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Das a-helicale Coiled-Coil geh�rt zu den ersten Proteinmo-
tiven, deren Strukturen im Detail aufgekl�rt wurden.[1] Wie
bereits 1953 von Crick beschrieben,[2] besteht ein Coiled-Coil
aus mindestens zwei rechtsg�ngigen amphipathischen a-He-
lices, die sich umeinander zu einem linksg�ngigen Supercoil
winden und so ihre hydrophoben Oberfl�chen miteinander in
Kontakt bringen (Abbildung 1a). Coiled-Coils k�nnen bis zu
Pentameren assoziieren und bilden homo- oder heteromere,
parallele oder antiparallele Komplexe mit unterschiedlichen
St�chiometrien.[1] Ein Charakteristikum aller Coiled-Coils ist
das Vorhandensein heptadischer Wiederholungssequenzen
[abcdefg]i, wobei i die jeweilige Heptade bezeichnet (Abbil-
dung 1a). Hydrophobe Aminos�uren finden sich normaler-
weise an den Kernpositionen a und d und sind f4r die Faltung
entscheidend.[3] Die Positionen b, c, e, f und g bilden die
Außenseite der Struktur und werden im Allgemeinen durch
hydrophile Reste besetzt. Zus�tzlich k�nnen sich durch ge-
ladene Reste inter- und intrahelicale Salzbr4cken bilden, die
h�ufig an den Positionen b, c, e und g gefunden werden und
die Struktur stabilisieren.[4] Die „Peptid-Klettverschluss“-
Hypothese[5] fasst diese Erkenntnisse zusammen und postu-
liert, dass 1) a und d hydrophob, 2) e und g geladen und 3) b, c
und f hydrophil sind. Obgleich Coiled-Coil-Motive mit einem
hohen Maß an Sicherheit vorhergesagt werden k�nnen,[6] ist
die Vorhersage ihrer St�chiometrie und r�umlichen Struktur
noch immer eine schwierige Aufgabe.

F4r das Durchmustern von rekombinant hergestellten
Coiled-Coil-Komplexen sind unterschiedliche Herangehens-
weisen m�glich.[7] Die Arbeitsgruppen von Pl4ckthun und
Michnick entwickelten einen eindrucksvollen „library-versus-
library“-Ansatz zur Analyse von Polypeptiden, die 4ber ein
Coiled-Coil-Motiv interagieren.[8]

K4rzlich wurde eine Glas-Chip-Technologie angewendet,
um ein Interaktionsnetzwerk aus bZIP-Transkriptionsfakto-
ren auf Proteinniveau sichtbar zu machen.[9] Hier berichten
wir 4ber den Einsatz optimierter synthetischer Peptidar-
rays[10] mit dem Ziel, Coiled-Coil-Verbindungen auf Amino-
s�ureebene zu analysieren und zu charakterisieren. Unser
Ansatz beruht – im Unterschied zu rationalem Design, das
meistens kurze Modellpeptide als Anschauungsobjekte nutzt
– auf einem in voller L�nge vorliegenden, homodimeren
Coiled-Coil, dem GCN4-Leucinzipper (Abbildung 1a).[11]

Die Einfl4sse von Aminos�uresubstitutionen auf die Asso-
ziation werden analysiert, und zus�tzlich werden die St�-
chiometrien mittels biophysikalischer Methoden 4berpr4ft.
Es ist zu erwarten, dass die Resultate eine bessere und zu-
verl�ssigere Voraussagbarkeit von Coiled-Coil-Interaktionen
erm�glichen werden.

