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Photoschaltbare cyclische Bis(cysteinyl)peptide
katalysieren die oxidative Proteinfaltung**
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und Luis Moroder*

Die Faltung und Disulfidverbriickung von cysteinhaltigen
Proteinen sind thermodynamisch gekoppelte langsame Pro-
zesse, bei denen schnell gebildete, nicht native Zwischen-
zustdnde durch Redoxsysteme zum nativen Cysteinnetzwerk
umgewandelt werden.!! Disulfidverbriickung und Umord-
nung werden in vivo durch spezialisierte Enzyme katalysiert,
wie PDI (Proteindisulfid-Isomerase) in Eukaryonten? und
Dsb(Disulfidbindungs)-Proteine in Prokaryonten.®! Diese
Enzyme gehoren zur Thioredoxin-Superfamilie, weisen eine
Thioredoxin-Faltung auf* und enthalten im aktiven Zentrum
das Konsensus-Motiv Cys-Xaa-Yaa-Cys, welches sich am
N-Terminus einer a-Helix befindet. Das ndher am N-Termi-
nus liegende Cystein ist 16sungsmittelzugénglich und agiert
wegen seines niedrigen pK,-Wertes als Nucleophil in der
Thiol/Disulfid- Austauschreaktion, die zur korrekten oxidati-
ven Faltung notwendig ist.’] In vitro wird iiblicherweise das
Glutathion-Redoxsystem (GSH/GSSG) als Hilfsagens fiir die
oxidative Faltung verwendet,/ um die natiirliche Umgebung
im endoplasmatischen Reticulum zu imitieren.”l Dabei wird
durch Thiol/Disulfid-Austauschreaktionen die Bildung des
thermodynamisch giinstigsten Oxidationsproduktes ermog-
licht, hédufig jedoch mit geringerer Ausbeute als in Gegenwart
von Thiol/Disulfid-Oxidoreduktasen.

Obwohl die Thiol/Disulfid-Oxidoreduktasen
alle wie Thioredoxin gefaltet sind, variieren die
Redoxpotentiale (Ej) von —270 mV fiir Thio-
redoxinl® bis — 122 mV fiir DsbA,! ebenso wie |
die pK,-Werte des N-terminalen Cysteins (3.5
fiir DsbA, 4.5 fiir PDI und ungefédhr 7 fiir
Thioredoxin).l”! Diese groBen Unterschiede in
Redoxeigenschaften und Nucleophilie der
Thiole wurden den unterschiedlichen Sequen-
zen der a-helicalen Sequenz des aktiven Zent-
rums zugeschrieben,®'%1 wohingegen eine entscheidende
Rolle benachbarter geladener Gruppen umstritten ist.l'!! In
einer fritheren Arbeit hatten wir untersucht, ob die unter-
schiedlichen Redoxeigenschaften von Thioredoxin-Enzymen
bei synthetischen linearen Peptiden, die den Sequenzen des
aktiven Zentrums der Enzyme entsprechen, erhalten blei-
ben.['2l Obwohl die Bis(cysteinyl)peptide etwas unterschied-
liche Redoxpotentiale zeigten, waren alle Werte nahe
—200 mV und ermoglichten daher nur geringe katalytische
Effekte bei der oxidativen Faltung von RNase A als Modell-
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protein.'®l Diese Ergebnisse zeigen deutlich, dass die Unter-
schiede der sequenzintrinsischen freien Energie der Disulfid-
bildung und der pK,-Werte der beiden Thiolfunktionen
signifikant durch die Einschrinkungen der globalen Pro-
teinstruktur beeinflusst und verstdrkt werden. Demzufolge
entsprechen konformativ eingeschrénkte cyclische Bis(cystei-
nyl)peptide im Hinblick auf Redoxeigenschaften und Disulfid-
austauschaktivitdt besser den aktiven Zentren der Enzyme.
Tatsdchlich fiihrte die Cyclisierung der oben erwidhnten
Peptidfragmente der aktiven Zentren zu wesentlich hoheren
Redoxpotentialen (unveroffentlichte Ergebnisse).

