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Ein mithilfe synthetischer GCN4-Leucinzipperarrays aufgedecktes
Coiled-Coil-Assoziationsnetzwerk**
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Achim Kramer und Rudolf Volkmer*

Das a-helicale Coiled-Coil gehort zu den ersten Proteinmo-
tiven, deren Strukturen im Detail aufgeklirt wurden.'! Wie
bereits 1953 von Crick beschrieben,” besteht ein Coiled-Coil
aus mindestens zwei rechtsgéngigen amphipathischen a-He-
lices, die sich umeinander zu einem linksgéngigen Supercoil
winden und so ihre hydrophoben Oberflichen miteinander in
Kontakt bringen (Abbildung 1a). Coiled-Coils kénnen bis zu
Pentameren assoziieren und bilden homo- oder heteromere,
parallele oder antiparallele Komplexe mit unterschiedlichen
Stochiometrien.!"! Ein Charakteristikum aller Coiled-Coils ist
das Vorhandensein heptadischer Wiederholungssequenzen
[abedefg];, wobei i die jeweilige Heptade bezeichnet (Abbil-
dung 1a). Hydrophobe Aminoséduren finden sich normaler-
weise an den Kernpositionen a und d und sind fiir die Faltung
entscheidend.®’! Die Positionen b, ¢, e, f und g bilden die
AuBenseite der Struktur und werden im Allgemeinen durch
hydrophile Reste besetzt. Zusitzlich konnen sich durch ge-
ladene Reste inter- und intrahelicale Salzbriicken bilden, die
héufig an den Positionen b, ¢, e und g gefunden werden und
die Struktur stabilisieren.” Die ,»Peptid-Klettverschluss®-
HypotheseP fasst diese Erkenntnisse zusammen und postu-
liert, dass 1) a und d hydrophob, 2) e und g geladen und 3) b, ¢
und f hydrophil sind. Obgleich Coiled-Coil-Motive mit einem
hohen MaB an Sicherheit vorhergesagt werden konnen,® ist
die Vorhersage ihrer Stochiometrie und rdumlichen Struktur
noch immer eine schwierige Aufgabe.
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Fiir das Durchmustern von rekombinant hergestellten
Coiled-Coil-Komplexen sind unterschiedliche Herangehens-
weisen moglich.”! Die Arbeitsgruppen von Pliickthun und
Michnick entwickelten einen eindrucksvollen , library-versus-
library“-Ansatz zur Analyse von Polypeptiden, die iiber ein
Coiled-Coil-Motiv interagieren.[®!

Kiirzlich wurde eine Glas-Chip-Technologie angewendet,
um ein Interaktionsnetzwerk aus bZIP-Transkriptionsfakto-
ren auf Proteinniveau sichtbar zu machen.””! Hier berichten
wir iiber den Einsatz optimierter synthetischer Peptidar-
rays''” mit dem Ziel, Coiled-Coil-Verbindungen auf Amino-
sdureebene zu analysieren und zu charakterisieren. Unser
Ansatz beruht — im Unterschied zu rationalem Design, das
meistens kurze Modellpeptide als Anschauungsobjekte nutzt
— auf einem in voller Linge vorliegenden, homodimeren
Coiled-Coil, dem GCN4-Leucinzipper (Abbildung 1a).""
Die Einfliisse von Aminosduresubstitutionen auf die Asso-
ziation werden analysiert, und zusitzlich werden die Sto-
chiometrien mittels biophysikalischer Methoden {iiberpriift.
Es ist zu erwarten, dass die Resultate eine bessere und zu-
verldssigere Voraussagbarkeit von Coiled-Coil-Interaktionen
ermoglichen werden.

Zuerst synthetisierten wir ein Peptidarray aus 589 Ein-
zelsubstitutionsvarianten des GCN4-Leucinzippers auf Zel-
lulosemembranen™ und priiften deren Fihigkeit, an die
native GCN4-Wildtypsequenz (wt) zu binden (Tabelle 1,
Abbildung 1b). Die Signalintensititen der einzelnen Spots
wurden gemessen und wie beschrieben ausgewertet.'>!¥ Die
Austauschvariabilitit jeder Sequenzposition wurde berech-
net' (Abbildung 1¢c) und als niedrig (V<20%), mittel
(20% <V <50%) oder hoch (V>50%) eingestuft. Die im
Kern liegenden Leucinreste d;-dyy zeigten erwartungsgemaf
sehr geringe Variabilitdt hinsichtlich einer Substitution; eine
Ausnahme bildete das durch Alanin ersetzbare Leul2 (dy).
Dagegen weisen die Kernpositionen a;-ay mittlere Variabili-
tit auf; diese Klasse ist durch eine erweiterte physikochemi-
sche Ahnlichkeit!"" der austauschbaren Aminosduren cha-