Zuerst synthetisierten wir ein Peptidarray aus 589 Ein-
zelsubstitutionsvarianten des GCN4-Leucinzippers auf Zel-
lulosemembranen[12] und pr4ften deren F�higkeit, an die
native GCN4-Wildtypsequenz (wt) zu binden (Tabelle 1,
Abbildung 1b). Die Signalintensit�ten der einzelnen Spots
wurden gemessen und wie beschrieben ausgewertet.[13,14] Die
Austauschvariabilit�t jeder Sequenzposition wurde berech-
net[14] (Abbildung 1c) und als niedrig (V� 20%), mittel
(20%�V� 50%) oder hoch (V� 50%) eingestuft. Die im
Kern liegenden Leucinreste dI-dIV zeigten erwartungsgem�ß
sehr geringe Variabilit�t hinsichtlich einer Substitution; eine
Ausnahme bildete das durch Alanin ersetzbare Leu12 (dII).
Dagegen weisen die Kernpositionen aI-aV mittlere Variabili-
t�t auf; diese Klasse ist durch eine erweiterte physikochemi-
sche Jhnlichkeit[14] der austauschbaren Aminos�uren cha-

Tabelle 1: Sequenzen ausgesuchter GCN4-Varianten.

gabcdefgabcdefgabcdefgabcdefgab

I II III IV

wt[a] RMKQLEDKVEELLSKNYHLENEVARLKKLVG

1 RMKQLEDKVEELLSKNYHLENEKARLEKLVG

2 RMKQLEDKVEELLSKYYHTENEVARLKKLVG

3 RMKQLEDKVEELLSKIYHNENEVARLKKLVG

[a] Die Sequenz entspricht den Resten 249–279 des Proteins GCN4 aus
Saccharomyces cerevisiae. Informationen zur Synthese k.nnen den Hin-
tergrundinformationen, S1 und S2, entnommen werden.
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rakterisiert. Die dem L�sungsmittel exponierten Po-
sitionen f, b und c werden alle als hochvariabel ein-
gestuft, wobei das Muster f4r die an den Kern an-
grenzenden Positionen e und g komplexer ist. Da die
Position e in hohem Grade variabel ist, vermuteten
wir ein �hnliches Verhalten der g-Position; wir fanden
allerdings, dass die Substitutionsvariabilit�t der g-
Position eine deutliche Abh�ngigkeit von der Hept-
adenzugeh�rigkeit zeigt: Sie variiert von niedrig
(gIII=Glu22) 4ber mittel (gI=Lys8, gIV=Leu29) bis
hin zu hoch (gII=Lys15). Diese Diskrepanz zwischen
den Positionen, die den Kern begrenzen, wurde auch
durch die Arbeitsgruppen von Matthews und Vinson
beschrieben.[15]

Es ist bekannt, dass Mehrfachsubstitutionen
einen Wechsel von einer dimeren Coiled-Coil-Struk-
tur zu einer trimeren oder tetrameren Struktur be-
wirken k�nnen.[3a,16] Daher erweiterten wir den Pep-
tidarray-Ansatz um Doppelsubstitutionsanalysen,
wobei wir uns auf die Positionen in Kernn�he kon-
zentrierten (siehe Hintergrundinformationen, Tabel-
le S4.1). Die Synthese all dieser Doppelsubstitu-
tionsvarianten der a/d-, a/e- und d/g-Positionen des
GCN4-Leucinzippers ergab einen Peptidarray mit
4320 Varianten, die auf ihre Bindungseigenschaften
zur nativen Sequenz des GCN4-wt untersucht wurden
(Abbildung 2a,b). Insgesamt wurden 933 heteromere
Assoziationsereignisse beobachtet, die in abstrahier-
ter Form in Abbildung 2c dargestellt sind. In allen
Doppelsubstitutionsf�llen zeichnet sich Heptade I
durch die h�chste Substitutionstoleranz aus, wohin-
gegen die Toleranzreihenfolge der Heptaden II–IV
f4r die einzelnen Doppelsubstitutionen unterschied-
lich ist (I> III> II> IV f4r a/d, I> III> IV> II f4r a/
e und I> II> III> IV f4r d/g). Da die Positionen a
und e als moderat bzw. hoch variabel erkannt wurden
(Abbildung 1c), war zu erwarten, dass auch die
Doppelsubstitutionen a/e die h�chste Zahl an Asso-
ziationen aufweisen. Dass sich diese Erwartung er-
f4llte (Abbildung 2c), impliziert ein additives Ver-
halten der Positionen a und e im Falle des gleichzei-
tigen Austausches. Der d/g-Ersatz wurde 4berra-
schenderweise ebenso schlecht toleriert wie die
Doppelsubstitution a/d. Dies l�sst darauf schließen,
dass außer den allgemein bekannten Kernpositionen
a und d auch der Kern-angrenzenden Position g eine
wichtige Rolle bei der Bildung von Coiled-Coil-Do-
m�nen zukommt. Der besondere Status der Position
g, der sich bereits bei den Einfachsubstitutionen an-
gedeutet hatte, konnte also in den Doppelsubstitu-
tionsexperimenten best�tigt werden.

