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Protein-Protein-Wechselwirkungen

Architektur von Protein-Ligand-Bindungsstellen
durch templatassistierte intramolekulare Peptid-
Peptid-Interaktionen**
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Cordelia Schiene-Fischer

Grundlegende Prozesse in der belebten Natur basieren auf
Protein-Peptid- oder Protein-Protein-Interaktionen. Dabei
bestimmen diskontinuierlich angeordnete Polypeptidsegmen-
te in den Proteinen sowohl die Spezifitét als auch die Freie
Energie der Komplexbildung."! Fiir die Charakterisierung
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von Polypeptidsegmenten, die zur Ligandbindung beitragen,
benétigt man aufwiandige Untersuchungsmethoden wie mul-
tidimensionale NMR-spektroskopische Methoden, Kristall-
strukturanalyse oder ,,phage-displayed shotgun scanning®.””!

Wir présentieren hier eine einfache Methode, die auf der
Basis von Sequenzinformationen ein niedrig aufgelostes,
dreidimensionales Bild von Protein-Protein- oder Protein-
Peptid-Interaktionsstellen liefert. Dazu haben wir eine Bib-
liothek von kurzkettigen Oligopeptiden aus den Sequenzen
der interagierenden Molekiile abgeleitet und durch Spotting
als intramolekular angeordnete, templatfixierte Peptidpaare
auf eine Cellulosemembran aufgetragen. Zur Anwendung
kamen dabei typische Strategien zur Spot-Synthesel! an
bifunktionellen Templaten und Interaktionsanalysen fiir die
Matrix-gebundenen Peptidpaare. Wir nennen diese Kombi-
nation IANUS-Spot-Array (IANUS: induced organization of
structure by matrix-assisted togetherness). Die auf einer
Cellulosemembran fixierten IANUS-Spots bestehen aus je-
weils zwei Peptidblocken: Der erste Peptidblock ist ein
innerhalb des Spot-Arrays unverdnderlicher Block eines
Liganden, der sich entweder vom Peptidteil eines Protein-
Peptid-Komplexes ableitet oder aus einem interagierenden
Segment eines Protein-Protein-Komplexes besteht. Der
zweite Peptidblock besteht aus einer die gesamte Proteinse-
quenz des bindenden Proteins umfassenden Bibliothek von
iiberlappenden, gleich langen Peptiden. Nach der Synthese
erhélt man einen Spot-Array, der die gesamte Kollektion der
Bindungsmotive enthélt, die die Architektur der Interakti-
onsstellen des entsprechenden Protein-Ligand-Komplexes
bilden.

In wissriger Losung liegen kurze Peptide als ein Ensem-
ble sich schnell ineinander umwandelnder Konformere vor.
Diese Molekiilkollektion enthilt alle Strukturelemente, die
spezifisch fiir jeden Typ von Peptid-Peptid-, Peptid-Protein-
oder Peptid-Kontaktstellen-Interaktionen sind.”! Wenn Pep-
tidketten aufgrund ihrer Anordnung konformativ stark ein-
geschréankt sind, kann dies zur bevorzugten Population von
interaktionstypischen Konformationen fithren (konformative
Induktion). Typische Einschrankungen fiir TANUS-Spot-
Arrays sind templatassistierte, intramolekulare Interaktionen
in den IANUS-Peptidpaaren, hohe effektive Kettenkonzen-
trationen durch die Intramolekularitdt und eine Mikroumge-
bung mit herabgesetzter Polaritdt. Die durch das Templat
erzwungene und von der Cellulosematrix unterstiitzte Nah-
anordnung (Togetherness) der Peptidketten konnte zur Be-
vorzugung attraktiver Konformationen fithren, wenn das
IANUS-Peptidpaar Sequenzbereiche umfasst, die aus den
Interaktionsstellen eines Protein-Peptid- oder Protein-Prote-
in-Komplexes abgeleitet sind.