Tabelle 1: Sequenzen ausgesuchter GCN4-Varianten.

gabcdefgabcdefgabcecdefgabecdefgab

I II III v
wtl! RMKQLEDKVEELLSKNYHLENE VARLKKLVG
1 RMKQLEDKVEELLSKNYHLENE KARLEKLVG
2 RMKQLEDKVEELLSKYYHTENE VARLKKLVG

RMKQLEDKVEELLSK IYHNENE VARLKKLVG

[a] Die Sequenz entspricht den Resten 249-279 des Proteins GCN4 aus
Saccharomyces cerevisige. Informationen zur Synthese kénnen den Hin-
tergrundinformationen, ST und S2, entnommen werden.
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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 fiir Amino-
sduren), die sich in der Ndhe des Betrachters befinden, sind durch Kreise mar-
kiert. Sich kreuzende Pfeile zeigen Interaktionen im hydrophoben Kern an. Ge-
strichelte Pfeile représentieren inter- und intrahelicale Salzbriicken, die typisch
fur diese Struktur sind.""! b) Die komplette Einzelpunkt-Substitutionsanalyse der
GCNA4-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 Aminosiuren ausgetauscht wurde. Diese werden auf der linken
Seite spezifiziert. Die Punkte in der ersten Reihe stellen Wiederholungen der wt-

Sequenz dar. c) Prozentuale Haufigkeit der Austauschvariabilitit (V) jeder einzel-

nen Sequenzposition. Alle punktférmigen Signale auf dem in (b) gezeigten Array
wurden quantitativ vermessen, und erfolgreiche Austausche (zihlbare Bindungs-
ereignisse) wurden bestimmt (siehe Hintergrundinformationen, S4 und S5). V
wurde berechnet (V=Anzahl der Bindungsereignisse/20x 1001")) und gegen die
GCNA4-Leucinzippersequenz aufgetragen.

Angew. Chem. 2007, 119, 1682-1686

© 2007 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Angewandte

rakterisiert. Die dem Losungsmittel exponierten Po-
sitionen f, b und ¢ werden alle als hochvariabel ein-
gestuft, wobei das Muster fiir die an den Kern an-
grenzenden Positionen e und g komplexer ist. Da die
Position e in hohem Grade variabel ist, vermuteten
wir ein dhnliches Verhalten der g-Position; wir fanden
allerdings, dass die Substitutionsvariabilitdt der g-
Position eine deutliche Abhéngigkeit von der Hept-
adenzugehorigkeit zeigt: Sie variiert von niedrig
(g = Glu22) iiber mittel (g;=Lys8, gy =Leu29) bis
hin zu hoch (g;; = Lys 15). Diese Diskrepanz zwischen
den Positionen, die den Kern begrenzen, wurde auch
durch die Arbeitsgruppen von Matthews und Vinson
beschrieben.[!