Um zu untersuchen, ob vorteilhafte oder un-
g4nstige Paarungen existieren, unterteilten wir die
Aminos�uren in zwei Gruppen: in einen hydrophilen
Satz (x) aus Arg, Asn, Asp, Gln, Glu, His, Lys, Ser
und Thr und in einen hydrophoben Satz (F) aus Ala,
Gly, Ile, Leu, Met, Phe, Pro, Trp, Val und Tyr. An-
schließend analysierten wir, in welchem Ausmaß die
einzelnen Heptaden der GCN4-Leucinzippersequenz

Abbildung 1. a) Das Helixrad-Diagramm mit der Blickrichtung vom N-Terminus
aus beschreibt den homodimeren Leucinzipper (Coiled-Coil) des bZIP-Transkrip-
tionsfaktors GCN4 aus Hefe. Diejenigen Reste (Ein-Buchstaben-Code f8r Amino-
s<uren), die sich in der N<he des Betrachters befinden, sind durch Kreise mar-
kiert. Sich kreuzende Pfeile zeigen Interaktionen im hydrophoben Kern an. Ge-
strichelte Pfeile repr<sentieren inter- und intrahelicale Salzbr8cken, die typisch
f8r diese Struktur sind.[11] b) Die komplette Einzelpunkt-Substitutionsanalyse der
GCN4-Leucinzippersequenz. Rosa Punkte zeigen eine Interaktion zwischen den
cellulosegebundenen Varianten und den mit Farbstoff markierten wt-GCN4-Leu-
cinzipperpeptiden an, die mittels Standard-Festphasenpeptidsynthese syntheti-
siert und N-terminal mit Tetramethylrhodamin (Tamra) markiert wurden (siehe
Hintergrundinformationen, S1 und S2). Jeder Punkt entspricht einer Variante, in
der ein Baustein der wt-Sequenz, gezeigt in der obersten Reihe, gegen eine der
20 kanonischen Aminos<uren ausgetauscht wurde. Diese werden auf der linken
Seite spezifiziert. Die Punkte in der ersten Reihe stellen Wiederholungen der wt-
Sequenz dar. c) Prozentuale H<ufigkeit der Austauschvariabilit<t (V) jeder einzel-
nen Sequenzposition. Alle punktf.rmigen Signale auf dem in (b) gezeigten Array
wurden quantitativ vermessen, und erfolgreiche Austausche (z<hlbare Bindungs-
ereignisse) wurden bestimmt (siehe Hintergrundinformationen, S4 und S5). V
wurde berechnet (V=Anzahl der Bindungsereignisse/20 O 100[14]) und gegen die
GCN4-Leucinzippersequenz aufgetragen.
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Kombinationen aus F/F-, x/F-, F/x- und x/x-Substi-
tutionen erm�glichen. Die Ergebnisse sind als farbige
Segmente in Abbildung 2c dargestellt. Im Falle der a/
e-Doppelaustausche sind alle Kombinationen zul�s-
sig, mit Ausnahme der zweiten Heptade, die nur F/F-
und F/x-Substitutionen erlaubt. Im Falle der a/d- und
d/g-Substitutionen wurden nur sehr wenige hydro-
phile Kombinationen (x/x) gefunden, die zudem auf
die erste Heptade beschr�nkt blieben. Nberraschen-
derweise war zu beobachten, dass F/x-Substitutionen
in den Positionen a/d erlaubt waren. Mit Ausnahme
der vierten Heptade war es 4berall m�glich, die hy-
drophobe Aminos�ure an Position d durch eine hy-
drophile zu ersetzen, wenn gleichzeitig in Position a
eine hydrophobe Aminos�ure eingef4hrt wurde. In
den F�llen der d/g-Doppelsubstitutionen konnte kein
vergleichbarer Effekt beobachtet werden: Mit Aus-
nahme der ersten Heptade wurde gefunden, dass
Position d nur durch eine hydrophobe Aminos�ure
ersetzt werden kann, und zwar unabh�ngig von den
Substitutionsverh�ltnissen an Position g. Interessan-
terweise scheint die vierte Heptade – besonders bei
den a/d- und d/g-Paarungen – entscheidenden Ein-
fluss auf das Assoziationsverhalten zu haben.