TANUS-Spots mit einem intramolekular interagierenden
Peptidpaar lassen sich anhand ihrer Eigenschaften von Spots
mit Peptidpaaren, die sich von Peptidsegmenten auf3erhalb
der Bindungsregionen ableiten, unterscheiden. Der Peptid-
ligand in einem Protein-Peptid-Komplex wird abhéngig von
seiner Bindungsaffinitit typischerweise mehr oder weniger
stark maskiert, sodass intermolekulare Erkennungsreaktio-
nen negativ ausfallen. Diese Maskierung kann man auch fiir
ein TANUS-Peptidpaar erwarten, wenn es nativ-dhnliche,
intramolekulare Interaktionen miteinander eingeht; nichtin-
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teragierende IANUS-Peptidpaare lassen dagegen den Pep-
tidliganden unmaskiert. Die so resultierenden, unterschiedli-
chen Bindungseigenschaften fiir ein extern angebotenes,
losliches Protein erméglichen das Auslesen des IANUS-
Spot-Arrays und den Nachweis fiir das Auftreten konforma-
tiver Induktion. Das Ergebnis wire eine Kollektion all jener
Proteinsegmente, die Interaktionsstellen des Protein-Peptid-
oder Protein-Protein-Komplexes entsprechen.

Hier wurden die Spots durch die Zugabe eines 1oslichen
Proteins beurteilt, das mit der Proteinkomponente um die
Bindung an den Matrix-gebundenen Liganden konkurriert.
Nach der Behandlung mit 16slichem Protein sollten IANUS-
Peptidpaare ein typisches Spot-Muster aufweisen: a) starke
Bindung des 16slichen Proteins an Spots, die nichtinteragie-
rende Peptidpaare enthalten und b) schwichere Bindung an
Spots, in denen der Peptidligand durch konformative Induk-
tion maskiert ist (Abbildung 1).

Keine konformative Induktion
{Bindung von IP)

Konformative Induktion
{Kaine Bindung von IP)

Marker

-
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Peptidkette | 58]

Peptidkette 11 @
{Ligand)

(Segment des IP)

Abbildung 1. Behandlung von Spots mit einem Protein, das mit dem
von der Proteinkomponente abgeleiteten Peptidsegment um die Bin-
dung an den Peptidliganden im Peptidpaar konkurriert. Rechts: nicht-
interagierende Peptidpaare; starke Bindung des Proteins. Links: Mas-
kierung des Peptidliganden durch konformative Induktion; schwichere
Bindung des Proteins. IP:Proteinkomponente des Protein-Ligand-Kom-
plexes, IgG: proteinspezifischer Antikérper.

Wir haben eine IANUS-Spot-Analyse am Beispiel des
Komplexes aus Streptavidin und Strep-tag II (Stt IT) durch-
gefiihrt, dessen dreidimensionale Struktur und damit auch die
Architektur der Bindungsregion des Liganden in hoher
Auflosung bekannt sind. Das homotetramere Streptavidin
aus Streptomyces avidinii bildet einen Komplex mit dem 10-
meren Stt II (SNWSHPQFEK), das die Biotin-Bindungstasche
ausfiillt.”] Unser TANUS-Spot-Array besteht aus einem bi-
funktionellen Lysyl-Templat, an dem unter Anwendung or-
thogonaler Schutzgruppenstrategien jeweils ein 12-meres
Streptavidin-Peptid und das 10-mere SttII synthetisiert
wurden. Beide Peptide bilden ein IANUS-Peptidpaar, das
intramolekular im Molverhéltnis 1:1 angeordnet ist. Der Satz
iiberlappender, 12-merer Peptide, der sich iiber die Sequenz
von Streptavidin mit einer Verschiebung von drei Aminoséu-
ren erstreckt und 50 individuelle Spots umfasst, wurde auf der
Fmoc-Seite des orthogonal geschiitzten Templats 1 syntheti-
siert (Schema 1; Fmoc = 9-Fluorenylmethoxycarbonyl). Jeder
Spot enthédlt auBerdem SttII, das auf der Dde-Seite des
Templats aufgebaut ist (Dde = 2-(4,4-Dimethyl-2,6-dioxocyc-
lohexyliden)ethyl). Beide Peptide wurden abschlieBend N-
terminal acetyliert.
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Schema 1. Die Template 1 und 2 sind uiber einen (f-Ala),-Spacer an
die Cellulosemembran gebunden.

