
Bioaktive Peptide
DOI: 10.1002/ange.201309873
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Abstract: In ELISA-Tests zur Fr�herkennung von rheuma-
toider Arthritis (RA) dienen synthetische Filaggrin-Peptide als
Antigene f�r rheumaspezifische Autoantikçrper („anti-citrul-
linated peptide antibody“, ACPA). Hier wird ein Peptid vor-
gestellt, welches das Bindungsepitop von ACPA in Form einer
stabil faltenden b-Haarnadel-Struktur pr�sentiert. NMR-
Spektroskopie belegt die Homogenit�t der Faltung des Peptids,
und so kann erstmals ein Strukturvorschlag f�r die antikçr-
pergebundene Konformation des Epitops erstellt werden.

Bei der Diagnose von rheumatoider Arthritis (RA)
kommen citrullinierte Peptide zum Einsatz, da diese in der
Lage sind, selektiv an eine Gruppe von Autoantikçrpern
(„anti-citrullinated peptide antibody“, ACPA) zu binden, die
bereits im fr�hen Stadium der RA im Kçrper gebildet
werden. Van Venrooij et al. haben gezeigt, dass sich der Ab-
schnitt 303–324 der humanen Filaggrin-Sequenz f�r die An-
tikçrper-Erkennung eignet, wobei das Vorhandensein der
nichtkanonischen Aminos�ure Citrullin im Peptid essentiell
ist.[1, 2] Ein Ergebnis dieser Arbeiten war ein als Disulfid-
cyclisiertes Derivat dieser Peptidsequenz, welches eine bes-
sere Bindung an ACPA zeigte und in dem kommerziell er-
h�ltlichen CCP-ELISA-Test zu Fr�herkennung von RA ver-
wendet wird.[3] Die Sequenz dieses als cfc1-cyc (1) bezeich-
neten Peptids ist in Abbildung 1 dargestellt. Die Spezifit�t
dieser Tests liegt bei 89–98%, w�hrend als Empfindlichkeit
f�r eine etablierte RA in verschiedenen Studien Werte zwi-
schen 41 und 87 % angegeben werden.[3–6] Inzwischen wurden
zwei weitere Generationen der CCP-ELISA-Tests mit ver-
schiedenen citrullinierten Peptiden als Targets entwickelt,
welche die Empfindlichkeit der Tests erhçhen.[7–9] Es gilt als
gesichert, dass Citrullin durch die Harnstofffunktion das f�r
die Antikçrperbindung essenzielle Hapten tr�gt, weil Mu-
tanten mit der isosteren Aminos�ure Arginin nicht erkannt
werden.[1, 2, 10] �ber die Geometrie der Bindung konnte bisher
nur spekuliert werden, da das Cyclopeptid 1 keine erkenn-
bare Vorzugskonformation aufweist. Wenn bereits die Ma-
krocyclisierung durch ein Disulfid zur Erhçhung der Anti-

kçrperbindung f�hrt, dann gilt es zu untersuchen, ob die
weitere strukturelle Restriktion des Epitops zu einem weite-
ren Gewinn an Selektivit�t und Affinit�t f�hrt.

Peptidliganden werden von Proteinen oft in einer b-
Schleifen-Konformation („b-turn“) gebunden, was f�r anti-
kçrperbindende Peptide ebenfalls zu erwarten ist.[11–13] So
liegt es nahe, das Epitop eines antikçrperbindenden Peptids
in einer b-Schleife innerhalb einer konformativ stabilen b-
Haarnadel-Struktur („b-hairpin“) zu pr�sentieren. Es gibt
unterschiedliche Strategien, um Peptide in konformativ ho-
mogene Strukturen zu lenken. Die Verwendung einer d-
Aminos�ure stabilisiert eine b-Schleife.[14] Das Konzept,
Struktur und biologische Aktivit�t in einem Peptid zu verei-
nigen, wurde bereits von Kessler et al. anhand von Integrin-
bindenden RGD-Pentapeptiden vorgestellt.[15,16] Ein d-Pro-
l-Pro-Strukturmotiv wurde als Schleifen-Mimetikum ver-
wendet, um biologisch aktiven Peptiden eine definierte
Konformation zu geben.[17] Vor allem f�r b-Haarnadel-
Strukturen gibt es eine Reihe von Dipeptid-Mimetika, die
eine b-Schleife bilden und die Faltung zur Haarnadelstruktur
induzieren oder stabilisieren, wie etwa Hot=Tap, welches eine
Protein-Protein-Wechselwirkung vermittelt.[18]