Die Riickgrat-Cyclisierung der Sequenz des aktiven Zent-
rums H-Ala-Cys-Ala-Thr-Cys-Asp-Gly-Phe-OH [134-141]
der E.-coli-Thioredoxin-Reduktase mit der photoschaltbaren
4-(4-Aminophenylazo)benzoesdure oder 4-(4-(Aminome-
thyl)phenylazo)benzoesdure ergab Peptidsysteme, die durch
eine vollstindig reversible cis < trans-Photoisomerisierung
der Azobenzolgruppe gekennzeichnet sind.['] Diese Isomeri-
sierung wird sowohl in der reduzierten monocyclischen Form
als auch in der oxidierten bicyclischen Form von Konforma-
tionsiibergéingen im Peptidteil begleitet. Die Zustdnde nied-
riger Energie sind beim trans-Azo-Isomer gut definiert,
wihrend sie beim cis-Azo-Isomer durch weniger ein-
geschrinkte = Konformationsanordnungen  représentiert
sind.[¥! Da diese photoaktiven Peptide wasserunléslich sind,
wurden in der vorliegenden Arbeit wasserlosliche cycli-
sche Peptide synthetisiert, in denen drei Aminosdure-
reste aullerhalb des Cys-Ala-Thr-Cys-Motivs durch Lysinreste
ersetzt wurden (1, Schema 1). Die Redoxeigenschaften dieser

Lys-Cys-AIa-Thr-Cys-Asp Lys- Lys> Lys-Ser-Ala-Thr-Ser-Asp-Lys-Lys:

Schema 1. Synthetlsche cyclische Peptide mit einer Sequenz entsprechend der des aktiven
Zentrums der E.-coli-Thioredoxin-Reduktase und mit 4-(4-(Aminomethyl)phenylazo)ben-
zoesdure als Chromophor.

H2

Analoga in wissriger Losung konnten photoreguliert werden,
was genutzt wurde, um die oxidative Faltung von RNase A
im Redoxpuffer mit verschiedener Effektivitit zu beein-
flussen.

Um mit NMR-Spektroskopie die Konformation der Bis-
(cysteinyl)peptide in Losung als frans- und cis-Isomere
charakterisieren zu konnen,'®! wurde zusitzlich zur bicycli-
schen Verbindung 1 das mit der reduzierten Form isomorphe
monocyclische Bis-Seryl-Peptid 2 (Schema 1) synthetisiert.['”)
Der Austausch Cys—Ser sorgt fiir vollstindige Stabilitét
unter den nicht vollig anaeroben Messbedingungen der
NMR-Experimente (Gefahr der Oxidation). Wie zuvor in
unseren Untersuchungen an den wasserunloslichen cyclischen
Azobenzol-Peptiden in DMSO festgestellt wurde, s wird die
Konformation von 1 und 2 in der trans-Azo-Konfiguration
primdr durch die gestreckte Struktur des Chromophors
bestimmt. Dieser richtet den C-terminalen Teil der Peptidse-
quenz parallel zum Azobenzol aus und erlaubt die Bildung
einer Schleife nur im N-terminalen Bereich, eher als Konse-
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quenz der cyclischen Natur der Verbindung als wegen der
Disulfidverbriickung (Abbildung 1). Tatséchlich bleibt im
Bis-Seryl-Analogon 2 die Gesamtstruktur in Abwesen-
heit der Disulfidbriicke und somit ohne die Einschrinkung
durch den 14-gliedrigen Ring groftenteils erhalten. Die

Abbildung 1. Durch NMR-Konformationsanalyse bestimmte reprisenta-
tive Strukturen der Konformationsfamilien niedrigster Energie in wissri-
ger Losung: Das trans-Isomer (oben) und das cis-Isomer (unten) der
bicyclischen Verbindung 1 und des Bis(seryl)peptids 2 als Analogon der
reduzierten Verbindung 1. Riickgrat-Konformationen sind im Bandermo-
dell dargestellt. Cystein/Serin und der Azobenzol-Chromophor sind im
Kugel-Stab-Modell gezeigt: blau fiir 1 und griin fiir 2.