Zur Bestimmung der Synthesequalitdt wurden zunéchst in
vier représentativen, vordefinierten Spots Peptidpaare mit
und ohne intramolekulare Interaktionen und einem photola-
bilen Linker auf der Basis eines 2-Nitrobenzyl-Restes zwi-
schen den Peptidketten und Templat2 unter Lichtschutz
aufgebaut.®! Nach der photolytischen Spaltung wurde eine
massenspektrometrische  Analyse mittels MALDI-ToF
durchgefiihrt. Fiir jeden Spot stimmten die Massen der
analysierten Peptide mit den berechneten molekularen
Massen tiberein (siche Hintergrundinformationen). Der Ein-
fluss des Templats auf die Fahigkeit der IANUS-Peptidpaare
zur konformativen Induktion wurde untersucht, indem die an
Templat 1 synthetisierten Peptidpaare mit den an 2 synthe-
tisierten verglichen wurden (Schema 1). Fiir an Templat 2
gebundene IANUS-Peptidpaare iiberspannte der Streptavi-
din-Peptidblock aus 12-meren Peptiden (Fmoc-Seite) die
Streptavidinsequenz mit einer Verschiebung von zwei Ami-
nosduren und umfasste 75 individuelle Spots. Zur Detektion
der konformativen Induktion wurden die IANUS-Spot-
Arrays mit l6slichem Streptavidin behandelt; die durch
Stt II vermittelte Streptavidinbindung an einen Spot kam
nur dann zustande, wenn die Bindungsregion von Stt II nicht
durch konformative Induktion im IANUS-Peptidpaar blo-
ckiert wurde. Als Ausleseverfahren fiir die Streptavidinbin-
dung an die IANUS-Spot-Arrays wurde eine standardisierte
Westernblot-Analyse verwendet. Im Falle der Synthese an
Templat 1 wurde fiir die Mehrzahl der Spots eine starke
Streptavidinbindung detektiert, wobei eine Dunkelfdrbung
der Spots charakteristisch war. Es wurden jedoch auch zwei
Regionen mit schwicheren Streptavidinaffinitidten fiir zwei
oder mehr benachbarte Spots identifiziert, was auf eine
Maskierung der Streptavidin-Affinitidt von Stt II zuriickge-
fiihrt werden kann (Abbildung 2 A, blau und pink unterstri-
chen). Bedingt durch die Sequenziiberlappung der Streptavi-
din-Peptide im TANUS-Spot-Array sind nur zwei oder mehr
benachbarte IANUS-positive Spots als Anzeichen einer
konformativen Induktion zu werten.

Zusitzlich zur direkten, visuellen Auswertung des
IANUS-Spot-Arrays wurden diese als IANUS-positiv be-
zeichneten Spots durch die Abweichung ihrer reziproken
Intensitédt von der reziproken mittleren Spot-Intensitédt (Ab-
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Abbildung 2. Die Bindung von Streptavidin an einen IANUS-Spot-Array
aus Streptavidin-Stt-11-Peptidpaaren, gebunden tber Templat 1. Uber-
lappende 12-mere Peptide liberspannen die Streptavidinsequenz mit
einer Verschiebung von drei Aminosiuren. Der Peptid-Scan von Strept-
avidin wurde an der Fmoc-Seite synthetisiert und Stt I an der Dde-
Seite. A) Die Cellulose wurde mit 100 nm |6slichem Streptavidin inku-
biert, Spot-gebundenes Streptavidin wurde durch Westernblot-Analyse
detektiert. B) Densitometrische Analyse von Abbildung 2A. Die Intensi-
tat jedes Spots wurde mit einem GS-700-Imaging-Densitometer (Bio-
Rad) analysiert (Is,o: Spot-Intensitét, lye: durchschnittliche Intensitat
aller analysierten Spots). Die grossen positiven Werte entsprechen
schwachen Blotsignalen, die als IANUS-positive Spots konformative
Induktion im Peptidpaar anzeigen. Die gestrichelte Linie reprasentiert
die durch Streuung hervorgerufene Abweichung 3n (n: mittlere Abwei-
chung der negativen Werte von Null). C) Die Cellulose wurde mit
Streptavidin (100 nm) in Gegenwart von Biotin (600 nm) untersucht
und das gebundene Streptavidin detektiert.

