarze Balken). Im Vergleich zu AmpOX der
gleichen Konzentration ohne Peptid (graue Balken) tritt bis zu einer AmpOX-Konzentration von 50 yM
(entsprechend A/P = 5) keine Absorption bei Anwesenheit von Peptid auf. B, Massenspektren von
LLV16 ohne und mit AmpOX in verschiedenen A/P-Verhaltnissen zeigen neben dem zweifach
geladenen lon von LLV16 (bei 1357,3 m/z) als weiteres Signal (1481,2 m/z; zweifach geladen) den
1:1 Komplex von AmpOX und LLV16, dessen Intensitat mit steigenden A/P ansteigt (hier zwischen
1475 m/z und 1495 m/z funffach vergréRert und grau hinterlegt). C, CID des lons bei 1481,7 m/z
durch MS/MS zeigt bei einer Kollisionsenergie von 20 eV (oben) eine Fragmentierung in Peptid
LLV16 (1357,8 m/z) und AmpOX (249,1 m/z). Bei 30 eV ist der Komplex vollstandig dissoziiert.

Die Ergebnisse der Messungen weisen auf nicht-kovalente Komplexbildung hin. Da gezeigt
werden konnte, dass TFE die Ausbildung der helikalen Konformation begiinstigt [89], deuten die
Ergebnisse auf eine Interaktion von AmpOX mit LLV16 in helikaler Konformation hin, schlieBen
jedoch eine vorwiegende Komplexbildung mit anderen Konformationen wie [-Faltblatt oder

Random Coil (unstrukturierte Bereiche) nicht aus.
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4.5 Fusogene Wirkung von SNARE-TMD-Peptiden aus Hefe

Vam3p ist ein etwa 33 kDa groles Membranprotein, das in der Membran von Hefevakuolen
(Saccharomyces cerevisiae) vorkommt und beim intrazelluldren Proteintransport mitwirkt [90]. Es
gehort zur Familie der SNARE-Proteine und agiert zu einem spdten Zeitpunkt bei der
Vakuolenfusion. Neben mehreren N-terminalen Doménen, welche beziiglich ihrer Rolle bei der
Fusion von Hefevakuolen bereits erforscht sind [54,91], verfligt Vam3p iiber eine C-terminale TMD.
Peptide, die deren Sequenz sowie zweier Mutanten entsprechen, wurden in Liposomen aus
PC/PS/PE (3:1:1) rekonstituiert und ihre fusogenen Eigenschaften mit Hilfe des bereits

beschriebenen Verfahrens untersucht.

Zunichst wurde die Vermischung der Lipide als Summe von Fusionsintermediaten wie
Hemifusion und kompletter Fusion betrachtet. Abb. 32A zeigt die Sequenz der drei verwendeten
Peptide. Vam3p-wt entspricht der TMD des Proteins. In Vam3p-A4 sind vier B-verzweigte
Aminosduren aus der wt-Sequenz gegen Alanin ausgetauscht; in Vam3p-A4bb sind ebenfalls vier
Aminoséduren mutiert, wobei das Raster gegeniiber Vam3p-A4 um zwei Reste verschoben ist und nur
eine der ausgetauschten Aminoséuren eine PB-verzweigte Seitenkette besitzt. Zur Verbesserung der
Loslichkeit besitzen die Peptide wiederum jeweils drei Lysine an den beiden Termini. Ein

Tryptophanrest ermdglicht die Quantifizierung.

Abb. 32B zeigt die Fusionskinetiken der drei Peptide bei unterschiedlichen P/L-Verhiltnissen.
Sowohl A4 also auch A4bb zeigten signifikant geringere Fusionswerte als das wt-Peptid. Dabei
zeigten wt und A4bb Kurven von vergleichbarer Form. Diese waren jeweils von einer starken
anfianglichen Fusionsgeschwindigkeit geprdgt und flachten im weiteren Verlauf asymptotisch ab.
Vam3p-A4 hingegen 16ste eine wesentlich flachere Fusionskinetik aus, welche auch nach 60 min
noch anstieg. Die Anfangsgeschwindigkeiten der Kinetiken wurden ermittelt und neben den
Fusionswerten nach einer Stunde gegen die erhaltenen P/L-Werte in Abb. 32C (bzw. Inset)
aufgetragen. Dabei zeigte sich beziiglich der Fusionswerte nach einer Stunde die Reihenfolge wt >
A4 > A4bb. Bei Betrachtung der anfianglichen Fusionsgeschwindigkeit hingegen zeigten A4 und
A4bb vergleichbare Werte. Diese Reihenfolgen waren in allen getesteten P/L-Bereichen identisch.
Abb. 32D zeigt die Zusammenfassung der Werte. Dabei wird nochmals deutlich, dass A4 eine

signifikant verringerte anfangliche Fusionsgeschwindigkeit aufweist.
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Abb. 32 Durch Vam3p-TMD-Peptide induzierte Vermischung der Lipide. A, Sequenzen der
untersuchten Peptide. Die Punkte symbolisieren die Reste von A4-wt. B, Typische Kinetik von
kompletter Lipidvermischung bei P/L-Verhaltnissen von 0,0025, 0,005 und 0,01. Bemerkenswert ist,
dass Vam3p-Adbb trotz geringerer Fusogenitdt einen ahnlichen Kurvenverlauf wie Vam3p-wt
aufweist. Vam3p-A4 hingegen zeigt bei allen P/L-Werten eine geringere Anfangssteigung und eine
weitaus geringer ausgepragte Tendenz zur asymptotischen Abflachung gegen Ende des
Inkubationszeitraums. C, Komplette Lipidvermischung bei unterschiedlichen P/L-Verhaltnissen.
Sowohl die Fusion nach einer Stunde (Linien entsprechen linearer Regression) als auch die
Fusionsgeschwindigkeiten (Inset, Punkte durch Linien verbunden) von wt und den beiden Mutanten
unterscheiden sich bei allen P/L-Verhaltnissen. D, Vergleich der mittleren Fusionsgeschwindigkeiten
und Fusion nach 1 h (P/L = 0,005). Datenpunkte symbolisieren Mittelwerte + Standardfehler (n = 3-7).

Um zu {iberpriifen, ob die Peptide in der Lage sind, komplette Fusion zu induzieren, wurde
wiederum NBD in der duBleren Schicht von farbstoffmarkierten Liposomen durch Dithionit (DTN)
reduziert. Abb. 33A zeigt die Fusion der verwendeten Peptide (P/L = 0,005) nach Behandlung mit
DTN. Die Fluoreszenz von NBD wurde dabei um 77+£2% verringert (Inset). Es kann deshalb von
einer Reduktion des NBD in der dulleren Lipidschicht ausgegangen werden. Wahrend die Werte von
wt und A4bb mit den Ergebnissen ohne DTN in Abb. 32 iibereinstimmten, waren sie bei A4 deutlich
verringert. In Abb. 33B sind die anfanglichen Fusionsgeschwindigkeiten und die Fusionswerte nach
einer Stunde nach DTN-Behandlung zusammengefasst. Beziiglich beider Parameter lassen sich die

Effekte der drei Peptide in die Reihenfolge wt > A4bb > A4 einordnen.
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Abb. 33 Durch Vam3p-TMD-Peptide induzierte Fusion der inneren Lipidschichten. A, Typische
Fusionskinetik nach Bleichen des NBD-PE in der duReren Lipidschicht mittels Dithionit (P/L = 0,005).
Durch die Behandlung mit DTN wurde die mittlere anféangliche NBD-Fluoreszenz um 77+2%
verringert (Inset). Dies weist auf eine Bleichung der auReren Lipidschicht der Liposomen hin. Vam3p-
wt und Vam3p-A4bb zeigen vergleichbare Kinetiken wie in ungebleichten Proben (vgl. Abb. 32).
Vam3p-A4 hingegen weist verringerte Werte auf. B, Vergleich der anfanglichen Fusions-
geschwindigkeiten und der Fusionswerte nach einer Stunde bei der Fusion der inneren Membran bei
P/L = 0,005. Im Vergleich zu den Ergebnissen in Abb. 32 sind beide Fusogenizitdtsparameter bei
Vam3p-A4 signifikant verringert. Datenpunkte symbolisieren Mittelwerte + Standardfehler (n = 3-7).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass sowohl bei Vam3p-wt als auch bei Vam3p-A4bb
die Vermischung der inneren und der duleren Membran mit gleicher Effizienz erfolgt. Bei A4
hingegen erfolgt die Vermischung der inneren Membran (entsprechend vollstindiger Fusion) in
geringerem Ausmal. Ein signifikanter Anteil der Fusion durch A4, die ohne DTN-Behandlung

beobachtet wurde, entspricht demnach Hemifusion.
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5 Diskussion

5.1 Ermittlung und Optimierung der Reinheit von synthetischen Peptiden

Das Hauptaugenmerk der Untersuchungen lag auf der Charakterisierung von synthetischen
Peptiden. Um hierbei vergleichbare Ergebnisse zu erhalten sowie Unterschiede in den Eigenschaften
der einzelnen Peptide quantifizieren zu kdnnen, war eine konstant hohe Reinheit der Peptide iiber die

gesamte Zeit der Experimente von entscheidender Bedeutung.