Seitenketten der beiden Cysteinreste, in 2 durch Serinreste
ersetzt, orientieren sich dabei mit einer minimalen Transla-
tions- oder Rotationsbewegung des Peptidriickgrats ins Lo-
sungsmittel. Im Unterschied dazu erlaubt die gebogene
Struktur des Chromophors in der cis-Azo-Konfiguration eine
groBere konformative Freiheit des Peptidteils in der monocyc-
lischen (2) und der bicyclischen Form (1). Dies begiinstigt in 1
eine eher Helix-artige Schleife, die die Cys-Ala-Thr-Cys-
Sequenz enthélt. Die Einschriankung durch die Disulfidbrii-
cke fiihrt jedoch zu einem frustrierten System, das sich
zwischen verschiedenen Konformationszustinden hin- und
herbewegt. Im monocyclischen Peptid 2 wird eine wesentlich
konvergentere Familie von energetisch entspannten Kon-
formeren beobachtet, die durch eine S-formige Konformation
charakterisiert sind. Die Aktivierungsenergie fiir die thermi-
sche cis —trans-Isomerisierung der monocyclischen Verbin-
dung 2 ist um 12 kJ mol~! hoher ist als die der bicyclischen
Verbindung 1, was ebenfalls auf eine hohere Energie der
bicyclischen gegeniiber der monocyclischen cis-Konfiguration
deutet.

Wie auch fiir die analogen Systeme in DMSO beobachtet
wurde,[! ist die trans —cis-Photoisomerisierung von 1 bei
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Bestrahlung bei 360 nm bzw. 450 nm vollig reversibel und
findet mit hoher Quantenausbeute entsprechend einer Kine-
tik erster Ordnung mit zwei isosbestischen Punkten bei
396 nm und 291 nm statt. Basierend auf diesen optischen
Eigenschaften und der langsamen thermischen Relaxation
des cis-Zustandes bei Raumtemperatur konnten die Redox-
eigenschaften von 1in der frans-Azo- und cis-Azo-Konfigura-
tion bestimmt werden.!'! Dazu wurden Thiol/Disulfid-Aus-
tauschexperimente mit GSH/GSSG als Redoxreferenzpaar
durchgefiihrt, so wie es bereits fiir die linearen Fragmente des
aktiven Zentrums der Thioredoxin-Enzyme beschrieben
ist.'22 Ein typisches HPLC-Chromatogramm einer Redoxmi-
schung von cis- und trans-Isomeren mit Glutathion im Uber-
schuss zeigt Abbildung 2. Reproduzierbare K, .-Werte wurden
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Abbildung 2. HPLC-Chromatogramm einer &4quilibrierten Redoxmi-
schung von 1 (cis- und trans-Isomer) mit einem Glutathion-Uberschuss
(siche Lit. [18]). Die cis-Isomere sind mit * markiert: a) gemischtes
Bis(glutathion)/Peptid-Disulfid; b) gemischte Mono(glutathion)/Peptid-
Disulfide; c) reduziertes Peptid und d) oxidiertes Peptid.

mit verschiedenen GSH/GSSG-Verhiltnissen gemessen. Aus
den Mittelwerten wurden Redoxpotentiale bezogen auf
Glutathion (Ej=—240 mV)["] berechnet (Tabelle 1). Trotz
der Cyclisierung und des Einbaus dreier Lysinreste zeigt das
trans-Isomer ein Redoxpotential von —200 mV, welches sich
nur marginal von dem des linearen Fragments des aktiven
Zentrums H-Ala-Cys-Ala-Thr-Cys-Asp-Gly-Phe-OH [134-
141] unterscheidet (—210 mV).['?l Damit wird der geringe
Einfluss der geladenen Reste auf das Redoxpotential besté-

Tabelle 1. Redoxpotentiale der linearen und cyclischen Peptide mit der
Sequenz des aktiven Zentrums der E.-coli-Thioredoxin-Reduktase.