bildung 2 B) identifiziert. Fiir die Blockierung der Streptavi-
dinbindung an IANUS-positive Spots kann eine konformati-
ve Induktion verantwortlich gemacht werden, bei der Inter-
aktionen im IANUS-Peptidpaar auftreten, die typisch fiir
Interaktionen in der Kontaktfliche des Streptavidin-Stt-1I-
Komplexes sind. Da diese Kontaktfldchen die Interaktions-
seiten des Komplexes definieren, spiegelt die Gesamtheit
aller IJANUS-positiven Spots die Architektur der Protein-
Ligand-Interaktion wider. Eine Synthese von SttII an der
Fmoc-Seite und der Streptavidinsequenzen an der Dde-Seite
verursachte keine wesentliche Verdnderung in der Positio-
nierung der JANUS-positiven Spots im TANUS-Spot-Array
(siehe Hintergrundinformationen).

Die Verteilung der IANUS-positiven Spots bei Verwen-
dung von Templat 2 und das Spot-Muster, das bei Verwen-
dung von Templat 1 erhalten wurde, waren sich sehr @hnlich
(Abbildung 3, blau und pink unterstrichen; Tabelle 1). Die
Identifikation von drei zusétzlichen interagierenden IANUS-
Peptidpaaren (Abbildung 3, gelb unterstrichen) stiitzt ein
Modell, bei dem die Flexibilitit des Templats eine wesentli-
che Bedeutung fiir die konformative Induktion hat: Der
Linker zwischen den Peptiden ist in Templat2 um drei
kovalente Bindungen lénger als der in 1 und erleichtert so die
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Abbildung 3. Die Bindung von Streptavidin an einen IANUS-Spot-Array
aus Streptavidin-Stt-11-Peptidpaaren, gebunden tiber Templat 2. Uber-
lappende 12-mere Peptide liberspannen die Streptavidinsequenz mit
einer Verschiebung von zwei Aminosiuren. Der Peptid-Scan von
Streptavidin wurde an der Fmoc-Seite synthetisiert und Stt Il an der
Dde-Seite. A) Die Cellulose wurde mit 100 nm Streptavidin untersucht
und das gebundene Streptavidin detektiert. B) Densitometrische Analy-
se. Die Intensitat jedes Spots wurde wie in Abbildung 2B beschrieben
analysiert.

konformative Induktion, sodass weitere Streptavidin-Peptide
nativ-dhnlich mit Stt Il interagieren konnen. Templat 2 eignet
sich daher besser zur Identifizierung aller Streptavidin-Stt-1I-
Bindungsstellen.

Zwei weitere IANUS-positive Spots (Spots 41 und 44 in
Abbildung 2 A, griin unterstrichen) zeigen konformative In-
duktion an, liegen aber als isolierte Spots vor. Wir nehmen an,
dass eigentlich ein kontinuierlicher Bereich von vier IANUS-
positiven Spots vorliegt (Spots 41-44); der Grund fiir die
Dunkelfdrbung der Spots 42 und 43 muss daher erklért
werden: Wie IANUS-Spot-Arrays in Gegenwart des Strept-
avidin-Liganden Biotin belegen, ist das IANUS-negative
Verhalten von Spot 42 und 43 auf die Interaktion zwischen
loslichem Streptavidin und den Streptavidin-Peptiden in den
IANUS-Peptidpaaren zuriickzufiihren. Das Streptavidin-Seg-
ment um H' ist direkt in die Bildung der Streptavidin-
Tetramere einbezogen,”! und infolgedessen bleibt 15sliches
Streptavidin auch dann hochaffin fiir beide Spots, wenn sein
aktives Zentrum durch Biotin blockiert ist. Durch diese
Blockade bleiben alle Spots auler den Spots 42/43 und 45/46
in Gegenwart von Biotin ungefirbt (Abbildung 2C). Das
Auslesen der IANUS-Spot-Arrays durch Westernblots
schrinkt also die Aufkldarung von Bindungsregionen homo-
oligomerer Proteine ein, weil eine Homooligomerisierung die
Detektion von IANUS-positiven Spots verhindert.