Da die Ausstattung unseres Forschungsinstituts auch massenspektrometrische Untersuchungen
erlaubt, wurde die Reinheit aller Peptide vor ihrer experimentellen Verwendung am Waters QToF-
ESI-Massenspektrometer untersucht. Allerdings muss beachtet werden, dass ohne internem Standard
keine quantitativen Aussagen iiber die Reinheit der Peptide erfolgen konnen. Allerdings ist es
moglich eine Abschédtzung der Reinheit vorzunehmen, wenn alle Proben stets unter Verwendung der

gleichen Messparameter untersucht werden.

Trotz der Schwierigkeiten durch die hohe Anzahl an hydrophoben Aminoséuren bei der Synthese
der Peptide zeigte sich, dass die Reinheit der erworbenen Peptide sehr zufriedenstellend war. So
wurden unter Anwendung der Boc-Synthese [72] Peptide mit Reinheiten von iiber 90%
Hauptprodukt erhalten. Dieser Wert erwies sich als ausreichend fiir die Charakterisierung der Peptide
in den weiteren Untersuchungen. Bei einigen dlteren Chargen der Peptide, die aus dem Jahr 2002

stammten, zeigte sich allerdings eine Verunreinigung mit p-Kresol.

p-Kresol wird bei der boc-Synthese als reversibler Ionenfanger eingesetzt und unterdriickt die
Seitenkettenalkylierung von Tryptophan wahrend der Abspaltung des Peptids durch Flusssdure von
der Matrix, wodurch die bei der Synthese erhaltene Qualitit des Peptids wesentlich verbessert
werden kann [75]. Diese aromatische Verbindung (4-Methylphenol) besitzt eine deutliche UV-
Absorption und stort deshalb die Quantifizierung der Peptide mittels Absorption von Tryptophan.

Festphasenextraktion (SPE) wird hdufig zur Entfernung von Storsubstanzen aus Peptiden vor der
Aufreinigung mittels HPLC angewendet [92]. Dabei bindet das Peptid voriibergehend an eine
hydrophobe Matrix, Verunreinigungen werden entfernt und das Peptid durch nachfolgende Elution
mit organischem Losungsmittel erhalten. Im Gegensatz zur technisch wesentlich aufwendigeren
Aufreinigungen basierend auf HPLC, ist die Methode sehr schnell, effizient und gut anwendbar.
Zudem ist eine Aufreinigung von hydrophoben Peptiden mittels HPLC sehr schwierig und meist mit

geringen Ausbeuten verbunden.

Hier wurde deshalb eine alternative SPE-Methode entwickelt. Bei ihrer Anwendung bindet nicht
das in einem Losungsmittel hoherer Polaritdt geloste sehr hydrophobe Peptid, sondern die

Verunreinigung p-Kresol an die Siulenmatrix. Das Peptid wird so im Durchlauf aufgefangen,
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wihrend p-Kresol erst durch Elution mit organischem Losungsmittel erhalten wird. Es konnte
gezeigt werden, dass somit p-Kresol quantitativ aus den Peptidproben entfernt wird.
Massenspektrometrische Untersuchungen zeigten aullerdem, dass neben p-Kresol auch kiirzere
Peptidfragmente, die wahrscheinlich durch Zersetzung des Peptids wihrend der Lagerung entstanden

sind, entfernt wurden [93].

Die entwickelte SPE-Methode erlaubt somit die Entfernung niedermolekularer Verunreinigungen
sowie kleinerer Peptidfragmente wobei der Verlust an Peptid sehr gering ist. Sie bietet eine schnelle
und effiziente Alternativmethode zu HPLC-basierten Anwendungen. Die gereinigten Peptide

konnten in den weiteren Experimenten erfolgreich eingesetzt werden.
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5.2 Membranfusogene Eigenschaften de novo kreierter Peptide
5.2.1 Flexibilitat des hydrophoben Kerns fordert Fusion

Ergebnisse von Untersuchungen an TMDn von neuronalen SNARE-Proteinen [63] sowie von
viralen Fusionsproteinen [60] deuteten auf einen Zusammenhang von Fusogenitéit einer TMD und
konformationeller Plastizitdt hin. Um diese Hypothese zu bestétigen, wurden in dieser Arbeit eine
Reihe von hydrophoben Modellpeptiden de novo kreiert und beziiglich ihrer membranfusogenen
Eigenschaften charakterisiert. Aufgrund der geringen Anzahl unterschiedlicher Sequenzen wurde die

Interpretation der Ergebnisse erleichtert.

Zunéchst wurden Peptide unterschiedlicher hydrophober Liangen verglichen. Die Basis bildete
dabei eine alternierende Leu/Val-Sequenz. Die Peptide wurden in Liposomen inkorporiert und ihre
membranfusogenen Eigenschaften ermittelt. Eine Kernsequenz von 16 Aminosduren fiihrt hierbei zu
einem Optimum an Fusogenitit. Sowohl kiirzere Peptide mit 12 Aminoséuren, als auch lingere (mit
20 oder 24) weisen signifikant geringere Fusogenititen auf. Dabei muss die Aussagekraft dieser
Ergebnisse aufgrund der identischen Sequenzabfolge vorrangig im Zusammenhang mit der
unterschiedlichen hydrophoben Lénge betrachtet werden. Ausgehend von einem membran-
durchspannenden Einbau der Peptide in der Lipiddoppelschicht kommt folglich den Lipiden eine
entscheidende Rolle zu. Diese Ergebnisse sollen deshalb im Zusammenhang mit den Effekten der

Lipide diskutiert werden (siche Kap. 5.3).

Aufgrund des Optimums an Fusogenitét bei dieser Peptidldnge wurden im Folgenden Peptide mit
einer hydrophoben Sequenz von 16 Aminosduren untersucht. Leucin und Valin besitzen die
Neigung, unterschiedliche Sekundarstrukturen zu begiinstigen. Es konnte gezeigt werden, dass Leu
eine hohe Tendenz zur Ausbildung von a-Helices besitzt [94-97]. Valin hingegen besitzt mit seiner
B-verzweigten Seitenkette eine wesentlich geringere Tendenz dazu und destabilisiert deshalb helikale
Strukturen [64,76]. Ein Peptid mit einer hydrophoben Sequenz aus Leucinen (L16) ist folglich
giinstiger fiir die Ausbildung einer membrandurchspannenden Helix. Basierend auf dieser Sequenz
wurden sukzessiv B-verzweigte Aminosduren (Val) im Kern eingebaut. Beim Vergleich von
Peptiden mit verschiedenen Leu/Val-Verhiltnissen zeigte sich eine maximale Fusogenitit fiir ein

Leu/Val-Verhiltnis von 1 (LV16).

Gly und Pro sind aufgrund ihrer Struktur dazu in der Lage, die helikale Faltung eines Peptids zu
destabilisieren [98-100]. Beim Einbau der beiden Aminoséuren in die Sequenz von LV16 zeigte sich,
dass ein einzelnes Gly oder Pro die Fusogenitidt im Vergleich zur ,Muttersequenz* (LV16) nicht
verdndert. Auch wenn beide Reste isoliert voneinander eingesetzt werden (LV16-G6P10), war kein
Unterschied zu verzeichnen. Allerdings fithrte der Einbau eines Gly/Pro- bzw. Pro/Gly-Paares

(LV16-G8P9 bzw. LV16-P8GY) sowie der Einbau von zwei dieser Paare (LV16-GPPG) in die

67



Kapitel 5 - Diskussion

Sequenz von LV16 zu einem signifikanten Anstieg der Fusogenitit. Der helix-destabilisierende
Effekt eines Gly/Pro bzw. Pro/Gly-Paares im Zusammenhang mit der Leu/Val-Mischsequenz fiihrte
zu einer etwa 80-fachen Steigerung der Fusionsgeschwindigkeit im Vergleich zur am wenigsten

fusogenen Leucinsequenz (L16).

Zur Uberpriifung des Zusammenhangs zwischen den erhaltenen Fusogenititen und der Struktur
der Peptide wurde deren Sekundérstruktur in Losungsmitteln von unterschiedlicher Polaritét durch
Zirkulardichroismus- (CD) Spektroskopie bzw. Fouriertransformations-Infrarotspektroskopie (FTIR)
untersucht [88]. Die Arbeiten zur CD-Spektroskopie erfolgten innerhalb eines Kooperationsprojektes
durch Katrin Weise im Arbeitskreis von Frau Reed am DKFZ Heidelberg, die FTIR-Untersuchungen
wurden von Julian Ollesch im Arbeitskreis von Herrn Gerwert an der Universitit Bochum

durchgefiihrt.

Hierbei wurden Polaritétstitrationen der Peptide durchgefiihrt, wobei die Sekundérstrukturgehalte
der Peptide bei verschiedenen Anteilen an TFE in wéssrigem Puffer ermittelt wurden. Aus der
Anderung der Polaritit des Losungsmittels resultierten unterschiedliche Sekundérstrukturgehalte der
Peptide. Die Differenz an a-helikaler Struktur zwischen 20 und 80 % TFE wurden als MaB fiir die
Flexibilitit der Peptide angesehen. Dabei wurden durch die Anwendung der beiden Methoden zwei
Konzentrationsbereiche von 0,1 mg/ml (CD) bzw. 1,5 mg/ml (FTIR) abgedeckt. In Abb. 34 sind die
erhaltenen Differenzen im Gehalt an o-helikalen Strukturen aus den Polaritétstitrationen den

ermittelten Fusogenititen gegeniibergestellt.