Im Rahmen dieser Arbeit soll untersucht werden, ob die
stabilisierenden Wechselwirkungen eines Haarnadel-Mo-
dellpeptids als Strukturmotiv auf eine biologisch aktive Se-
quenz, hier Filaggrin, �bertragbar sind. Als Modellpeptid
dient die konformativ einheitlich faltende, disulfidverbr�ckte

Abbildung 1. Konzept zur Bildung chim�rer Filaggrin-Peptide durch
Kombination des Antikçrper-Bindungsepitops von cfc1-cyc (1) mit den
stabilisierenden Eigenschaften der cyclischen b-Haarnadel-Struktur 2.
Durch die Mutation von nur drei Aminos�uren der Filaggrin-Sequenz
1 erh�lt man chim�re Filaggrin-Peptide 3.
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b-Haarnadel-Struktur von Cochran et al. Große Dispersion
der chemischen Verschiebung im 1H-NMR-Spektrum, Was-
serstoffbr�cken und eindeutige Seitenkettenrotamere kenn-
zeichnen dieses cyclische 10er-Haarnadelpeptid Bhp HV
(2).[19] Dagegen zeigt das 1H-NMR-Spektrum des Filaggrin-
Peptids 1 alle Anzeichen schneller konformativer Mittelung:
geringe Dispersion der chemischen Verschiebung und ge-
mittelte Kopplungskonstanten. Dabei ist die �hnlichkeit
zwischen diesen beiden Peptiden auff�llig. Durch nur drei
Mutationen l�sst sich das sechs Aminos�uren umfassende und
stabilisierende Strukturmotiv von Modellpeptid 2 in das Fi-
laggrin-Peptid 1 integrieren. �ber die Bestimmung der Bin-
dungsaffinit�t dieser konformativ einheitlichen Peptide
kçnnte das bevorzugte Bindungsmotiv von ACPA aufgekl�rt
werden. Die zur Untersuchung der Antikçrper-Peptid-
Wechselwirkung geeigneten, modifizierten Filaggrin-Peptide
sind Gegenstand dieser Arbeit.

In dem b-Haarnadel-Peptid 2 (Sequenz in Abbildung 1)
bilden die Seitenketten von His2 und Trp3 hydrophobe
Wechselwirkungen zu den gegen�berliegenden Seitenketten
von Leu8 und Val9. Die stabilisierende Wirkung des Trp3-
Leu8-Paars in 2 auf eine b-Haarnadel-Struktur wurde bereits
in Substitutionsstudien gezeigt.[20] Zus�tzlich bewirkt eine
Wechselwirkung zwischen Val9 und der Disulfidbr�cke eine
lokale Stabilisierung der Verdrillung des Peptidr�ckgrats.[19]

An diese jeweils drei hydrophoben oder aromatischen Ami-
nos�uren des N- und C-Terminus schließen sich Glu4 und das
gegen�berliegende Lys7 an. In vergleichbarer relativer An-
ordnung (Abbildung 1) befinden sich Glu7 und Arg14 von 1.
Vervollst�ndigt man nun den hydrophoben Cluster durch die
drei Mutationen Gln6!Trp, Gly15!Leu und Arg16!Val, so
kçnnen die stabilisierenden Effekte der Haarnadelstruktur 2
auf die Filaggrin-Sequenz �bertragen werden und sich eine
stabile b-Haarnadel bilden.