Verbindung Ko [M] Ej [mV]
Thioredoxin-Reduktase — 25012l
lineares Aktives-Zentrum-Fragment [134-141] 0.123M — 2100
cyclisches Peptid 1 als trans-Azo-Isomer 0.0501! — 2000
cyclisches Peptid 1 als cis-Azo-Isomer 0.0008!! — 146l

[a] Bei pH 7 bestimmt.?!! [b] Gemessen in 0.1M Phosphatpuffer mit 0.1m
NaCl und 1 mm EDTA (pH 7.0) bei 20°C und bezogen auf ein Redoxpo-
tential von —240 mV fiir GSH/GSSG.I'" [c] In dieser Arbeit bestimmt in
0.1m Phosphatpuffer mit 0.1m NaCl und 1 mm EDTA (pH 7.0) bei 25°C
und mit Ej =—240 mV fiir GSH/GSSG.I'* I Die K- und E{-Werte sind
Mittelwerte dreier Experimente.
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tigt.'Yl Tm Unterschied dazu ist das Redoxpotential des cis-
Isomers deutlich zu einem stirker oxidierenden Wert (Ej=
—146 mV) verschoben, wodurch dieses Peptidsystem den
nativen Enzymen PDI (Ej=-—147/—159 mV) und DsbA
(Ey=-122mV) é&hnlicher wird.”) Die Unterschiede im
Redoxverhalten zwischen dem trans- und dem cis-Isomer
korrelieren gut mit der NMR-Konformationsanalyse. In der
trans-Azo-Konfiguration haben beide Spezies, oxidiert und
reduziert, eine sehr dhnliche Konformation, und die freie
Energie fiir die Bildung des 14-gliedrigen Rings in der
oxidierten Form sollte von entropischen Beitrigen durch die
benachbarte Anordnung der Cysteinseitenketten dominiert
sein, wiahrend Konformationsenthalpie und -entropie den K,,,-
Wert nur geringfiigig beeinflussen diirften. In der cis-Azo-
Konfiguration hingegen ist die Bildung einer Disulfidbriicke
sehr ungiinstig: Der K,,-Wert ist fast drei Gro3enordnungen
kleiner als der des trans-Isomers. Die geringe Neigung, einen
Bicyclus zu bilden, kénnte dem Entropieverlust zuzuordnen
sein, der entsteht, wenn die Seitenketten des Cysteins in einer
definierten Topologie eingefroren werden, ohne dies durch
eine giinstige Anderung der Konformationsenthalpie zu
kompensieren. Tatséchlich findet in der oxidierten Form ein
Ubergang von einer Konformation niedriger Energie zu
einem frustrierten System statt, wie die niedrigere Aktivie-
rungsenergie fiir die thermische cis —trans-Relaxation von 1
zeigt. Ein zusitzlicher Beitrag zum Unterschied in den
Redoxpotentialen und ein Einfluss auf die pK,-Werte der
beiden Thiole konnten auch durch elektronische Beitrdge der
Azobenzolgruppe entstehen, die in der trans-Azo- und der
cis-Azo-Konfiguration eine unterschiedliche Orientierung
relativ zu den Thiolen aufweist. Wegen der hohen Emp-
findlichkeit des Azobenzols gegeniiber starken Reduktions-
mitteln wie 1,4-Dithiothreit oder Tricarboxyethylphosphan
war eine quantitative Reduktion des Cystinsystems in 1 zur
Messung der pK,-Werte der Thiole nicht moglich. In diesem
Kontext sollte erwédhnt werden, dass die pK,-Werte der
beiden Cysteinreste in den oben erwidhnten cyclischen
Bis(cysteinyl)peptiden bei ungefihr 8 und 10 liegen, unab-
hidngig von den Redoxpotentialen, die zwischen —130 mV
und —200 mV variieren (unver6ffentlichte Ergebnisse).