Kennt man die hochaufgeloste Struktur eines Protein-
Ligand-Komplexes, konnen die attraktiven Kréfte zwischen
Ligand und Protein und damit die Bindungsregion durch
einen PMF-Ansatz (PMF =potential of mean force) be-
schrieben werden. Dabei geht man davon aus, dass H-
Briicken, Wassercluster und hydrophobe Interaktionen zur
Bindungsenergie beitragen.”! In diesem Modell wird ange-
nommen, dass ein Abstand von 5.0 A zwischen den Atomen
der interagierenden Molekiile alle attraktiven Protein-
Ligand-Interaktionen der Bindungskontaktstelle einbezieht.
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Wir haben auf dieser Basis alle Streptavidin-Reste innerhalb
eines Radius von 5.0 A um die Atome von Stt IT (Tabelle 1)
identifiziert, um die dreidimensionale Bindungskontaktstelle
des Streptavidin-Stt-1I-Komplexes aus der Rontgenstruktur
zu erhalten (PDB-Eintrag: 1RSU)." Die zwei N-terminalen
Reste von SttII sind in dieser Struktur nicht lokalisiert,
sodass die Identifizierung ihrer Kontaktstellen nicht moglich
ist. Unsere TANUS-Spot-Arrays liefern dagegen auch diese
Interaktionsstellen.

Mit einer Ausnahme, dem Segment Y*-E*, wurde durch
das Auftreten IANUS-positiver Spots die vollstindige Bin-
dungsfliche der Streptavidin-Stt-II-Interaktion in den
IANUS-Spot-Arrays identifiziert. Das Segment Y*-E*, in
der Nidhe des N-Terminus des IANUS-positiven Spots 23
(Tabelle 1), befindet sich innerhalb des 5.0-A-Radius des
Restes Q7 (Stt II), ergibt aber keinen IANUS-positiven Spot.
Wesentlich ist allerdings, dass der IANUS-Spot-Array keine
falschpositiven Signale liefert, sodass nur tatsédchlich inter-
agierende Proteinsegmente als Teil der Bindungsfldche de-
tektiert wurden.

Entscheidend fiir das Auftreten einiger IANUS-positiver
Spots war allein das Vorhandensein von entweder D'%, W”
oder R* im Peptidpaar (Tabelle 1, Nr. 41-44, 25-27, 35-42,
56-59). Der dominierende Charakter dieser Aminosduren
macht deutlich, dass manchmal nur ein begrenzter struktu-
reller Kontext fiir das Auftreten konformativer Induktion
erforderlich ist. Diese Ausnahmestellung scheint mit beson-
ders starken Interaktionskriften verbunden zu sein, denn im
Falle von D'*® und R* wurden auBergewohnlich starke H-
Briicken zu Stt II beschrieben. Fiir die meisten der IANUS-
positiven Spots findet man allerdings einen ausgedehnten
Bindungsbereich mit multiplen Interaktionen zwischen dem
Streptavidin-Peptid und SttII (Tabelle 1, Nr. 17-18, 25-27,
23-25, 10-12, 51-52). Wir konnten somit den diskontinuier-
lichen Aufbau der Interaktionsfldche des Streptavidin-Stt-II-
Komplexes durch IANUS-Spot-Arrays nachweisen und die
Interaktionsmodule einzeln identifizieren.

Tabelle 1: IANUS-positive Streptavidinsequenzen und die aus der Rént-
genstruktur abgeleiteten Streptavidin-Stt-II-Kontaktregionen (fett).?