Die strukturelle Charakterisierung der chim�ren Filag-
grin-Peptide erfolgte an Cyclopeptiden, welche um die un-
strukturierten Aminos�uren außerhalb des makrocyclischen
Rings verk�rzt wurden. Das cyclische 14er-Peptid
CHWESTXGRSRLVC (4, X = Citrullin) wurde in w�ssrigem
Phosphatpuffer (50 mmolar, pH 7.0) gelçst, um eine native
Faltung zu ermçglichen. Der auff�lligste Unterschied zwi-
schen dem gefalteten Peptid 4 und dem nichtstrukturierten
1 ist die große Signaldispersion im 1H-NMR-Spektrum. Dies
gilt f�r die Methylgruppen bei ca. 1 ppm, welche durch die
aromatischen Aminos�uren stark abgeschirmt und bis zu ca.
�0.3 ppm hochfeldverschoben werden. Auch die Amid-NH-
Signale verdoppeln den Bereich der chemischen Verschie-
bungen, den sie �berdecken, auf ca. 1.5 ppm. (Abbildung 2).
Dieser Effekt ist erst nach der Oxidation zum Disulfid zu
beobachten, da die Disulfidbr�cke f�r die Faltung des Peptids
essenziell ist.

Um festzustellen, ob die Faltung durch nur eine dieser
drei Mutationen oder durch die Kombination der drei Ami-
nos�uren Trp, Leu und Val stabilisiert wird, wurden die
Peptide 5, 6 und 7 (Tabelle 1) mit jeweils einer R�ckmutation
synthetisiert. Sowohl die Dispersion der Amidprotonen als
auch die Abschirmung der LeudMe zeigen, dass jede einzelne
der drei einen wesentlichen Anteil an der Faltung hat. Den
geringsten Einfluss auf die Konformation des Peptids hat die

R�ckmutation von Val16 zu Arg in Peptid 5, w�hrend das
Fehlen von Leu15 in Peptid 7 dazu f�hrt, dass im 1H-NMR-
Spektrum nur noch eine geringe Dispersion erkennbar ist
(Tabelle 1, Abbildung 2). Die R�ckmutation von Trp6 zu Gln
in Peptid 6 l�sst hingegen noch eine Faltung zu. Die Konfor-
mation des Peptids beruht demnach vor allem auf der Di-
sulfidbr�cke und der hydrophoben Wechselwirkung zwischen
Trp6 und Leu15.

Der verlangsamte bI’/bII’-Wechsel der Schleife in der
starren Haarnadel-Struktur von 4 f�hrt zur Austauschver-
breiterung der Amidprotonen von Cit10 und Gly11. Mit den
Aminos�uren Ala (Peptid 9) und d-Ala (Peptid 10) an der
Position von Gly11 wird jeweils eine b-Schleifen-Struktur
energetisch beg�nstigt, wobei d-Ala, wie eingangs erw�hnt,
eine bII’-Schleife bildet.[18] W�hrend das d-Ala-Peptid die
gleiche Dispersion im 1H-NMR-Spektrum zeigt wie 4, f�hrt
die Mutation zu Ala an dieser Position zu einer deutlich ge-

Abbildung 2. 1H-NMR-Spektren der Peptide 4–8 (600 MHz, 280 K,
Phosphatpuffer (50 mm, pH 7)/D2O 9:1). Gezeigt sind Hochfeld- und
Tieffeld-Bereiche der Spektren, um die Abnahme der Signaldispersion
von 4 zu 8 darzustellen. Die Stabilit�t der gebildeten Haarnadelstruk-
tur wurde �ber die Signaldispersion im Amidbereich, sowie die Hoch-
feldverschiebung der Leucin-Methylgruppe (jeweils in grau markiert)
definiert. 4 zeigt die grçßte Dispersion, w�hrend bei 7 und 8 keine
Vorzugskonformation mehr erkennbar ist. Die Gesamtspektren sind in
den Hintergrundinformationen abgebildet.

Tabelle 1: Charakterisierung der Peptidfaltung durch Signaldispersion im
1H-NMR-Spektrum.