Bei den ,aliphatischen* Peptiden mit unterschiedlichen Leu/Val-Verhiltnissen sowie den
Peptiden, bei denen ein einzelnes Gly oder Pro in die LV-Sequenz eingefiigt worden ist, zeigen sich
gute Ubereinstimmung zwischen Fusogenitit und Anderung der Helikalitit. Auf die Darstellung der
Fusogenitit von V16 wurde hierbei verzichtet, da dieses Peptid nur in sehr geringen Mengen in die
Liposomen integriert werden konnte. Zudem lagen aufgrund von Problemen bei der Durchfiihrung

der FTIR-Messungen keine Werte fiir LV16-G8P9 vor.

Bei Peptiden mit Gly/Pro- bzw. Pro/Gly-Paar sind die Anderung in helikaler Struktur weniger
stark ausgepragt. Hier scheint eine anderer struktureller Mechanismus als bei den aliphatischen

Peptiden vorzuliegen.
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Abb. 34 Vergleich der konformationellen Flexibilitat [88] mit der Fusogenitat von Peptiden einer
Kernsequenz aus 16 Aminosauren. A, Strukturgehalte der Peptide L16, LV16 und V16 (Konz. 0,1
mg/ml) bei Polaritatstitrationen ermittelt durch CD-Spektroskopie. B, Die Anderung des Helixanteils
der Peptide bei Polaritatstitrationen zwischen 80% und 20% TFE aus CD- sowie FTIR Messungen ist
dem Fusogenitatsparameter X gegenulbergestellt. Aufgrund der geringen Einbauraten von V16 wurde
auf eine Darstellung des Wertes verzichtet (*). Fur LV16-G8P9 lagen keine FTIR-Daten vor (#).

Zur weiteren Strukturaufklarung wurden vier ausgewihlte Peptide von signifikant
unterschiedlicher Fusogenitit mittels '*C-Festkorper-NMR-Spektroskopie (ssNMR) untersucht [88].
Diese Arbeit wurde von Prashant Agrawal unter Anleitung von Frans Hulsbergen im Arbeitskreis
von Herrn de Groot an der Univeritdt Leiden (Niederlande) durchgefiihrt. Die Ergebnisse dieser
Messungen zeigt Abb. 35. Dabei deutet eine Verschiebung von 175 ppm auf eine rein helikale
Struktur und eine Verschiebung von 170 ppm auf eine reine Faltblattstruktur hin. Eine reine Leu-
Sequenz zeigte bei den Messungen a-helikale Strukturen (175,8 ppm). Eine gemischte Leu/Val-
Sequenz zeigt ein zweigeteiltes Signal mit Maxima bei 172,5 ppm und 171,5 ppm, welches auf das
Vorhandensein groferer Anteile an P-faltblattartigen Strukturen hindeutet. Auch das Peptid mit
einem Gly/Pro-Paar, welches signifikant hohere Fusogenititen aufweist (vgl. Abb. 34), zeigt eine

Verbreiterung des Signals (bei 171,3 ppm) und somit eine klare Zwischenstruktur im Vergleich zu

69



Kapitel 5 - Diskussion

L16 bzw. V16 (170,3 ppm). Bei V16 kann von einer nahezu reinen Faltblattstruktur ausgegangen
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LV16-G8P9
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Abb. 35 "“C-NMR-Spektren von lyophilisierten Peptiden [88]. Die Signale zwischen 170 und 176
ppm zeigen 13C-Verschiebungen des Peptidriickgrads. Ein Wert von 175 ppm ist charakeristisch fir
eine a-Helix, 170 ppm zeigt B-Faltblattstruktur.

Anhand der strukturellen Untersuchungen der Peptide mittels CD-, FTIR- sowie NMR-
Spektroskopie konnte ein tendenzieller Zusammenhang zwischen konformationeller Flexibilitit und
Fusogenitét aufgezeigt werden. Je stiarker die Struktur des TMD-Peptids zwischen helikaler und

faltblattartiger Konformation vorliegt, desto hoher ist seine Fusogenitit.

Das Ergebnis eines strukturellen Zusammenhangs zwischen konformationeller Flexibilitiat der
TMD und der Fusogenitit stimmt mit Ergebnissen aus Untersuchungen an natiirlichen
Fusionsproteinen tiberein. B-Verzweigte Aminosduren und/oder Glycin sind in TMDn von SNARE-
Proteinen [63] sowie in viralen Fusionsproteinen [60] {iberreprisentiert. Zudem ist ein Gly/Pro-Paar

in der TMD von Typ C Retroviren konserviert [101]. Funktionelle Studien konnten auBerdem
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zeigen, dass die Mutation von Gly in den TMDn von Influenza Hdmagglutinin [56] und dem VSV
G-Protein [62] oder die Mutation von Pro innerhalb der TMD des Moloney Virus Fusionsproteins
[58] die Fusogenititen dieser Proteine in zelluldren Untersuchungsverfahren drastisch reduzierte.
Dies deutet stark darauf hin, dass die intrinsische strukturelle Flexibilitdt der TMD im Zusammen-

hang mit der Funktion des Membranproteins wéhrend der Fusion steht.

5.2.2 Bedeutung der flankierenden Aminoséauren

Neben der Charakterisierung der hydrophoben Kernsequenz der Peptide wurde auch der Einfluss
der flankierenden Aminosduren betrachtet. Hierbei wurden zunichst die N-terminalen Lysine mit
ihren positiven Ladungen charakterisiert. Dies erfolgte durch Ermittlung der Fusogenititen von

,,Host/Guest““~-Peptiden mit unterschiedlichen hydrophoben Sequenzen.

,»Host/Guest“-Peptide wurden urspriinglich entworfen, um die FEigenschaften von
Fusionspeptiden viraler Fusionsproteine wie Influenza Hdmagglutinin zu ermitteln. Die Peptide sind
aus einer hydrophilen C-terminalen Sequenz aus vier Lysinen, einem flexiblen Verbindungsstiick
(zusammen ,,Host* genannt) sowie der hydophoben N-terminalen ,,Guest“-Sequenz aufgebaut. Die
Verkniipfung der hydrophoben Sequenz mit einem unstrukturierten und stark geladenen Rest sorgt
fiir eine gute Loslichkeit in Wasser. Untersuchungen an Guestsequenzen unterschiedlicher Lange,
die vom Fusionspeptid von Influenza Hamagglutinin abgeleitet wurden, konnten zeigen, dass bei
deren Zugabe zu vorgeformten Liposomen und Erythrozyten Fusion bzw. Hémolyse induziert wird.
Deren Ausmall war von der Linge der ,Guest“-Sequenz abhdngig. Spektroskopische
Untersuchungen zeigten die Ausbildung von helikalen Sekundérstrukturen der Peptide in der
Membran. Durch Verwendung des ,Host/Guest“-Systems konnte so eine funktionelle und
strukturelle Charakterisierung der hydrophoben Fusionspeptide von viralen Fusionsproteinen

erfolgen [77,102].

Im Gegensatz zu den C-terminalen TMDn sind Fusionspeptide von viralen Fusionsproteinen N-
terminale amphipatische Sequenzen. Thnen kommt eine Schliisselrolle bei der durch Glykoproteine
gesteuerten Membranfusion zu, da sie durch Eindringen in Lipidschichten zelluldrer Zielmembranen
das Fusionprotein darin verankern und die eigentliche Fusion somit einleiten [103]. Obwohl sich der
Schwerpunkt dieser Arbeit nicht mit dem Einfluss der Fusionspeptide sondern vielmehr mit der
Charakterisierung der TMD beschiftigt, bietet die Untersuchung von ,,Host/Guest“-Peptiden
dennoch die Mdglichkeit, den Einfluss der N-terminalen Ladungen der Lysine zu untersuchen.
Deshalb wurden drei verschiedene Kernsequenzen an C-terminalen ,,Host“-Dominen fusioniert und

unter identischen Bedingungen untersucht.
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Beim Vergleich der beiden Peptidarten zeigte sich, dass die Reihenfolge der Fusogenitit mit
(H/G)-LV16-G8P9 > (H/G)-LV16 > (H/G)-L16 mit der Abfolge der Werte bei den ,,Standard-
peptiden” {ibereinstimmt. Die Sequenzspezifitdt ist also auch bei den Host/Guest-Peptiden vorhanden
und ist nicht von den N-terminalen Lysinen abhéngig. Es stellte sich heraus, dass (H/G)-L16 sowie
(H/G)-LV16-G8P9 keine signifikanten Unterschiede zu den Fusogenititen der Standardpeptide L16
bzw. LV16-G8P9 aufweisen. Allerdings zeigte (H/G)-LV16 eine um fast die Hélfte reduzierte
Fusogenitdt gegeniiber LV16. Obwohl die ermittelten P/L-Verhéltnisse vergleichbar waren und
somit die Einbaurate keine Unterschiede aufwies, konnen keine Aussagen iiber eine mdgliche
Diskrepanz bei der Orientierung der beiden Peptidvarianten relativ zur Membran getroffen werden.
Derartige Unterschiede konnten auch eine Erkldrung fiir die verdnderte Fusogenitit von LV16
liefern. Im Umkehrschluss miisste dann angenommen werden, dass die beiden Varianten von LV 16-
G8P9 sowie L16 jeweils vergleichbar in der Membran eingebaut werden. Die Diskrepanz bei den
Peptiden mit der LVI16-Sequenz konnte in dem verringerten ,hydrophobic mismatch® der
,,Host/Guest““-Variante (hydrophobe Sequenz um das WGCG-Motiv erweitert) begriindet sein. Die
vergleichbare Fusogenitit der beiden Varianten von LV16-G8P9 liefe im Zusammenhang mit
vermindertem ,hydrophobic mismatch* auf einen anderen Mechanismus beim ,,Host/Guest“-Peptid

schlief3en.