In der Regel haben natiirliche Proteindisulfid-Isomerasen
hohe Redoxpotentiale, niedrige pK,-Werte fiir die Thiole und
eine Peptidbindungsstelle, d.h. Chaperon-Aktivitit, die eine
gezielte Wechselwirkung mit dem Substrat ermoglicht. Ob-
wohl man von kleinen Bis(cysteinyl)peptidsystemen keine
Chaperon-Aktivitdt erwarten kann, sollten Redoxpotential
und pK,-Wert der Thiole die katalytische Effizienz bei der
oxidativen Faltung von Proteinen bestimmen. Dieser kataly-
tische Effekt auf die oxidative Riickfaltung von reduzierter
und denaturierter RNase A wurde fiir 1 in der trans- und der
cis-Konfiguration untersucht.?’! Zu diesem Zweck wurden
nichtoptimale GSH/GSSG-Konzentrationen verwendet, d.h.
ein RNase A/GSH/GSSG-Verhiltnis von 1:20:4, um eine
puffernde Wirkung des Glutathions auf den Hilfskatalysator 1
zu vermeiden. Abbildung 3 zeigt, dass der Austausch eines
Aquivalents GSSG durch 1 als cis-Isomer eine Beschleuni-
gung der initialen Aktivierungsgeschwindigkeit um 30 %
bewirkt und, noch signifikanter, nach 30 Stunden eine
Erhohung der Ausbeute an aktiver RNase A von 56 %
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Abbildung 3. Zeitverlauf der Reaktivierung von reduzierter RNase A bei
30°C und pH 7.4 mit Glutathion bei einem molaren RNase A/GSH/GSSG-
Verhiltnis von 1:20:4 (m), Glutathion plus 1 als trans-Isomer (@) oder cis-
Isomer (A) bei einem molaren RNase A/GSH/GSSG/1-Verhiltnis von
1:20:3:1. Jeder Punkt ist der Mittelwert dreier Experimente. Die Daten-
punkte wurden an folgende Gleichung angepasst: [aktive RNase A]/
[reduzierte RNase A],_,=a(l — e ), wobei a die extrapolierte maximale
Reaktivierung darstellt und k die Reaktionsgeschwindigkeitskonstante fiir
die Kinetik erster Ordnung ist.

auf80 %. Die extrapolierte maximale Reaktivierung betrégt
94% (£3%) gegeniiber 64 % (+2% ) in Abwesenheit von 1.
Im Unterschied dazu bleibt bei Verwendung des trans-
Isomers die initiale Aktivierungsgeschwindigkeit gleich, aber
die Effizienz des Redoxsystems ist erhoht (extrapolierte
maximale Reaktivierung von 83% +3%). Dieser Effekt
konnte durch die hohere Nucleophilie zumindest eines der
zwei Peptidthiole verglichen mit Glutathion bedingt sein, wie
die unterschiedlichen pK,-Werte der oben erwéhnten cycli-
schen Bis(cysteinyl)peptide erwarten lassen. Eine Erhéhung
des Anteils an 1 als cis-Isomer am Riickfaltungsgemisch auf
zwei Aquivalente fiihrt zu einer stirkeren Beschleunigung der
initialen Riickfaltungsgeschwindigkeit (52 % hoher als GSH/
GSSG), wihrend eine Erhohung des Anteils an trans-Isomer
,hur“ eine Erhohung der Ausbeute bewirkt (extrapolierte
maximale Reaktivierung von 100%!).