Peptid[a] d(LeudMe) [ppm][b] Dd(NH) [ppm][c]

CHWESTXGRSRLVC (4) �0.28 1.60
CHWESTXGRSRLRC (5) 0.02 1.24
CHQESTXGRSRLVC (6) 0.79 1.15
CHWESTXGRSRGVC (7) –[e] 0.67
CHQESTXGRSRGRC (8)[d] –[e] 0.70

[a] Sequenzen der �ber Disulfide cyclisierten Peptide. Fettdruck markiert
Mutationen gegen�ber 4. X= Citrullin [b] Chemische Verschiebung d der
Hochfeld-Leucin-Methylgruppe. [c] Dispersion der chemischen Ver-
schiebung d im Amidbereich. [d] Native Filaggrin-Sequenz. [e] Kein Leu
in der Sequenz.
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ringeren Dispersion. Da bei 4 im Unterschied zur d-Ala-
Mutante das Amidprotonensignal des Gly in i + 2-Position
stark verbreitert ist, kann man davon ausgehen, dass bei 4
keine einheitliche Schleifenstruktur ausgebildet wird, son-
dern vielmehr ein schneller Konformationswechsel zwischen
bI’- und bII’-Schleife stattfindet.

Aus der Signaldispersion allein l�sst sich jedoch noch
keine Konformation bestimmen. Kennzeichnend f�r eine b-
Haarnadel ist die Abfolge von Wasserstoffbr�cken (WB), die
zwischen gegen�berliegenden Paaren von Aminos�uren ge-
bildet oder nicht gebildet werden, was eine alternierende
Abfolge von extern und intern orientierten NH-Protonen
innerhalb der Peptidsequenz bedingt. Diese f�hrt zu unter-
schiedlichen Temperaturabh�ngigkeiten der chemischen
Verschiebung der Amidprotonen im 1H-NMR-Spektrum
(Abbildung 3). W�hrend die Amidprotonensignale der WB-
bildenden Aminos�uren einen kleinen Temperaturgradienten

zeigen (3.3 bis 9.0 ppbK�1), weisen die Signale der nicht-WB-
bildenden Aminos�uren einen großen Temperaturgradienten
auf (9.2 bis 14.6 ppb K�1, Abbildung 3). Diese alternierende
Abfolge von Amidprotonen mit kleiner und großer Tempe-
raturabh�ngigkeit im 1H-NMR-Spektrum wird in dieser Form
nur in b-Faltblatt-artigen Strukturen gefunden und ist daher
typisch f�r eine b-Haarnadel-Struktur.

Detaillierte geometrische Parameter der b-Haarnadel-
Struktur von 4 wurden aus den NOE-Kontakten im NOESY-
NMR-Spektrum (600 MHz, 280 K, Mischzeit: 100 ms) er-
mittelt. Hierbei konnten NOE-Kontakte zwischen den Sei-
tenkettenprotonen �ber die beiden Str�nge der b-Haarnadel
hinweg beobachtet werden. Es sind nur Kontakte innerhalb
der WB-bildenden oder nicht-WB-bildenden Aminos�uren
sichtbar, welche in einer b-Faltblattstruktur jeweils auf der
gleichen Seite des Peptidr�ckgrats zu finden sind. Dies l�sst
sich schematisch in einer Zickzack-Struktur darstellen, wobei
die Aminos�uren oberhalb des R�ckgrats die WB-bildenden
darstellen, w�hrend diejenigen unter dem R�ckgrat die nicht-
WB-bildenden sind (Abbildung 4).

Auff�llig ist die große Zahl an charakteristischen NOE-
Kontakten zwischen den N-terminalen Aminos�uren Cys, His
und Trp sowie den C-terminalen Aminos�uren Cys, Val und

Leu. Die Stabilisierung einer cyclischen b-Haarnadel-Struk-
tur durch ein Val-His-Paar in Nachbarschaft zu einem Di-
sulfid wurde bereits f�r CX8C-Peptide beschrieben.[19] Zu-
s�tzlich kçnnen zwischen Val und His ebenso wie zwischen
Leu und Trp hydrophobe Wechselwirkungen stattfinden, die
eine weitere Stabilisierung der Struktur bewirken. Diese
sechs Aminos�uren wirken in der Struktur wie eine Klammer,
welche die �brige Peptidkette unabh�ngig davon, dass es sich
um eine l�ngere Kette handelt als bei 2, in eine b-Schleifen-
Geometrie lenken.