Weitere Untersuchungen beschiftigten sich mit den Effekten der Ladungen an den beiden
Termini der Peptide. Die Standardpeptide tragen hier jeweils drei Lysine. Diese sorgen vermutlich
fiir eine Verankerung der Peptide in der Membran sowie eine bessere Loslichkeit der Peptide [104].
Die Peptide wurden in Liposomen bei einem pH-Wert von 7,4 rekonstituiert. Aufgrund des pK,-
Wertes der e-Aminogruppe von Lysin (pK, =10,3) liegen diese in protonierter Form vor und tragen
eine positive Ladung. Der mdgliche Einfluss dieser Ladungsinteraktion mit den Kopfgruppen der
Lipide sollte durch den Einsatz von Histidin-flankierten Peptiden untersucht werden. Hier wurden
alle Lysine gegen Histidine ausgetauscht. Histidin besitzt einen niedrigeren pKa-Wert (pK, = 6,0).
Peptide mit Histidin an den Termini sind deshalb bei neutralem pH ungeladen. Bei pH 4 hingegen
tragen auch sie eine positive Ladung. Durch den Einsatz von His-flankierten Peptiden konnte also
der Einfluss der Ladung auf die Fusogenitit von unterschiedlichen hydrophoben Kernsequenzen in

Liposomen identischer Lipidzusammensetzung ermittelt werden.

Experimente mit Lys-flankierten Peptiden zeigten, dass Fusionsuntersuchungen im pH-Bereich
von 4 bis 7,4 moglich sind. Es kann also davon ausgegangen werden, dass die pH-Anderung sich
lediglich auf den Protonierungszustand von His auswirkt. Auch beim Einbau der Peptide war kein

Unterschied zu den Lys-flankierten Varianten festzustellen.

Die FErgebnisse aus den Fusionsuntersuchungen zeigten, dass His-flankierte Peptide bei

neutralem pH-Wert (pH = 7.4) keine fusogene Wirkung auf Liposomen haben. Bei pH 4 hingegen
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zeigen diese Peptide ausgeprigte Fusogenititen, deren AusmaBl von der Kernsequenz der Peptide
abhingt [(His)-L16 < (His)-LV16 < (His)-LV16-G8P9]. Die Sequenzspezifitit des hydrophoben
Kerns ist auch bei den His-flankierten Peptiden gegeben. Bei der genaueren Untersuchung des
Zusammenhangs zwischen pH-Wert und Fusogenitit von (His)-LV16-G8P9 wurde die sigmoidale
Titrationskurve von Histidin erhalten. Der ermittelte Wendepunkt ergab einen Wert von 5,3. Dieser
ist gegeniiber dem pK,-Wert von Histidin (pK, = 6,0) um etwa 0,7 niedriger. Ausgehend von einem
Einbau der Peptide in der Membran lésst sich dieser Unterschied dadurch erkliren, dass durch die
Verankerung des Peptids dessen terminale Histidine an hydratisierten Phosphatgruppen lokalisiert
sind. Sie sind deshalb fiir die Protonierung nicht so leicht zuginglich wie freies Histidin. Daher ist

die Titrationskurve der Histidine in den Lipiddoppelschichten zu niedrigeren pH-Werten verschoben.

Die Fusion von Liposomen mit His-flankierten Peptiden war vom pH-Wert abhingig, bei
welchem die Peptide pripariert wurden. Unklar war jedoch, ob der Protonierungszustand der
Histidine sich in erster Linie auf den Einbau der Peptide in die Membran bei der Rekonstitution (und
damit indirekt auf die Fusion) auswirkte oder ob auch eine nachtragliche pH-Absenkung effektiv
war. Daher wurden Liposomen bei pH 6,5 pripariert und deren Fusion nach pH-Absenkung
betrachtet. Durch kontinuierliche Messung der Fluoreszenz von NBD war es dabei moglich, die
Fusion ,,online” am Fluoreszenzspektrometer zu verfolgen. Es zeigte sich, dass Liposomen ohne
Peptid nach pH-Ab-senkung auf pH = 4 keine Fusion aufwiesen. Wurden His-flankierte Peptide in
Liposomen eingebaut, so war nach schlagartiger pH-Absenkung (von 6,5 auf 4,0) eine deutliche
Fusion messbar, welche durch den Fluoreszenzanstieg quantifiziert werden konnte. Das Ausmal

dieser Fusion war wiederum von der Kernsequenz der Peptide abhéngig.

Der Einfluss der positiven Ladung der flankierenden Aminosduren auf die Fusogenitdt kann
nicht erschopfend geklirt werden. Die Mdglichkeit der elektrostatischen Wechselwirkung zwischen
positiv geladenem Peptid und negativ geladenem Lipid (Phosphatidylserin) und einer dadurch
initiierten Anndherung der miteinander fusionierenden Liposomen ist unwahrscheinlich, da global
gesehen bei einem P/L-Verhéltnis von 0,005 trotz der sechs positiven Ladungen des Peptids dennoch

die negative Ladung des PS um den Faktor 6,8 iiberwiegt.

Es scheint vielmehr plausibel, dass das Peptid ohne Ladungen an den Termini schwichere
Interaktionen mit den Lipiden in der Membran eingeht. Dies kann im Zusammenhang mit
,.hydrophobic mismatch® gesehen werden. Ein Peptid, dessen hydrophobe Kernsequenz in helikaler
Konformation zu ,kurz® ist, um eine Membran zu durchspannen erzeugt definitionsgemal3 {iber
negativen ,,hydrophobic mismatch®. Dieser wird durch die Membran kompensiert indem die Lipide
beispielsweise nichtlamellare, hexagonale Hj-Phasen eingehen [104-106]. Die Struktur des

Kaliumkanals von Streptomyces lividans zeigte geladene Aminosduren wie Lys im Bereich der
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Kopfgruppen der Phospholipide. Aromatische Aminoséduren wie Trp hingegen kommen an der

Grenze zu den Acylketten vor [106,107] (Abb.36).
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Abb. 36 Die Struktur der TMD des Kaliumkanals von Streptomyces lividans [106]. A, Die
hydrophoben TMDn (griin) sind von geladenen Argininresten (rot) umgeben. B, Naher am
hydrophoben Bereich befindet sich ein Gurtel aus Tryptophanen (gelb). C, Schematische Verteilung
?1e0r6?minoséuren. Dabei handelt es sich um ein generelles Motiv in den TMD von Membranproteinen

Es ist vorstellbar, dass die ungeladenen Histidine eines Peptides aufgrund ihrer aromatischen
Struktur nahe an den Acylketten der Lipide in der Membran lokalisiert sind (vgl. Abb. 37). Der
Imidazolring der Histidine erhdlt durch pH-Absenkung eine positive Ladung, woraus
moglicherweise elektrostatische Wechselwirkungen der Histidine mit den Kopfgruppen der Lipide
resultieren (vergleichbar den Lysinen). Durch die damit verbundene Induzierung von nichtlamellaren
Phasen in der Membran (Abb. 37) konnte die Fusogenitét der His-Peptide bei niedrigen pH-Werten
erklart werden. Allerdings bleibt dies nur eine Hypothese, deren Bestétigung schwierig ist. Trotzdem
bietet das System der pH-induzierten Fusion von Liposomen mit His-Peptiden die Mdglichkeit, das
AusmalB der Liposomenfusion sowohl durch den pH-Wert, als auch durch die Kernsequenz der

Peptide, zu steuern.

Sowohl Host/Guest-Peptide ohne N-terminale Lysine als auch His-flankierte Peptide sind in der
Lage, Membranfusion zu induzieren. Dabei bleibt jeweils die Sequenzspezifitit der Standardpeptide
erhalten. Neben der Kernsequenz ist auch der Ladungszustand der terminalen Gruppen fiir die
Fusion von Bedeutung. Die erhaltenen Ergebnisse lassen zwar keine vollstdndige Erklarung fiir die
Effekte dieser Gruppen zu, ein Zusammenhang mit der Stérung der lamellaren Phasen in der

Membran ist allerdings vorstellbar.
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Abb. 37 Médglicher Einfluss terminaler Ladungen von Histidin-flankierten Peptiden auf die
Membranstruktur. Bei pH 7,5 sind die terminalen Histidine ungeladen. Die hydrophobe Kernsequenz
affektiert die Packung der Membran nicht. Durch pH-Absenkung werden die Histidine protoniert. Sie
streben weiter zum Rand der Membran. Aus dem entstehenden ,hydrophobic mismatch” resultieren
nichtlamellare Phasen in der Membran.
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5.3 Lipide bei der Membranfusion

Bei gleicher Lipidmischung konnten die fusogenen FEigenschaften der Peptide detailliert
charakterisiert werden. Da mit der Fusion eine Vermischung der Lipidschichten zweier Membranen
und somit eine drastische Restrukturierung der Lipidmolekiile verbunden ist, sollte deren Einfluss
auf die Fusion genauer untersucht werden. Dabei wurden zunéchst die Ladungen der Kopfgruppen
variiert. Es folgte der Vergleich von Lipiden natiirlicher Herkunft mit ihren synthetischen Pendants.
Der Einfluss von hochgradig ungesittigten DHA-Lipiden wurde zusétzlich an mehreren Peptiden

untersucht.