Spot-Nr. IANUS-positives Streptavidin-Segment
Templat 1

17-18 “°NAESRYVLTGRYDSA®®

25-27 *LGWTVAWKNNYRNAHSAT’
414401 121K STLVGHDTFTKVKPSAASID !
Templat 2

23-25 “>SAVGNAESRYVLTGRY*’

35-42 *¥SGTALGWTVAWKNNYRNAHSATTWSG™*
10-12 YGTWYNQLGSTFIVTAG™

51-52 Yl EARINTOQWLLTSGT

56-590 HITSGTTEANAWKSTLVGHD

[a] Die Aminosiurereste (fett gedruckte Buchstaben) befinden sich in
einer Kugel mit einem Radius von 5.0 A um die Atome von Stt Il im
Streptavidin-Stt-Il-Komplex (PDB-Eintrag: 1RSU). [b] Es wurde ein kon-
tinuierlicher Bereich von vier IANUS-positiven Spots angenommen
(siehe Text). [c] Uber die Kontaktstellen fiir diese Bereiche von Strept-
avidin sind nur begrenzte Informationen erhiltlich, resultierend aus der
schlecht definierten Lokalisation der Atome entweder der Streptavidin-
sequenz S"%-Q"? oder der Stt-1I-Reste (S' und N?) in der Rontgenstruk-
tur.
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Fiithrt man Substitutionsanalysen fiir einzelne Positionen
eines IANUS-positiven Peptidpaars durch, zeigt sich die
Spezifitit der Methode (siche Hintergrundinformationen).
Die Positionen 53 (Arg) und 54 (Tyr) des Streptavidin-
Peptides “°NAESRYVLTGRY®® wurden in einem IANUS-
Spot-Array gegen alle genkodierten Aminosduren ausge-
tauscht, wihrend Stt II nicht verdndert wurde. Die Substitu-
tion in Position 53 fiihrte in den meisten Fillen zu IANUS-
negativen Spots. IJANUS-positive Spots wurden in dieser
Position nur mit K, Q, Y und V erhalten. In Position 54
fiihrten mit der Ausnahme von E, V und N alle genkodierten
Aminosduren zu IANUS-positiven Spots. Die Substitutions-
analyse von Stt IT in den Positionen 5 (His) und 9 (Glu) wurde
durchgehend unter Verwendung des Streptavidin-Peptids
"*VAWKNNYRNAHS®® durchgefiihrt. SttII ist allerdings nicht
nur der Interaktionspartner im Peptidpaar, sondern fungiert
durch die Bindung von 16slichem Streptavidin zugleich als
Sonde zur Detektion der IANUS-positiven Spots. Es zeigte
sich, dass die meisten Stt-II-Varianten nicht in der Lage sind,
mit nativem Streptavidin zu interagieren; sie verhindern
damit eine Diskriminierung zwischen IANUS-positiven und
IANUS-negativen Spots. Ein IANUS-positiver Spot wurde
im Falle einer E’-Variante beobachtet, die durch die konser-
vative Substitution die Bindung von Streptavidin und damit
die Detektion des TANUS-Spots erméglichte (siche Hinter-
grundinformationen).

Tabelle 1 fasst die Sequenzbereiche von Streptavidin zu-
sammen, die iiber den IANUS-Spot-Array die Architektur der
Bindungsfliche des Streptavidin-Stt-II-Komplexes beschrei-
ben, und setzt dies in Relation zu der aus der Rontgenstruktur
ableitbaren Bindungsfliche. Die Lénge der Erkennungsse-
quenzen der Streptavidin-Peptide fiir Stt II ist unterschiedlich
— dies spiegelt sich auch in einem IANUS-Spot-Array wider,
bei dem die TANUS-Peptidpaare die reverse Streptavidin-
Sequenz, gelesen vom C-terminalen Ende des Proteins her,
enthalten. TANUS-positive Spots wurden mit reversen Strept-
avidin-Peptiden erhalten, die die Aminosiurereste D' W”
und R* enthielten. In Anbetracht der sehr flexiblen Templat-
strukturen und der teilweise sehr kurzen Erkennungssequen-
zen in diesen Peptidsegmenten konnen Konformationen mit
der normalen Sequenzorientierung auch in den aus den
reversen Sequenzen aufgebauten Peptidpaaren enthalten sein
(siche Hintergrundinformationen).