Die experimentellen Befunde bestétigen, dass konformativ
eingeschrinkte Bis(cysteinyl)peptidsysteme die aktiven Zent-
ren der Thiol/Disulfid-Oxidoreduktasen imitieren konnen.
Dabei ist die Aktivitit bei der Disulfidisomerisierung dhnlich
wie bei natiirlichen Protein-Disulfid-Isomerasen. Zusitzlich
wurde durch den Einbau einer Azobenzolgruppe in die
cyclischen Bis(cysteinyl)peptide die Photomodulierung der
Effizienz solcher Faltungsadjuvantien moglich. Dies konnte
eine zeitaufgeloste Steuerung funktioneller Eigenschaften
ermoglichen.
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unter Argon mit 100fachem Uberschuss Glutathion bei unterschied-
lichen GSH/GSSG-Verhiltnissen dquilibriert. Proben der dquilibrier-
ten Redoxmischung wurden mit 1M Phosphorsdure versetzt und mit
HPLC analysiert, Basislinientrennung konnte fiir alle Komponenten
erreicht werden. Eine Zuordnung der Signale und Identifizierung der
cis- und trans-Isomere konnte mit ESI-MS und durch Vergleich mit
dem reinen trans-Isomer erreicht werden (siche Abbildung 2). Die
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Konzentrationen der reduzierten und oxidierten Form von Verbin-
dung 1 wurden durch Integration der HPLC-Signale bestimmt.

[19] J. Rost, S. Rapoport, Nature 1964, 201, 185.

[20] Vollstindig reduzierte und denaturierte RNase A war aus Rinderpan-
kreas-RNase A hergestellt (Aldrich, approx. 100 Kunitz unitsmg™!
protein), und Riickfaltungsversuche wurden dhnlich wie in Y. Konishi,
T. Ooi, H. A. Sheraga, Biochemistry 1982, 21, 4734 — 4740 beschrieben
durchgefiihrt. 24 um der reduzierten RNase A wurden in 0.1m Tris-
HCl-Puffer (pH74), 1mm EDTA, bei 30°C unter Argon im
Glutathion-Redoxpuffer bei einem molaren Verhiltnis RNase A/
GSH/GSSG von 1:20:4 sowie in Gegenwart von 1 bei einem molaren
Verhiltnis RNase A/GSH/GSSG/1 von 1:20:3:1 und 1:20:2:2 reoxi-
diert. 1 wurde als frans-Isomer (100 % nach thermischer Relaxation,
12h, 50°C) eingesetzt und nach der Belichtung bei 360 nm als cis-
Isomer, also im photostationdren Zustand (cis/trans-Verhiltnis:
80:20 4+ 3). Die Reaktivierung wurde durch Zugabe von RNase A
zur dquilibrierten Riickfaltungsmischung (> 2 h bei Raumtemperatur)
initiiert. Proben mit dem cis-Isomer wurden wéhrend der ersten 14 h
alle 2 h 4 min belichtet; danach jeweils 4 min nach 21 h und 28 h. Der
Zeitverlauf des Anteils an korrekt gefalteter RNase A wurde
bestimmt, indem an entnommenen Proben der Riickfaltungsmischung
die initiale Geschwindigkeit der enzymatischen cCMP-Hydrolyse
(432 um in 0.1 MOPS-Puffer, pH 7.0) bei 284 nm und einer Gesamt-
konzentration an RNase A von 1.7 uM gemessen wurde.

[21] M. E. O’Donnel, H. W. Williams, Jr, J. Biol. Chem. 1983, 258, 13795 -
13805.

Oligo(phenylenvinylene) mit terminaler
Donor-A cceptor-Substitution™**
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Konjugierte Oligomerell wie die Oligo(phenylenvinylene)
(OPVs) werden seit einigen Jahren intensiv untersucht, da sie
materialwissenschaftlich interessante Eigenschaften in Hin-
blick auf eine Verwendung in der nichtlinearen Optik (NLO)
sowie als Photoleiter und Elektroluminophore aufweisen.
Typisch fiir eine solche Verbindungsklasse ist die Konvergenz
von Absorption und Fluoreszenz mit wachsender Zahl n der
Wiederholungseinheiten.”! Die Bestimmung der effektiven
Konjugationslidnge (EKL)!'4 ist fiir die Charakterisierung der
Oligomere wichtig, auch in ihrer Funktion als Modellver-
bindungen fiir die entsprechenden Polymere. Fiir die Bestim-
mung der Konvergenz und der EKL hat sich ein einfacher
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