Anhand ihrer hydrophilen und hydrophoben Abschnitte ldsst sich eine Membran in verschiedene
Bereiche unterteilen. Den hydrophoben Bereich bilden dabei die Acylkettenregionen der
Phospholipide. Der hydrophile Teil besteht aus den Kopfgruppen. Bei den Untersuchungen der
Fusionsvorginge durch Peptide wurden Membranen verwendet, welche sich aus Phospholipiden mit
unterschiedlichen Kopfgruppen zusammensetzen. Dabei tragen Phosphatidylcholin (PC) sowie
Phosphatidylethanolamin  (PE) aufgrund ihrer Zwitterionenstruktur keine Nettoladung.
Phosphatidylserin (PS) hingegen besitzt zusétzlich eine negative Ladung an der Kopfgruppe, die von
der Seringruppe herriihrt. Liposomen aus der ,,Standard“-Lipidmischung von PC/PE/PS (3:1:1), mit
welcher die Peptide charakterisiert wurden, verfiigen also iiber eine negative Nettoladung. Um den
Einfluss der geladenen Kopfgruppen der Lipide auf die Membranfusion zu untersuchen, wurde PS
gegen PC ausgetauscht und somit Liposomen ohne Nettoladung erzeugt. Bei einer Reihe von
Fusionsexperimenten mit dem Peptid LV16 konnten Unterschiede im Fusionsverhalten von negativ
geladenen und neutralen Liposomen festgestellt werden. Dabei wurden sowohl Akzeptorliposomen,
in welchen Peptid vorhanden war, als auch farbstoffmarkierte Donorliposomen aus einer neutralen
Lipidmischung hergestellt. Diese wurden in allen vier mdglichen Permutationen mit negativ

geladenen Liposomen gemischt und die Fusionskinetiken aufgenommen.

Zunichst fiel auf, dass bei der Fusion von ungeladenen Liposomen eine wesentlich hdhere
anfiangliche Fusionsgeschwindigkeit im Vergleich zu negativen Liposomen zu beobachten war. Die
Fusionsausbeute nach einer Stunde blieb dabei unveridndert. Eine mogliche Erklarung flir dieses
Phanomen konnte in der verminderten Abstoung zwischen den Liposomen ohne Nettoladung zu
finden sein. Stellt man sich die Fusionsereignisse als zufillige Kollisionen von Liposomen vor, so
spiegelt die anfangliche Fusionsgeschwindigkeit die Wahrscheinlichkeit wieder, mit der ein
zufilliges Aufeinandertreffen zweier Liposomen zu deren Fusion fiihrt [32]. Ohne elektrostatische
AbstoBung konnte die Kollision neutraler Liposomen héufiger in Fusion umgesetzt werden, was in
der erhohten anfianglichen Fusionsgeschwindigkeit resultieren wiirde. Das Ausmal} der Fusion nach
einer Stunde entspricht geméf dieser Vorstellung der Summe aller Fusionsereignisse. Die Tatsache,

dass dieser Wert bei ungeladenen Liposomen (PC/PE = 4:1) gegeniiber geladenen Liposomen
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(PC/PE/PS = 3:1:1) unverandert bleibt, deutet darauf hin, dass das Ausmaf} der Fusion in diesem Fall

nur vom Peptid abhingt.

Die Kinetiken von ungeladenen Liposomen aus PC sprechen allerdings zunichst gegen diese
Vorstellung. Hierbei konnte sowohl eine geringere anfangliche Fusionsgeschwindigkeit, als auch
eine geringere Fusion nach einer Stunde beobachtet werden. Bezieht man allerdings die Form der
einzelnen Lipide in die Uberlegungen mit ein, so kann man auch hier einen Zusammenhang
erkennen. Basierend auf der ,,Stalk“-Hypothese erfolgt bei der Fusion zunichst die Bildung eines
Ubergangszustandes, der als Hemifusion bezeichnet wird [46,47,49]. Eine mogliche Rolle der Lipide
wihrend der Hemifusion ist in Abbildung 38 zusammengefasst. Aufgrund der GroBe ihrer
Kopfgruppen und ihrer Acylkettenregionen nehmen Lipide dabei unterschiedliche Formen an, die
allerdings nicht statisch gesehen werden kénnen. So besitzt PE eine kleine Kopfgruppe im Vergleich
zur Acylkettenregion, woraus sich eine stirker ausgepragte Kegelform ergibt. PC hingegen besitzt in
der Membran eine nahezu zylindrische Form. Im Ubergangszustand ergeben sich daraus groBe
Packungsdefizite der Acylkette (Abb. 38A). Aufgrund der Kegelform von PE ergibt sich eine
gewisse Neigung zur Ausbildung von nichtlamellaren hexagonalen Lipidphasen [43,108]. Diese
begiinstigen die Lipidstrukturen im Ubergangszustand der Membranfusion (Abb. 38B). Hieraus lisst
sich ableiten, dass es bei Vorhandensein von PE in einer Membran zur erleichterten Ausbildung von
Fusionsintermediaten kommen und somit auch zur beschleunigten peptidinduzierten Fusion fiithren
kann, was den Unterschied der Fusionsneigung von Liposomen aus PC bzw. PC/PE (4:1) erklért. In
der ,,Standard“-Lipidmischung PC/PE/PS (3:1:1) ergeben sich keine grolen Verdnderungen des
Ubergangszustand (Abb. 38C) im Vergleich zu PC/PE (4:1). Die verringerte Anfangssteigung lisst

sich wohl auf elektrostatische Abstoung der Liposomen zuriickfiihren.

Unerwartet waren die Ergebnisse der Fusionsexperimente von geladenen mit ungeladenen
Liposomen. Wurden ungeladene Akzeptorliposomen (A) mit negativ geladene Donorliposomen (D)
fusioniert, so zeigten sich Kinetiken, die denen von ungeladenen Liposomen entsprachen. Dies ladsst
sich aus der fehlenden elektrostatischen Abstoung der Liposomen erkldren. Hingegen zeigten
geladene Akzeptorliposomen und ungeladene Donorliposomen keine messbare Fusion. Eine

Erklarung dafiir kann gegenwértig nicht gefunden werden.

Es zeigt sich, dass die peptidinduzierte Fusion durch Lipide sowohl durch den Ladungszustand
ihrer Kopfgruppen, als auch durch ihre intrinsische Struktur moduliert werden kann. Deshalb ist es
im Sinne der Vergleichbarkeit von Ergebnissen aus Fusionsuntersuchungen besonders wichtig, stets

mit identischen Lipidzusammensetzungen zu arbeiten.
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Abb. 38 Moglicher Einfluss der Lipide auf die Ausbildung von Fusionsintermediaten. A, Eine
Membran aus PC zeigt starke Packungsdefizite wahrend der bei Hemifusion auftretenden negativen
Krimmung. B, Durch das Vorhandensein von PE wird die Ausbildung von negativer Krimmung
begunstigt. C, Durch PS (negative Ladung) wird die Struktur von B kaum geandert. D, Durch
Einfigen von DHA-Lipiden sind im Ubergangszustand noch weniger Defizite in der Packung der
Acylketten vorhanden.

Neben den Kopfgruppen der Lipide wurden auch die Acylkettenregionen betrachtet. Die zur
Charakterisierung der Peptide verwendeten Lipide waren natiirlichen Ursprungs. Es handelt sich
dabei um ein Gemisch von Lipiden mit drei unterschiedlichen Kopfgruppen, die jeweils an Seiten-
ketten mit unterschiedlichen Lidngen und unterschiedlichen Sittigungsgraden gebunden sind. Eine
daraus aufgebaute Membran besitzt deshalb eine vergleichbare mittlere Dicke, kann allerdings nicht
als homogen betrachtet werden. Im Gegensatz dazu verfiigt eine Membran aus synthetischen Lipiden
mit definierten Acylketten iiber eine exakt definierbare Dicke. Zur Evaluierung sich daraus
ergebender Unterschiede wurde das Fusionsverhalten von Peptiden unterschiedlich langer
Kernsequenzen in Membranen aus synthetischen Lipiden ermittelt und mit den Werten aus

natiirlichen Membranen verglichen. Dabei blieb die Identitit der Kopfgruppen der Lipide
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unverdndert. Die synthetischen Lipide wiesen ferner einen groflen Gehalt an ungesittigten
Oleylseitenketten (C18:1) auf, um niedrige Phaseniibergangstemperaturen zu erhalten und so zu
gewihrleisten, dass eine Rekonstitution der Liposomen auf Eis ohne Phaseniibergang durchzufiihren

war.