Die Rolle der templatunterstiitzten Orientierung von
Proteinfragmenten wurde bereits mithilfe zweier verwandter
experimenteller Ansdtze untersucht. Zum Konzept der tem-
platassoziierten synthetischen Proteine (TASPs)®! und der
modularen Assemblierung von helicalen Peptiden auf einem
cyclischen Peptid-Templat zur Konstruktion von syntheti-
schen funktionalen, Him-bindenden Vier-Helix-Biindel-Pro-
teinen gibt es eine Reihe von Untersuchungen.'” Eine
dhnliche Methode wird verwendet, um die Phosphorylierung
von $** in Elk-1, die durch die Elk-docking-Doméne vermit-
telt wird, Spot-gestiitzt zu identifizieren; diese Methode nutzt
die Zufallsverteilung zweier Peptidstrange auf einer Spotfla-
che bei der Synthese an einem monofunktionalen Linker.!"
In all diesen Féllen findet man nativ-dhnliche Anordnungen
der Peptidketten, die auf konformativer Induktion der
Matrix-fixierten Oligopeptide basieren konnten.
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Der hier beschriebene IANUS-Spot-Array benotigt zur
Detektion der konformativen Induktion in den Peptidpaaren
eine Probe des nativen Streptavidins. Diese experimentelle
Einschriankung des IANUS-Peptid-Arrays kann vermieden
werden, wenn die Interaktion in den Peptidpaaren direkt auf
der fiir den Array benutzten Membran messbar ist. So zeigten
vom Streptavidin-Stt-II-Komplex abgeleitete IANUS-Peptid-
paare mit Streptavidin-Peptiden, die N-terminal eine Dansyl-
Gruppe tragen, und Stt II, das N-terminal mit Fluorescein
markiert ist, eine hohe Fluoreszenzintensitit bei 510-530 nm,
wenn im Westernblot ein IANUS-positiver Spot identifiziert
wurde  (Dansyl =5-Dimethylamino-1-naphthalinsulfonyl).
Fir IANUS-negative Spots, deren Peptidpaare durch die
fehlende konformative Induktion flexibler sein miissen, ist
diese Fluoreszenz effizient geloscht. In Gegenwart von Biotin
ist die Fluoreszenz der IANUS-positiven Spots auf das
Niveau der IANUS-negativen Spots abgesenkt, was auf eine
Konkurrenz zwischen Biotin und Stt IT um das Streptavidin-
Peptid mit der interaktiven Konformation im IANUS-Pep-
tidpaar hinweist (siche Hintergrundinformationen). Die Nah-
ordnung der Ketten des Peptidpaares in IANUS-positiven
Spots wird durch Biotin aufgehoben, wobei sich das Fluores-
zenzsignal durch einen effizienteren Loschvorgang ab-
schwicht. Auf diese Weise ist es also moglich, die konforma-
tive Induktion in IANUS-Peptidpaaren proteinfrei und emp-
findlich zu detektieren. Mit diesem Verfahren konnen
IANUS-Spot-Arrays nicht nur zur Aufkldrung der Architek-
tur von Protein-Ligand-Kontaktbereichen beitragen, sondern
sie sind auch leistungsfihige Werkzeuge fiir die Suche nach
Inhibitoren und Effektoren, und das ausschlielich auf der
Basis von Sequenzinformationen. Auf native Proteine muss
man bei dieser Methode nicht zuriickgreifen.

Eine neue Strategie, die auf der konformativen Induktion
komplementérer molekularer Oberflidchen von Peptidpaaren
beruht, hat ein komplettes, niedrig aufgelostes Bild der
Kontaktregionen des Streptavidin-Stt-1I-Komplexes geliefert,
das nahezu vollstindig mit den Kontaktbereichen iiberein-
stimmt, die aus der Rontgenstruktur zugéinglich sind. Prinzi-
piell konnen mit Fluoreszenzmarkierungen versehene
IANUS-Peptid-Arrays Informationen zur Architektur der
Bindungsregionen liefern, auch wenn als Grundlage nur die
Primérstruktur der interagierenden Polypeptide zur Verfii-
gung steht. Die Probe eines nativen Proteins ist nicht mehr
erforderlich.