Zus�tzlich zu den NOE-Kontakten ist die Bestimmung
des haupts�chlich vorliegenden Seitenkettenrotamers ein
unabh�ngiger geometrisch aussagekr�ftiger Parameter. Dazu
erfolgt die prochirale Zuordnung der b-Methylengruppen.
Zur weiteren Charakterisierung der Konformation wurden,
soweit mçglich, die Seitenkettenrotamere der einzelnen
Aminos�urereste ermittelt (Tabelle 2). Hierzu wurden die 3J-
Kopplungen zwischen a- und b-Protonen aus den 1H- oder
2D-NMR-Spektren bestimmt und der Abstand zwischen a-
bzw. Amidproton und den b-Protonen aus dem NOESY-

Abbildung 3. Darstellung des b-Haarnadel-Peptids 4, wobei die Tempe-
raturabh�ngigkeit der chemischen Verschiebung der Amidprotonen im
1H-NMR-Spektrum (600 MHz, 280–310 K, Phosphatpuffer (50 mm,
pH 7)/D2O 9:1) angegeben ist (in ppbK�1). Die Amidprotonen der
WB-bildenden Aminos�uren weisen im 1H-NMR-Spektrum eine gerin-
gere Temperaturabh�ngigkeit auf.[21] Der hçchste (14.6 ppbK�1) und
der niedrigste Wert (3.3 ppbK�1) werden f�r die Aminos�uren in der
Schleife beobachtet. Weitere Details im Text.

Abbildung 4. Strukturrelevante NOE-Kontakte in 4 (aus NOESY-Spek-
trum, 600 MHz, 280 K, Phosphatpuffer (50 mm, pH 7)/D2O 9:1). Die
Zickzack-Darstellung der b-Haarnadel-Struktur veranschaulicht, welche
Aminos�urereste sich innerhalb der Struktur gegen�berstehen und
zeigt alle WB-bildenden Aminos�uren oberhalb des Peptidr�ckgrats.
NOE-Kontakte zwischen den Haarnadelstr�ngen sind nur sichtbar,
wenn beide Aminos�uren oberhalb oder unterhalb des Peptidr�ckgrats
liegen. In dieser Darstellung sind beispielsweise von Leu15 NOE-Kon-
takte zu fast allen r�umlichen Nachbarn unterhalb der Haarnadel vor-
handen. Die meisten NOE-Kontakte werden innerhalb des Cochran-
Strukturmotivs beobachtet.

Tabelle 2: Diastereotope Zuordnung der b-Protonen sowie Bestimmung
des haupts�chlich vorliegenden Rotamers um den Winkel c1 der ein-
zelnen Aminos�uren in der b-Haarnadel-Struktur 4.

Aminos�ure[a] bHh[b] bHt[c] c1

Cys4 proS proR �608
His5 proR proS +608
Trp6 proR proS �608
Glu7 proR proS �608
Thr9 �608
Cit10 proS proR 1808
Arg12 proR proS �608
Leu15 proS proR �608
Val16 1808
Cys17 proR proS �608