Beim Vergleich der Fusogenititen von Peptiden unterschiedlicher Lénge zeigte sich auch in
Liposomen aus synthetischen Lipiden (POPC/DOPE/DOPS, 3:1:1) ein Optimum fiir LV16.
Allerdings wies das kiirzere LV12 hier eine signifikant erhdhte Fusogenitit im Vergleich zu den
natiirlichen Lipiden auf, die sich sowohl bei der anfanglichen Fusionsgeschwindigkeit als auch bei
der Fusionsausbeute zeigte. Dieser Effekt konnte im Zusammenhang mit dem in Kap. 5.2.2
erwidhnten negativen ,hydrophobic mismatch® stehen [106]. Geht man von einem
membrandurchspannenden Einbau des Peptids LV12 aus, so ist die natiirliche Lipidmischung
moglicherweise dazu in der Lage, den ,,mismatch* durch Umorganisieren seiner unterschiedlichen
Acylketten zu kompensieren. In der synthetischen Lipid-mischung hingegen sind die dafiir
notwendigen kiirzerkettigen Lipide nicht vorhanden, wodurch diese Membran stiarker durch LV12
deformiert wird. Dabei kann nicht ausgeschlossen werden, dass auch die Féahigkeit von LV12, sich
als Transmembranhelix in die synthetische Membran einzubauen von der Membrandicke abhingt.

Dies konnte sich indirekt auf die Sekundarstruktur auswirken.

Die Bedeutung der Form der Lipide fiir die Membranfusion wird auch aus den Ergebnissen mit
DHA-Lipiden deutlich (vgl. Abb. 38D). Die durch das Peptid LV16 induzierte Fusion von
Liposomen konnte durch DHA-Lipide signifikant gesteigert werden. Bei Kontrollexperimenten mit
dem Peptid LLV16, welches liber eine geringere Fusogenitit verfiigt, konnte allerdings gleiche
realtive Fusionssteigerungen beobachtet werden. Auch beim Leerwert war eine entsprechende
Zunahme zu beobachten. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass der Effekt der hochgradig
ungesittigten DHA-Lipide weniger im Zusammenhang mit einer Anderung der Struktur der Peptide
zu sehen ist. Vielmehr handelt es sich dabei um einen Effekt, der durch die Form des DHA-Lipids
ausgeiibt wird. Die C22:6 Acylkette von DHA an der sn2-Position Phospholipiden nimmt in der
Ebene der Membran mehr Raum als eine einfach ungesittigte Acylkette ein. Dies fiihrt zu einer
Kegelform dhnlich PE [43,81]. Zudem bewirken DHA-Lipide in der Membran aufgrund der hohen
Flexibilitit ihrer Seitenkette eine starke Storung der Packung der Acylketten, was sich unter anderem
in einer verdnderten lateralen Kompressibilitdit und Permeabilitdt ausdriickt [80]. Dieser Effekt
scheint sich nur in der natiirlichen Lipidmischung auszuwirken, da Versuche mit synthetischen
Lipiden keine Fusionssteigerung durch DHA-Lipide zeigten. Es ist vorstellbar, dass die Stérung der
Packung der Membran sich in der natiirlichen Lipidmischung aufgrund deren Inhomogenitét starker

auf die Fusion auswirkt als in der besser gepackten synthetischen Membran.
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5.4 Steigerung der Fusogenitat von Peptiden durch AmpOX

Aufgrund ihrer Struktur sind Aminopyrazole in der Lage nicht-kovalent an ein Peptid in der -
Konformation zu binden. Dies erfolgt durch die Ausbildung von Wasserstoftbriicken in einem
Protonen-Donor-Akzeptor-Donor Motiv [74,86]. Die Fusogenitit von Peptiden steht im
Zusammenhang mit deren konformationeller Flexibilitit. Deshalb wurde untersucht, inwieweit ein
dimeres Aminopyrazolderivat in der Lage ist, die Fusogenitit eines Peptids zu verdndern und ob die

Ergebnisse auf die Beeinflussung der Konformation des Peptids hindeuten.

Fusionsuntersuchungen von Peptiden mit AmpOX haben gezeigt, dass mit steigendem
AmpOX/Peptid (A/P)-Verhéltnis die Fusionswerte signifikant ansteigen. Es wurden drei Peptide
verglichen, bei denen in eine Leu-Sequenz eine steigende Anzahl der B-verzweigten Aminosiure
Valin eingefiigt wurden (L16, LLV16 und LV16). Der fusionssteigernde Effekt war von der Sequenz
der Peptide abhidngig und bei LLV 16 am stirksten ausgeprégt. Allerdings ist die Steigerung bei L16
aufgrund der niedrigen Fusogenitit des Peptids und des Fehlerbereichs des Untersuchungs-
verfahrens nicht absolut aussagekriftig. Da die verglichenen Peptide iiber unterschiedliche
Flexibilitdten verfiigen, wurden diese mit den erhaltenen Fusionssteigerungen durch AmpOX
verglichen. Dabei fiel auf, dass das Ausmal} der Steigerung sich reziprok zur Flexibilitdt der Peptide
verhélt. Dies deutet darauf hin, dass die Effekte im Zusammenhang mit Interaktionen von AmpOX
und Peptid gesehen werden kénnen. Auch konnte bei Liposomen ohne Peptid keine Anderung der

Fusionskinetiken beobachtet werden.

Fusionsexperimente mit DTN-behandelten Donorliposomen, durch welche die Messung von
Fusionsintermediaten ausgeblendet wird, zeigten, dass das Ausmal} der Vermischung der inneren
Lipidschichten bei Anwesenheit von AmpOX zuriickging. Aus diesen Werten konnte das Auftreten
von Fusionsintermediaten, bei denen nur die duBleren Lipidschichten fusioniert sind, quantifiziert

werden. Es wurde festgestellt, dass durch AmpOX vermehrt Hemifusion auftritt.

Da die Fusionsergebnisse keine eindeutigen Schlussfolgerungen iiber die Interaktion von
AmpOX und Peptid erlauben, wurde durch Absorptionsspektroskopie und Massenspektrometrie die

Interaktion ndher untersucht.

Um die Stéchiometrie der Interaktion von AmpOX mit Peptid zu ermitteln, wurde die Triibung
von Mischungen verschiedener A/P-Verhiltnisse zundchst absorptionsspektroskopisch untersucht.
Dabei konnte AmpOX in TFE kolloidal gelost werden. Die Triibung dieser Losungen konnte durch
Zugabe von Peptid jedoch vermindert werden. Dies deutete auf eine Interaktion von AmpOX mit
dem in TFE sehr gut 16slichen Peptid hin. Es wurde festgestellt, dass bis zu einem A/P-Verhiltnis
von 5 klare Losungen erhalten wurden. Dies weist stark auf eine Stochiometrie von 5:1 des nicht-

kovalenten AmpOX/Peptid Komplexes hin.
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Um diese AmpOX/Peptid-Komplexe noch genauer zu charakterisieren, wurden sie mittels
Elektrosprayionisierungs-Massenspektrometrie (ESI-MS) in der Gasphase untersucht. Aufgrund der
milden lonisierungsbedingungen eignet sich ESI-MS besonders gut fiir die Detektion von nicht-
kovalenten Interaktionen. Urspriinglich als Methode zur Identifizierung groBer Makromolekiile
entwickelt [109], findet sie eine breite Anwendung bei der Untersuchung vielerlei nicht-kovalenter
Interaktionen [110,111]. Bei der Untersuchung der Proben aus den Triibungsmessungen konnte der
1:1 Komplex detektiert werden. Dabei stieg die Intensitét des Signals mit steigendem A/P-Verhéltnis
an. Komplexe hoherer Stochiometrie wurden allerdings nur mit sehr geringen Intensitidten detektiert,
was auf die Zersetzung der Komplexe wihrend der Ionisierung zuriickzufithren ist. Weiterhin
erlaubte das verwendete Massenspektrometer die Anwendung von Tandem-MS mit
kollisionsinduziertem Zerfall (CID; collision induced dissociation). Dieses Verfahren bietet Vorteile
bei der Strukturaufklirung von Proteinen und Peptiden und erlaubt die Fragmentierung von Ionen
grofBer Massen [112]. Bei der Untersuchung von Komplexen unterschiedlicher Stéchiometrien (1:1
bis 5:1) reichten geringe Kollisionsenergien bereits aus, um das Ion in Peptid und AmpOX zu
zersetzen. Bei diesen Energien erfolgte noch keine Fragmentierung des Peptids. Dadurch konnte zum
einen der Komplex eindeutig identifiziert werden und zum anderen wurde gezeigt, dass es sich um

nicht-kovalente Wechselwirkungen handelt.

Das Losungsmittel bei den Untersuchungen war reines TFE. Dieser primdre Alkohol verringert
die Solvatisierung des Riickgrats eines Peptids in der ungefalteten Konformation und begiinstigt
daher a-helikale Peptidstrukturen [89]. Deshalb liegt ein Peptid in TFE vorzugsweise in

Helixkonformation vor. Dies zeigten auch Strukturanalysen durch CD-Spektroskopie (siche oben).

Obwohl bei Untersuchungen der Interaktion von Aminopyrazolderivaten mit 16slichen Peptiden
gezeigt werden konnte, dass diese bevorzugt mit f-Konformationen erfolgt [74,86,113], deuten die
Ergebnisse von CD-Spektroskopie im Ldsungsmittel TFE als auch in Liposomen (B. Poschner,
personliche Mitteilung) auf eine Interaktion mit helikaler Struktur hin. Dabei kann allerdings eine
Interaktion von AmpOX mit nicht-helikalen Bereichen bzw. Populationen des Peptides in héheren
A/P-Stochiometrien nicht ausgeschlossen werden. Ausgehend von einer helikalen Struktur der TMD
ist ausserdem eine auf dem Leucin-Zipper-Motiv basierende TMD-TMD-Interaktion mit daraus
resultierender Oligomerisierung vorstellbar. AmpOX konnte dazu in der Lage sein, diese Zustéinde
zu beeinflussen. Eine genaue strukturelle Erklarung fiir die Interaktion von TMDn in Anwesenheit
des Liganden kann anhand der vorgestellten Ergebnisse nicht erfolgen und bedarf deshalb weiterer

Untersuchungen dieser nicht-kovalenten Komplexe, beispielsweise in Membranen .