Insgesamt beobachteten wir drei Substitutionsef-
fekte: Erstens wurden etliche Kombinationen von
vorher tolerierten Einzelmutationen (Abbildung 1b)
gleichfalls in den doppelt substituierten Varianten
akzeptiert (Additionseffekt). Beispielsweise enth�lt
Variante 1 an Position aIV ein basisches Lys anstelle
des urspr4nglichen Val und gleichzeitig an Position eIV

ein saures Glu anstelle eines Lys (Tabelle 1). Zweitens
wurden einige der vorher nicht tolerierten Substitu-
tionen akzeptiert, wenn sie gleichzeitig mit einer
zuvor tolerierten Substitution kombiniert wurden
(Nbergangseffekt). So wurde in Variante 2 ein hy-
drophiles Thr an Position dIII anstatt des normaler-
weise sehr empfindlichen Leu akzeptiert, wenn sich
gleichzeitig ein Tyr in r�umlicher N�he an Position aIII

befand. Drittens wurde beobachtet, dass einige vorher
nicht tolerierte Einzelsubstitutionen toleriert wurden,
wenn sie gleichzeitig in Kombination in der GCN4-
Sequenz auftraten (Umschwungeffekt). Zum Beispiel
enth�lt die Variante 3 Ile an Position aIII und Asn an
Position dIII, obwohl keine dieser beiden Substitutio-
nen toleriert wurde, wenn sie alleine auftrat (Abbil-
dung 1b).

Die beschriebenen Peptidarray-Experimente
eignen sich insbesondere zur Detektion heterospezi-
fischer Assoziationen, weshalb wir f4r die Untersu-
chung der homospezifischen Interaktionen der
GCN4-Varianten einen anderen Ansatz w�hlten.
Hierf4r wurden die synthetischen GCN4-Varianten
1–3 jeweils als Triplikat auf Zellulose-Membranen
immobilisiert (siehe Hintergrundinformationen,
S3).[17] Je ein Array wurde anschließend mit einer der
Varianten auf Assoziation getestet, wobei sich ein
Muster von homo- und heteromeren Assoziationen
ergab (Abbildung 3). Die Variante 1 zeigte keine