[a] Reihenfolge der Aminos�uren entsprechend der Sequenz in 4. F�r
Ser8, Ser13 und Arg14 konnte keine Bestimmung durchgef�hrt werden, da
Spinsysteme hçherer Ordnung vorliegen. [b] Chemische Verschiebung
d des Hochfeld-b-Protons der jeweiligen Aminos�ure. [c] Chemische
Verschiebung d des Tieffeld-b-Protons der jeweiligen Aminos�ure.
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Spektrum ermittelt. Unter der Annahme, dass nur drei
energetisch g�nstige Rotamere auftreten (c1 =�608, 1808,
608), lassen sich die Seitenkettenkonformationen eindeutig
zuordnen. Auff�llig, aber charakteristisch f�r das Cochran-
Motiv, ist vor allem die Konformation des His5, welches den
sterisch ung�nstigsten c1-Winkel von + 608 einnimmt. Der
Imidazolrest ist zur Isopropylgruppe des Val16 hin orientiert,
was f�r eine stabilisierende Wechselwirkung zwischen diesen
beiden Seitenketten spricht. Sogar die Konformation um den
c2-Winkel des His5 ist eindeutig bestimmbar, da vom d2-
Protons des Imidazolrings nur NOE-Kontakte zur Seiten-
kette von Glu7 und vom e1-Proton nur zu Val16 sichtbar sind.
Ebenfalls sind der Indolring des Trp6 und die Leu15-Seiten-
kette zueinander ausgerichtet.

Auf der Basis NMR-spektroskopischer Daten wurde ein
Strukturmodell erstellt und eine Molek�ldynamiksimulation
mit HyperChem durchgef�hrt.[22] Die energieminimierte
Struktur ist in Abbildung 5 gezeigt.

Die erhaltenen spektroskopischen Daten des verk�rzten
Filaggrin-Peptids 4 stimmen mit denen von 3 im Bereich des
Cyclus �berein, w�hrend f�r die N- und C-terminalen Ami-
nos�uren eine geringe Dispersion sichtbar ist. Dies l�sst
darauf schließen, dass der �ber ein Disulfid cyclisierte Ab-
schnitt 4–17 von 3 ebenfalls einen definierten b-Haarnadel
bildet, w�hrend die N-terminalen Aminos�uren 1–3 und die
C-terminalen 15–22 keine Vorzugskonformation zeigen. Die
chemische Verschiebung der mit 2 identischen Aminos�uren
Cys4, His5, Trp6 und Leu15, Val16, Cys17 sowie die Seitenket-
tenrotamere entsprechen den von Cochran publizierten
Daten f�r 2. Die Konformation der CX8C-Haarnadel-Struk-
tur 2 ist demnach auch in der CX12C-Haarnadelstruktur 3
existent und die Faltung des Modellpeptids somit auf grçßere
Makrocyclen �bertragbar.

Nun galt es zu kl�ren, ob das Filaggrin-Peptid 3 trotz der
f�r die stabile Faltung notwendigen Mutationen noch eine
biologische Aktivit�t zeigt. Um dies zu untersuchen, wurden
1 und das chim�re Filaggrin-Peptid 3 in einer Dot-Blot-

Analyse auf eine Nitrocellulosemembran aufgebracht und
mit Biotin-konjugiertem ACPA (a-CCP, polyklonal, Kanin-
chen) inkubiert; anschließend wurde die Antikçrperbindung
mit HRP-konjugiertem Streptavidin detektiert (Tabelle 3).

Es zeigte sich, dass das mutierte Peptid 3 eine zu 1 ver-
gleichbare Affinit�t aufweist. Die b-Haarnadel-Konformati-
on von 3 hat demnach keinen negativen Einfluss auf die
Bindungsaffinit�t, was die Hypothese st�tzt, dass citrulli-
nierte Peptide bei der Bindung an ACPA eine b-Schleifen-
artige Struktur ausbilden.

Die Dot-Blots der Peptide sind in den Hintergrundinfor-
mationen abgebildet. Erw�hnenswert sind die Ergebnisse der
d-Ala11-Mutante von 3 (11) sowie der d-Ala11-Mutante von
1 (12). Wie bereits beschrieben, zeigte 11 eine Faltung zur b-
Haarnadel, w�hrend bei 12 keine Vorzugskonformation ge-
bildet wird. Beide Peptide zeigten jedoch unabh�ngig von
ihrer Struktur eine geringere Bindung an ACPA als 1 und 3.
Dies l�sst darauf schließen, dass nicht nur die Harnstoff-
gruppe des Citrullins essenziell f�r die Antikçrpererkennung
ist, sondern dass die beiden Aminos�uren Cit-Gly als termi-
nale Schleife einer b-Haarnadel von dem Antikçrper ge-
bunden werden. Offenbar f�hrt die lokale Stabilisierung der
Schleifenstruktur durch eine d-Aminos�ure zur Verringerung
der Bindungsaffinit�t. Die hierdurch induzierte bII’-Schleife
weist eine f�r die Antikçrperbindung ung�nstige starre
Geometrie auf, w�hrend die Cit-Gly-Schleife durch schnellen
Wechsel zwischen bI’ und bII’ die optimale Konformation f�r
die Bindung einnehmen kann.