Die Fusionsuntersuchungen konnten allerdings zeigen, dass die Interaktion von AmpOX mit
Peptid zu vermehrt auftretender Hemifusion fiihrt. Dieser Effekt war bei strukturell flexibleren

Peptiden weniger ausgepridgt. Man kann deshalb davon ausgehen, dass die nicht-kovalente
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Interaktion von AmpOX mit einer relativ starren (nicht flexiblen) Peptidstruktur erfolgt. AuBerdem
konnte diese Komplexbildung zu einer stiarkeren Stérung der Ordnung der Lipidschichten fiithren. Es
ist bekannt, dass durch die Storung der Packung der Lipide in der Membran, wie diese zum Beispiel
durch virale Fusionspeptide ausgeiibt wird, Fusion auftreten kann [114,115]. Die eventuell durch
AmpOX alleine ausgeiibte Storung der Packung der Lipide in der Membran zeigte bei Messungen
der Fusion von Liposomen ohne Peptid keinen Effekt. Durch Interaktion mit dem Peptid wire es
dennoch vorstellbar, dass eine beschleunigte Vermischung der duBleren Lipidschichten auftritt und
daraus Hemifusion resultiert. Durch eine verringerte strukturelle Flexibilitdt wire der Komplex von
AmpOX und Peptid weiterhin nicht in der Lage, die Vermischung der inneren Lipidschichten zu

begiinstigen (vgl. Kap. 5.6).
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5.5 Charakterisierung der fusogenen Eigenschaften eines SNARE-TMD-Peptids

Bei der Untersuchung von de novo kreierten Peptiden stellte sich ein Zusammenhang zwischen
Fusogenitit und struktureller Flexibilitdt heraus. Anhand dieser Erkenntnisse sollte zum Abschluss
der Arbeiten die TMD des SNARE-Proteins Vam3p aus Hefe mit Hilfe des vorgestellten

Untersuchungsverfahrens in vitro charakterisiert werden.

Unter Anwendung eines etablierten Verfahrens zur quantitativen Bestimmung der
Vakuolenfusion in Hefe in vivo [116] konnte gezeigt werden, dass die N-terminalen Doménen des
Hefe t-SNARE Proteins Vam3p die einleitenden Schritte wiahrend der Fusion der Hefevakuolen
koordinieren [91]. Der Austausch der TMD von Vam3p durch einen Prenylanker fithrte zu einem
Abbruch der Vakuolenfusion. Da das prenylierte Vam3p dabei befdhigt blieb, trans-Komplexe
einzugehen, ldsst sich neben der Wichtigkeit der TMD auf ihre Funktion nach der trans-

Komplexbildung schlieen [54].

Die Fusogenitit einer Vam3p-Wildtypsequenz (Vam3p-wt) wurde mit der von zwei Mutanten
(Vam3p-A4 und Vam3p-A4bb) verglichen. Es konnte gezeigt werden, dass alle drei Peptide
unterschiedliche Fusogenititen aufweisen. D.h., dass die fusogene Wirkung der TMD von Vam3p
von der Sequenz der Peptide abhéngig ist. Dies betont die Vergleichbarkeit des auf Liposomenfusion

basierenden Untersuchungsverfahrens in vitro mit dem in vivo System in Hefezellen.

Ein Austausch B-verzweigter Aminoséuren in der Wildtypsequenz fiihrte zu einer verringerten
Fusogenitit. Dies steht im Einklang mit den Ergebnissen bei de novo kreierten Peptiden, wo in
umgekehrter Weise eine Einfiigung von B-verzweigten Aminosduren eine Steigerung der Fusion
bedingte. Diese korrelierte auBerdem mit der strukturellen Flexibilitdt der Peptide [88]. Es kann
deshalb auch bei den Vam3p Peptiden von einem Zusammenhang zwischen Fusogenitit und
konformationeller Flexibilitit ausgegangen werden. Dies wird durch Ergebnisse aus der CD-
spektroskopische Untersuchung der Peptide unterstiitzt. In CD-Spektren von Vam3p-wt sowie der
beiden Mutanten aus Puffern mit unterschiedlichen Anteilen an TFE zeigte die wt-Sequenz eine
hohere strukturelle Flexibilitdt. Die beiden Ala-Mutanten wiesen eine iiber einen weiten Bereich

stabile helikale Struktur auf (W. Stelzer, personliche Mitteilung).

Untersuchungen mit DTN-behandelten Donorliposomen zeigten, dass ein Teil der durch Vam3p-
A4 induzierten Liposomenfusion sich lediglich in der Vermischung der duBleren Lipidschichten
duflerte. Fiir die TMDn von viralen Fusionsproteinen konnte bereits gezeigt werden, dass Mutationen
die Fusion im Zustand Hemifusion abstoppen kénnen [56,62]. Bei Vam3p-wt und Vam3p-A4bb
hingegen erfolgte die Vermischung beider Lipidschichten mit derselben Effizienz. Geht man von der
Vorstellung aus, dass die Fusion der Liposomen in Ldsung durch zufillige Kollisionen ausgeldst

wird, so ldsst sich anhand der Kinetiken schlussfolgern, dass die dabei gebildeten
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Fusionsintermediate durch A4 nur sehr langsam in vollstindige Fusion {iberfiihrt werden, wéahrend
wt und A4bb hier schnell eine vollstindige Fusion der Membranen bewirken. Diese Diskrepanz
scheint zunéchst nicht mit der Flexibilitdt der beiden Peptide zusammenzuhédngen. Da diese bei den

CD-Messungen kaum unterschiede aufwiesen (W. Stelzer, personliche Mitteilung).

Ein weiterer Gesichtspunkt bei der Interpretation der Daten ergibt sich aus dem
Oligomerisierungsverhalten der TMD von Fusionsproteinen. Vielfach wurde eine Oligomerisierung
der TMD im Zusammenhang mit der Formierung von Fusionskomplexen diskutiert. Beispiele
wurden sowohl im Bereich der viralen Fusionsproteine [117-119] als auch der SNARE-Proteine
[120-122] entdeckt. So konnte unter anderem die Homodimerisierung des neuronalen SNARE-
Proteins Synaptobrevin in Abhédngigkeit von TMD-Interaktionen gezeigt werden [123]. Bei den
Mutanten der TMD von Vam3p befinden sich die vier gegen Alanin ausgetauschten Aminosiuren
einmal innerhalb (A4) und einmal auBerhalb (A4bb) einer Helix-Helix-Kontaktfliche (R. Roy,
personliche Mitteilung). Die Diskrepanz im Fusionsverhalten von Vam3p-A4 deutet auf einen
Zusammenhang zwischen Oligomerisierungsverhalten und Fusogenitdt hin. Auch die geringeren
Unterschiede in den Fusionskinetiken bei hoheren P/L-Verhiltnissen deuten auf eine zunehmende
Effizienz des Hemifusions-Fusions-Ubergangs bei hoheren P/L-Werten hin. Auch bei der
Liposomenfusion durch SNARE-Proteine konnte mit verringertem Protein/Lipid-Verhéltnis eine

verminderten Effizienz des Hemifusions-Fusions-Ubergangs beobachtet werden [55].

Die Oligomerisierung von TMDn scheint sowohl in vivo als auch in vitro fiir den Ubergang von
Hemifusion zu Fusion entscheidend zu sein. Bisher blieb dieser Aspekt bei den de novo kreierten
Peptiden unbeachtet. Die Untersuchungen zeigten allerdings bei diesen Peptiden keine
Fusionsintermediate. Fiir weitere Studien zur Aufklirung der Vorgénge bei der Membranfusion

bietet der Parameter Oligomerisierung allerdings einen interessanten Forschungsaspekt.
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5.6  Schlussfolgerung und Ausblick

Die LV-Peptide stellen eine Gruppe membranfusogener Peptide dar, welche de novo entworfen

wurden. Durch Sekundérstrukturanalyse konnte die Fusogenitét dieser Peptide mit ihrer strukturellen

Flexibilitit korreliert werden. Das TMD-Peptid des SNARE Proteins Vam3p zeigte in vitro fusogene

Eigenschaften, die durch Einfiigung von helix-stabilisierenden Aminosduren verringert werden

konnten. Auch hier konnte ein Zusammenhang zwischen Flexibilitdit und Fusogenitit gezeigt

werden.