Abbildung 2. a) Ein synthetischer Peptidarray, der alle GCN4-Leucinzipperse-
quenzen enth<lt, die durch Doppelsubstitutionen von zwei Positionen durch alle
kanonischen Aminos<uren (außer Cys) in den Heptadenpositionen a/d, a/e und
d/g der Heptaden I–IV erzeugt wurden. Aus praktischen Gr8nden wies jede Zu-
sammenstellung 26 O 14 Syntheseorte auf, was die Einf8hrung von zus<tzlichen
Kontrollen erm.glichte. Jeder farbige Punkt repr<sentiert eine Variante, die hete-
rospezifisch mit dem N-terminal mit Tamra markierten Wildtyp-Peptid assoziiert
ist (siehe Hintergrundinformationen, S2). b) Doppelsubstitutionen der Positio-
nen aIV/eIV (V23/K27). Die Arrays wurden mithilfe eines Lumi-Imagers analysiert,
und die Signalintensit<ten wurden in „Boehringer light units“ (BLUs) 8bersetzt,
tabelliert und f8r eine bessere Auswertbarkeit in Graustufen 8berf8hrt (siehe
Hintergrundinformationen, S4 und S5). Einzelne Reihen spiegeln die Position aIV

wider, Spalten die Position eIV. Beide wurden mit den 19 gezeigten Aminos<uren
getestet. Graue und schwarze Zellen zeigen assoziierende bzw. stark assoziie-
rende Varianten. Alle Tabellen finden sich in den Hintergrundinformationen, S5.
c) Kreisdiagramme der a/d-, a/e- und d/g-Substitutionen und ein Rberblick der
in (a) zu beobachtenden Heteroassoziationen. Jedes Diagramm zeigt einen
Doppelsubstitutionstypus f8r alle vier Heptaden, dargestellt als Viertel I–IV. Der
Radius eines Viertels korreliert mit der Anzahl m.glicher Substitutionen in der
entsprechenden Heptade. Die Oberfl<che jeder Scheibe ist als Funktion der
Anzahl von Substitutionen skaliert, die zus<tzlich als hydrophob/hydrophob (F/
F ; dunkelblau), hydrophil/hydrophob (x/F ; hellblau), hydrophob/hydrophil (F/
x ; orange) oder hydrophil/hydrophil (x/x ; rot) gruppiert wurden.
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Tendenz zur homospezifischen Assoziation, wohingegen 2
und 3 deutlich homoassoziierten. Weiterhin wurden hetero-
spezifische Assoziationen f4r die Varianten 2 und 3 beob-
achtet, w�hrend 1 nur mit 3 heterospezifisch assoziierte.
Durch Circulardichroismus-Spektroskopie wurde der Coiled-
Coil-Charakter dieser Assoziationen best�tigt, der sich in
einer Steigerung der Helizit�t nach Mischung zweier assozi-
ierender Varianten ausdr4ckte (siehe Hintergrundinforma-
tionen, S6).

F4r die Charakterisierung der homospezifischen Asso-
ziationsprozesse wurde analytische Ultrazentrifugation ein-
gesetzt. Sowohl 2 (Abbildung 4a) als auch 3 ergaben stabile
homotrimere Strukturen (als 23 und 33 bezeichnet), w�hrend 1
haupts�chlich monomer vorlag (siehe Hintergrundinforma-
tionen, S7). Isotherme Titrationskalorimetrie gab einen tie-
feren Einblick in die heterospezifischen Assoziationsprozes-
se. Nach Mischen reorganisierten sich 23 und 33 zu einem
heteromeren Coiled-Coil mit einer 1:1-St�chiometrie (Ab-
bildung 4b und Hintergrundinformationen, S7). Das ur-
spr4ngliche Monomer 1 bildete mit 33 ebenfalls einen 1:1-
Komplex; hingegen wurde keine heterospezifische Interakti-
on zwischen 1 und 23 beobachtet. Weitere Ultrazentrifugati-
onsexperimente ergaben, dass alle gebildeten heteromeren
Komplexe als Dimere vorlagen, und best�tigten zudem die
Abwesenheit einer Heteroassoziation zwischen den Varian-
ten 1 und 2 (siehe Hintergrundinformationen, S7). Abbil-
dung 4c fasst alle Interaktionen und St�chiometrien der
durch die drei Varianten gebildeten Coiled-Coil-Strukturen
zusammen.