Aus den Dot-Blots wurde eine Vorauswahl der Peptide
getroffen, welche zur Quantifizierung der Antikçrperbindung
gegen humanes ACPA in einem ELISA getestet wurden.
Dazu wurden diese Peptide kovalent auf 96er-Titerplatten
gebunden, mit ACPA inkubiert (a-CCP, polyklonal, human)
und mit HRP-konjugiertem Anti-Human-IgG-Antikçrper
detektiert (Abbildung 6). Die Peptide 1 und 3 zeigen eine
vergleichbare Bindung an den humanen Antikçrper, wohin-
gegen die d-Ala11-Mutante von 1 (12) und die Orn10-Mutante
von 3 (13) fast nicht von ACPA detektiert werden. Ob die
unterschiedliche Erkennung der d-Ala11-Mutante von 3 (11)
durch die verschiedenen Antikçrper mit der lokalen Stabili-
sierung der b-Schleife erkl�rbar ist, werden Experimente mit
weiteren Peptiden zeigen.

Abbildung 5. Zwei Ansichten des Strukturmodells der verdrillten b-
Haarnadel-Struktur von 4 basierend auf NOE-Kontakten zwischen Pep-
tidr�ckgrat und Seitenkettenprotonen. Die Wasserstoffbr�cken zwi-
schen dem Peptidr�ckgrat sind gestrichelt dargestellt. Val16-/His5-
sowie Leu15-/Trp6-Seitenketten sind jeweils zueinander hin orientiert.
Die Citrullin-Seitenkette in der Schleife ist vom Peptidr�ckgrat weg ge-
dreht und steht aus der gesamten Peptidstruktur heraus.

Tabelle 3: Bindung der Filaggrin-Peptide an ACPA im Dot-Blot Assay. Als
Negativkontrolle wurde das Ornithin-Peptid 13 verwendet.

Peptid[a] Bindung an ACPA[b]