Bei der Betrachtung der Abldufe wéhrend der Membranfusion wird gemiB der ,,Stalk“-

Hypothese der Ubergangszustand Hemifusion angenommen (siche Abb. 39). Dieser wird durch die

alleinige Vermischung der duleren, proximalen Lipidschichten definiert [46,47,49,124]. Dem Ablauf

der Fusion konnen zwei Geschwindigkeitskonstanten zugeschrieben werden. k; spiegelt die

Wahrscheinlichkeit wider, mit der ein zufilliges Aufeinandertreffen zweier Liposomen zur

Hemifusion fiihrt, k, beschreibt die Umsetzung eines Fusionsintermediats in vollstdndige Fusion.

k k
1 2
ﬁ- é
Hemifusion vollstandige Fusion
(Fusion der duBeren (Fusion der inneren
Lipidschichten) Lipidschichten)

Abb. 39 Modellvorstellung zum Ablauf der Fusion zweier Vesikel. Die Kollision zweier Lipposomen
fuhrt zur Hemifusion, beschrieben durch die Geschwindigkeitskonstante k. Das Fusionsintermediat

wird weiter zum vollstandig fusionierten Zustand umgesetzt (k»).

Es wurde gezeigt, dass Lipide durch die elektrostatischen AbstoBungen gleichartig geladener

Kopfgruppen und ihre Form die Stabilitit des Ubergangszustandes beeinflussen kénnen (vgl. Abb.

38 in Kapitel 5.3). Lipide scheinen durch die Struktur der aus ihnen gebildeten Fusionsintermediate

Einfluss auf die Geschwindigkeitskonstante k; auszuiiben.
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Abb. 40 Modellvorstellung zur peptidinduzierten Membranfusion. A, Aufgrund geringer konformatio-
neller Flexibilitat sind nicht-fusogene Peptide nicht in der Lage, die Vermischung der Lipidschichten
zu beginstigen. B, Bei fusogenen Peptiden erfolgt aufgrund konformationeller Flexibilitat eine leichte
Anderung der Struktur. Dadurch wird Fusion begiinstigt. C, Bindet AmpOX an ein Peptid, so erfolgt
keine vollstandige Umsetzung des Fusionsintermediats. Eine mogliche Erklarung liegt in der durch
AmpOX eingeschrankten Flexibilitat des Peptids.

Bei den LV-Peptiden wurde keine Priaferenz zur Ausbildung von Fusionsintermediaten
festgestellt. Die Funktion der Peptide widhrend der Membranfusion kann durch ihre Flexibilitét
formuliert werden (Abb. 40). Ein nicht fusogenes Peptid (beispielsweise L16) induziert keine Fusion
(Abb. 40A). Verfiigt ein Peptid iiber helix-destabilisierende Aminosiuren, kann im Ubergangs-
zustand eine Konformationsénderung erfolgen (Abb. 40B). Diese Strukturdnderung konnte die
notige freie Energie in Form einer erhdhten Entropie der Peptide zur Verfiigung stellen, um den

Hemifusions-Fusions-Ubergang zu gewihrleisten.
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Die Interaktion des Liganden AmpOX mit Peptiden wurde in Faltblattstruktur gezeigt [86]. Die
erhaltenen Ergbnisse deuten allerdings auf eine Interaktion mit helikalen Peptiden hin. In weiteren
Experimenten miisste deshalb zusétzlich eine Stabilisierung der helikalen Struktur gezeigt werden.
Wiirde dies gelingen, so wiirde die eingeschrinkte Flexibilitit eine Erklarung fiir die verminderte

Effizienz des Hemifusions-Fusions-Ubergang darstellen (Abb. 40C).

Auch die Membranfusion in vivo ldsst sich in frilhe und spédte Abschnitte unterteilen. In frithen
Schritten sorgen die membranextrinsischen Doménen von Fusionsproteinen fiir eine Anndherung der
proximalen Lipidschichten der Membranen. Im Falle der SNARE-Proteine resultiert dies aus der
Ausbildung von superhelikalen Strukturen durch die SNARE-Doménen [4], bei viralen
Fusionsproteinen wie Influenza Hdmagglutinin erfolgt im endosomalen pH-Bereich eine Umfaltung
[5] und eine damit verbundene Lokalisierung des Fusionspeptids in der Ndhe der TMD. Beide
Prozesse ermdglichen die Uberwindung der Energiebarrieren, die sich aus der Hydratisierung der

Membranen ergeben, und leiten dadurch die Fusion ein.

Der Austausch der TMD bei Influenza Hidmagglutinin gegen einen lipidartigen Glykosyl-
phosphatidylinositol (GPI)-Anker [50,125] fiihrte zu einer Anndherung an die Zielmembran sowie
die Einleitung der Hemifusion, die aber nicht in vollstindige Fusion umgesetzt wurde. Analog
zeigten SNARE-Proteine signifikante Defizite bei der Vermischung der distalen Lipidschichten,
wenn diese durch eine lipidartige Geranylgeranylierung [53] bzw. einen Prenylanker [54] anstelle

der TMD in der Membran verankert wurden.

Bei Mutanten des Influenza Himagglutinin mit verkiirzter TMD konnte festgestellt werden, dass
fiir die vollstdndige Fusion an der Zielmembran eine membrandurchspannende Doméne notwendig
ist. Verkiirzungen fiihrten dhnlich wie bei GPI-verankerten Proteinen nur zum Stadium Hemifusion
[52]. Erst kiirzlich wurde in einer weiteren Arbeit gezeigt, dass die Halbierung der TMD eines
SNARE-Proteins die vollstindige Fusion von Liposomen hemmt und ausschlieBlich die Ausbildung
von Hemifusion erfolgt [55]. Durch Verwendung von GTPyS konnte die durch SNARE-Proteine
gesteuerte Vakuolenfusion in Hefezellen im Status Hemifusion abgestoppt werden. Obwohl der
zugrunde liegende Mechanismus unklar ist, wurde dies als ein Hinweis auf die Funktion der
membranextrinsischen Dominen vor dem Hemifusions-Fusions-Ubergang gewertet [126]. Die
vollstindige Vermischung der Lipidschichten stellt folglich einen der letzten Schritte bei der

Membranfusion dar und héangt entscheidend von den TMDn der Fusionsproteine ab.

Die Fusogenitit von de novo kreierten Peptiden wird durch ihre konformationelle Flexibilitét
gefordert [88]. Dies ist auch bei den TMD von SNARE-Proteinen [63] sowie viralen
Fusionsproteinen [60] der Fall. Die strukturelle Flexibilitdt von TMDn konnte also in Form von

erhohter Entropie eine Verringerung der freien Energie im Ubergangszustand bewirken, welche im
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finalen Schritt der Fusion die vollstindige Vermischung der distalen Lipidschichten der Membranen

fordert.

Die Notwendigkeit der strukturellen Flexibilitdt der TMDn fiir einen erfolgreichen ,,Abschluss*
des Fusionsereignisses zeigt sich auch in den natiirlichen Fusionsproteinen. [-verzweigte
Aminosduren sind sowohl in den TMDn von SNARE-Proteinen [63] als auch in viralen
Fusionsproteinen [62] {iberreprasentiert. Die Mutation eines helix-destabilisierenden Glycins in der
TMD von Influenza Hadmagglutinin [56] sowie im VSV G-Protein [62] reduzierte die Fusogenitéten
der vollstindigen Proteine drastisch. Auch die Mutation eines Prolins in der TMD des Moloney
Virus Fusionsproteins [58] reduzierte dessen fusogene Neigung. Zudem kommt in den TMDn von
Typ C Retroviren ein konserviertes Gly/Pro-Paar vor [101]. Dies verdeutlicht, dass Aminosduren,
deren helix-destabilisierende Eigenschaften bereits nachgewiesen werden konnten [76,100],

moglicherweise dazu in der Lage sind, die Fusogenitét von Fusionsproteinen zu erhdhen.

Dabei kann nicht ausgeschlossen werden, dass auch die Oligomerisierung von TMDn von
Fusionsproteinen eine Rolle spielt. Sowohl im Bereich der viralen Fusionsproteine [117-119] als
auch der SNARE-Proteine [120-123] wurde ein Zusammenhang zwischen Oligomerisierung und
Fusogenitét gesehen. Die Ergebnisse bei den TMD-Peptiden von Vam3p zeigten mit steigenden P/L-
Verhiltnissen verringerte Diskrepanzen beim Hemifusions-Fusions-Ubergang zwischen der nicht-
oligomerisierenden und der oligomerisierenden Mutante. Auch Untersuchungen an einem
vollstindigen SNARE-Fusionsprotein zeigten bei niedrigen Protein/Lipid-Verhéltnissen vermehrt

Hemifusion [55].

Konformationelle Flexibilitéit stellt eine wichtige strukturelle Eigenschaft fiir in der Membran
agierende Doménen von Fusionsproteinen dar. Obwohl das genaue Zusammenspiel zwischen dieser
Flexibilitdt und anderer struktureller Merkmale mit den Membranlipiden nicht eindeutig geklért
werden konnte, scheinen Lipide aufgrund ihrer Form die Ausbildung von Fusionsintermediaten zu
beeinflussen. Einige Hinweise auf Zusammenhiinge des Hemifusions-Fusions-Ubergangs mit dem
Oligomerisierungszustand der TMDn von Fusionsproteinen werfen weitere Fragen auf, deren
genauere Erforschung Ziele zukiinftiger Projekte sein konnten. Dabei sind die Moglichkeiten des in
vitro Systems noch nicht vollstindig ausgeschopft. Durch die Verkniipfung von
Fusogenitiatsmessungen mit Oligomerisierungsdaten sollte man zukiinftig in der Lage sein, einem

allumfassenden Verstdndnis des Membranfusionsmechanismus noch niher zu kommen.
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