Die vorgestellten synthetischen Peptidarrays eignen sich
zur Untersuchung von Coiled-Coil-Assoziationen, lassen
jedoch keine Aussagen 4ber St�chiometrie und Topologie der
Coiled-Coil-Strukturen zu. Unsere Experimente f4hren zu
einer Neubewertung der Heptadenposition g. Das Verhalten
von g gegen4ber einem Austausch zeigt eine deutlich h�here
Empfindlichkeit als das der formal gleichwertigen Position e.
Die simultanen Doppelsubstitutionen k�nnen einen Addi-

tions-, Nbergangs- oder Umschwungeffekt bewirken, was uns
erm�glichte, ein aus drei Sequenzvarianten des GCN4-Leu-
cinzippers bestehendes Interaktionsnetzwerk vorzuschlagen.
Dieses setzt sich aus einem helicalen Monomer sowie zwei
homotrimeren und zwei heterodimeren Coiled-Coil-Struktu-
ren zusammen. Die Positionen aIII und dIII fungieren als
Schalter f4r den Nbergang zwischen dem nativ homodimeren
Coiled-Coil und homotrimeren Strukturen. Demnach kann
die native Funktion des GCN4-Leucinzippers, also die Bil-
dung eines homodimeren Proteins, durch lediglich zwei Sub-
stitutionen fundamental ver�ndert werden. Es ist denkbar,
dass es diese supramolekulare Flexibilit�t ist, die das Coiled-

Abbildung 3. Arrayanalyse der homo- und heterospezifischen Assozia-
tionen der GCN4-Leucinzippervarianten 1–3 (Tabelle 1). Auf einer Zel-
lulosemembran wurden mittels Immobilisierung der synthetischen
Peptide wt und 1–3 drei identische Arrays a)–c) hergestellt (siehe Hin-
tergrundinformationen, S1 und S3). Jedes Array enthielt die Varianten
1–3 in dreifacher Ausfertigung und als Kontrolle den nativen GCN4-
Leucinzipper wt. Die Arrays wurden mit je einer der biotinylierten Vari-
anten 1–3 auf Interaktion getestet (rechts gezeigt), wobei die Assozia-
tionsereignisse 8ber Inkubation mit peroxidasemarkiertem Streptavidin
visualisiert wurden (siehe Hintergrundinformationen, S2 und S4).

Abbildung 4. a) Untersuchung zur Homoassoziation von Variante 2
durch analytische Ultrazentrifugation. Einzelne Peptidproben mit Kon-
zentrationen von 3 mgmL�1 (schwarze Kreise), 1.5 mgmL�1 (rote
Kreise) und 0.3 mgmL�1 (blaue Kreise) ergaben die lokalen Unter-
schiede im Brechungsindex Dn als Funktion des quadrierten Abstands
vom Rotormittelpunkt (d 2) im chemischen und Sedimentationsgleich-
gewicht bei 50 krpm. Der Rbersichtlichkeit halber ist lediglich jeder
zehnte Datenpunkt gezeigt. Die besten Kurvenanpassungen (durchge-
zogene Linien) wurden f8r ein nichtideales Monomer-Dimer-Trimer-
Modell erhalten (siehe Hintergrundinformationen, S7). b) Heteroasso-
ziation der Varianten 2 und 3, untersucht durch isotherme Titrations-
kalorimetrie. Proben (10 mL) einer 1.08 mm L.sung von 3 wurden bei
25 8C in eine 124 mm L.sung von 2 injiziert. Die beste Kurvenanpas-
sung (blaue Linie) an die normierten Reaktionsw<rmen Q (rote Kreise)
ergab eine Assoziationskonstante von 1.2 O 105

m
�1 bei einer St.chio-

metrie von 1:1. R ist das molare Verh<ltnis von 3 zu 2. c) Netzwerk der
Assoziationen zwischen den freien Varianten 1–3, das sich aus den
biophysikalischen Experimenten a und b ergibt (siehe Hintergrundin-
formationen, S7).
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Coil-Motiv zu einem so vielgestaltigen Akteur in der Natur
macht.
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