KHQCHQESTXGRSRGRCGRSGS (1) +++

KHQCHWESTXGRSRLVCGRSGS (3) +++
KHQCHWESTXaRSRLVCGRSGS (11) �
KHQCHQESTXaRSRGRCGRSGS (12) +

KHQCHWESTOGRSRLVCGRSGS (13) �
KHQCHWESTXGRSRLICGRSGS (14) ++

KHQCHQESTXGKSKGKCGRSGS (15) +
KHQAHCESTXGRSRCRAGRSGS (16) ++

[a] Sequenzen der �ber Disulfide cyclisierten Peptide. X = Citrullin.
[b] Die Anzahl der + beschreibt die Intensit�t des Dot-Blot-Signals.
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Die Konformationsanalyse mit NMR-Spektroskopie
sowie die Untersuchung der biologischen Aktivit�t haben
gezeigt, dass es mçglich ist, chim�re Peptide aufzubauen, die
die Eigenschaften zweier sehr unterschiedlicher Peptide
kombinieren. Das Strukturmotiv eines cyclischen b-Haarna-
del-Peptids wurde durch die Mutation von nur drei Amino-
s�uren in die Filaggrin-Sequenz 1 integriert, ohne dessen
Antikçrperbindungsaffinit�t negativ zu beeinflussen. Die
�bertragung von stabilisierenden Wechselwirkungen von
einem Peptid auf ein anderes mit unterschiedlicher Sequenz
und L�nge liefert wichtige Informationen �ber die Faltungs-
eigenschaften von Disulfid-verbr�ckten cyclischen Peptiden.
Offensichtlich f�hrt das Motiv CHWXnLVC (n = 4, 6, 8) zur
Bildung einer Haarnadelkonformation, wobei gezeigt werden
konnte, dass Val weniger Einfluss auf die Faltung hat, w�h-
rend Leu an dieser Position essenziell f�r die Bildung der b-
Haarnadel-Struktur ist. Die von Cochran am Peptid 2 iden-
tifizierten stabilisierenden Effekte gelten demnach nicht nur
f�r die CX8C-Peptide, sondern sind auch auf grçßere Peptide
�bertragbar, wie es im Rahmen dieser Arbeit f�r das CX12C-
Motiv gezeigt wurde. Das an dem Modellpeptid 2 identifi-
zierte Faltungsmotiv l�sst sich in einer biologisch aktiven
Sequenz anwenden. Dabei lassen die erhaltenen Daten die
Hypothese zu, dass das Filaggrin-Peptid 1 in der Antikçr-
perbindungstasche von ACPA eine b-Haarnadel-artige
Struktur einnimmt, da die vorgegebene Struktur von 3 zu
keiner sichtbaren Verringerung der Bindungsaffinit�t gef�hrt
hat. Durch strukturelle Vereinfachungen in zuk�nftigen
Peptidgenerationen kçnnten weitere Informationen �ber die
Konformation sowohl in Lçsung als auch im gebundenen
Zustand erhalten werden. Die bisher untersuchten Peptide
ohne Disulfidbr�cke zeigten jedoch im 1H-NMR-Spektrum
nur eine geringe Dispersion und damit keine erkennbare
Vorzugskonformation.

Untersuchungen an gefalteten chim�ren Filaggrin-Pepti-
den kçnnen nicht nur wichtige Hinweise auf die Natur der
Peptid-Antikçrperbindung liefern, sondern sollten auch in
der Lage sein, aus dem Gemisch polyklonaler Autoantikçrper
Fraktionen unterschiedlicher Bindungsselektivit�t herauszu-
filtern. Dies soll die Entwicklung neuer, spezifischerer

ELISA-Testsysteme unterst�tzen, womit eine sicherere
Fr�hdiagnose von RA ermçglicht wird.

Experimentelles
Die Peptide wurden durch automatisierte Festphasensynthese nach
Fmoc-Strategie unter Standardbedingungen (3 �quiv. Fmoc-Ami-
nos�ure, HBTU, HOBt, 8 �quiv. DIPEA, 2 � 1 h) hergestellt. Die
Oxidation zum Disulfid erfolgte mit Luftsauerstoff durch R�hren in
NH4HCO3-Puffer (10 mm, pH 7.4). Dot-Blots wurden auf einer Ni-
trocellulosemenbran durchgef�hrt. Nach Auftragen der Peptidlçsung
in verschiedenen Konzentrationen wurden freie Bindungsstellen mit
Roti-Block blockiert, die Membran zuerst 1 h mit biotinkonjugiertem
ACPA (a-CCP, 2 mgmL�1 in Roti-Block) und anschließend 1 h mit
HRP-konjugiertem Streptavidin (1 mgmL�1 in Roti-Block) inkubiert.
Die Antikçrperbindung wurde mit ECL-Substrat auf einem Photo-
film detektiert. F�r ELISA-Tests wurden Peptide in NaHCO3-Puffer
(50 mm, pH 9.6) gelçst und 0.5 mg pro Loch kovalent auf 96er-Titer-
platten (DNA-Bind Surface, Corning) gebunden, mit 2% BSA in
NaHCO3-Puffer �ber Nacht blockiert und 1 h mit ACPA (a-CCP,
human, in PBS-T) inkubiert. Anschließend wurde 30 min mit HRP-
konjugiertem Anti-Human-IgG (0.3 mgmL�1 in PBS-T) inkubiert und
TMB-Lçsung zugegeben. Nach Zugabe von 5% H2SO4 erfolgte die
Detektion bei 450 nm.
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