Experimentelles

Peptidsynthese: Templat 1 wurde durch die schrittweise Kupplung
von Fmoc-Lys(Dde)-OH und Boc-Lys(Fmoc)-OH an einen ($-Ala),-
Spacer in die Cellulosemembran eingefithrt. Die Aminosduren
wurden unter Nutzung von einer zur Aminosdure dquimolaren
Menge an Kupplungsreagens PyBOP und von zwei Aquivalenten
DIEA als Base in DMF aktiviert (PyBOP = Benzotriazol-1-yloxytri-
pyrrolidinophosphonium-hexafluorophosphat, DIEA = Diisopropyl-
ethylamin). Templat2 wurde durch Festphasensynthese an Rink-
amid-MBHA-Harz erzeugt (MBHA =4-Methylbenzhydrylamin).
Nach der Synthese erfolgte die Abspaltung von Fmoc-Glu-
Lys(Dde)-CONH, vom Harz durch TFA (Trifluoressigsdure).
Fmoc-Glu-Lys(Dde)-CONH, wurde iiber die y-Carboxygruppe der
Glutaminsdure mit der fiir Templat 1 beschriebenen Kupplungspro-
zedur an einem (f-Ala),-Spacer verankert. Nach Ende der Synthese
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von Templat 2 durch Kupplung von Boc-Lys(Fmoc)-OH wurden die
freien Amino- und Hydroxypositionen mit 5% Ac,0 und 2% DIEA
in DMF fiir 1 h blockiert. Nachfolgend wurden die Peptidketten nach
Standardvorschriften fiir die Spot-Synthese synthetisiert.*” Nach
Entfernung der Dde-Schutzgruppe mit 2-proz. Hydrazin-Losung in
DMF konnte die zweite Kette synthetisiert werden.

MALDI-ToF: Teile der Peptidspots (4 mm?*; Nr. 22,29, 39 und 40
in Tabelle 1; Abbildung 3) wurden 2 min mit UV-Licht bestrahlt. Im
Anschluss wurde eine Losung von a-Cyan-4-hydroxyzimtsdure in
Acetonitril/Wasser (0.1 % TFA) direkt auf die Spots gegeben und bei
Raumtemperatur getrocknet. MALDI-ToF-MS wurde mit den ge-
trockneten Spots an einem Bruker-Reflex-II-Massenspektrometer
gemessen (Bruker Daltonik GmbH, Bremen).

Westernblots: Die trockenen Cellulosemembranen wurden
10 min in Methanol und 3 x 20 min in TBS-Puffer (30 mm Tris/HCI,
pH 7.6, 170 mm NaCl, 6.4 mm KCl) gespiilt. 100 nm Streptavidin in
MP-Puffer (30 mm Tris/HCl, pH 7.6, 170 mm NaCl, 6.4 mm KClI,
0.05% Tween, 20.5% Sucrose) wurden mit den Membranen iiber
Nacht bei 4°C unter leichtem Schiitteln inkubiert. Ungebundenes
Streptavidin wurde durch Waschen mit TBS-Puffer (4°C) entfernt, an
die Spots gebundenes Protein wurde auf Nitrocellulosemembranen
(0.45 pm, PALL Gelman) unter Verwendung einer Semi-dry-Blot-
Apparatur (Biometra) elektrotransferiert. Die Nitrocellulosemem-
branen wurden zwischen Blot-Papier gelagert, das mit Transfer-
Puffer (25 mm Tris/HCIL, pH 8.3, 150 mm Glycin, 10 % Methanol, 4°C)
getrankt war. Der Elektrotransfer erfolgte bei konstanter Stromstar-
ke von 0.8 mAcm™ in einem optimierten Zeitregime (erster Elek-
trotransferschritt 30-45 min, zweiter Elektrotransferschritt 60—
90 min), transferiertes Streptavidin wurde mittels Anti-Streptavidin-
Antikorpern aus Kaninchen (Sigma-Aldrich) und Peroxidase-gekup-
pelten Anti-Kaninchen-IgG nachgewiesen. Die Visualisierung er-
folgte iiber ein ECL-System. Die densitometrische Analyse wurde an
einem GS-700-Imaging-Densitometer (Bio-Rad) ausgefiihrt.?
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