Es ist bekannt, dass Mehrfachsubstitutionen
einen Wechsel von einer dimeren Coiled-Coil-Struk-
tur zu einer trimeren oder tetrameren Struktur be-
wirken konnen.B*!®l Daher erweiterten wir den Pep-
tidarray-Ansatz um Doppelsubstitutionsanalysen,
wobei wir uns auf die Positionen in Kernnéhe kon-
zentrierten (sieche 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 2 a,b). Insgesamt wurden 933 heteromere
Assoziationsereignisse beobachtet, die in abstrahier-
ter Form in Abbildung 2c dargestellt sind. In allen
Doppelsubstitutionsfillen zeichnet sich Heptade I
durch die hochste Substitutionstoleranz aus, wohin-
gegen die Toleranzreihenfolge der Heptaden II-IV
fir die einzelnen Doppelsubstitutionen unterschied-
lichist (I > III > II > IV fiir a/d, I > III > I'V > II fiir a/
e und I>1I>1III > 1V fir d/g). Da die Positionen a
und e als moderat bzw. hoch variabel erkannt wurden
(Abbildung 1¢), war zu erwarten, dass auch die
Doppelsubstitutionen a/e die hochste Zahl an Asso-
ziationen aufweisen. Dass sich diese Erwartung er-
filllte (Abbildung 2c¢), impliziert ein additives Ver-
halten der Positionen a und e im Falle des gleichzei-
tigen Austausches. Der d/g-Ersatz wurde iiberra-
schenderweise ebenso schlecht toleriert wie die
Doppelsubstitution a/d. Dies lédsst darauf schlie3en,
dass aufler den allgemein bekannten Kernpositionen
a und d auch der Kern-angrenzenden Position g eine
wichtige Rolle bei der Bildung von Coiled-Coil-Do-
ménen zukommt. Der besondere Status der Position
g, der sich bereits bei den Einfachsubstitutionen an-
gedeutet hatte, konnte also in den Doppelsubstitu-
tionsexperimenten bestétigt werden.

Um zu untersuchen, ob vorteilhafte oder un-
giinstige Paarungen existieren, unterteilten wir die
Aminosduren in zwei Gruppen: in einen hydrophilen
Satz (§) aus Arg, Asn, Asp, Gln, Glu, His, Lys, Ser
und Thr und in einen hydrophoben Satz (®) aus Ala,
Gly, Ile, Leu, Met, Phe, Pro, Trp, Val und Tyr. An-
schlieBend analysierten wir, in welchem Ausmaf3 die
einzelnen Heptaden der GCN4-Leucinzippersequenz

www.angewandte.de

Chemie

1683


http://www.angewandte.de

Zuschriften

1684

a) a/d ale dig

11

D E F G H | K L M NPQGR ST V W Y
23 46 82 56 55 73 159 124 120 42 27128M%M 74 68 54 (180 283
26 30 30 24 30 15 26 22 27 26 22 17 23 25 18 3 30 3
25 28 23 20 44 33 59 72 36 31 26 28 39 18 29 27 49 36
51 102143 70 64 171 242 267 144 102 28 202 171 218 257 164 169 163
15 15 34 37 41 43 36 40 32 35 34 36 45 43 24 16 62 3
31 56 65 54 41 107 68 95 65 39 35 70 76 90 63 442 434 78
208 222 141_285 d 32 EEERER 260 2313
u 241 124 126 & 566 EIH 334

72 161 191 55 113 209 327 265 253 197 19
44 65 78 48 B1 111 81 197 90 38 211128 99 82 59 109 417 125
21 29 57 36 48 23 36 32 42 2630 29 35 23 21 24 3 28
23 38 30 68 29 25 41 35 47 36 46 32 38 23 17 34 58 26
27 59 66 32 0 43 63 95 58 55 39 74 71 58 58 45 188 66
PRE] 552 211 REVRRERY 1180 B2 1131 758 BRMER] 804 413 533 451 1058
34 43 57 28 62 36 75 55 57 33 30 42 79 32 2% 37 113 64
9 30 48 18 23 37 60 39 43 30 25 44 68 39 44 33 95 64
85 27a B0 168 109 292 318 163 233 259 31 245[HEE) 184 283 208 IETIETTA
111 74 122 64 (119 180 146 153 146 180 38 105 111 120 B¢ 175 220 256
ERRaRLCw] <75 JECHRDE] 1108 971 1253 1102 BETMRE] 656 859 631 481 1078 950 644

A
D
E
F
e
H
l
K
L
M
N
A
Q
R
S
x
Vv

<=

a/d ale dig

& Rp S

Abbildung 2. a) Ein synthetischer Peptidarray, der alle GCN4-Leucinzipperse-
quenzen enthilt, die durch Doppelsubstitutionen von zwei Positionen durch alle
kanonischen Aminosiuren (aufler Cys) in den Heptadenpositionen a/d, a/e und
d/g der Heptaden I-IV erzeugt wurden. Aus praktischen Griinden wies jede Zu-
sammenstellung 26 x 14 Syntheseorte auf, was die Einfilhrung von zusitzlichen
Kontrollen erméglichte. Jeder farbige Punkt reprisentiert eine Variante, die hete-
rospezifisch mit dem N-terminal mit Tamra markierten Wildtyp-Peptid assoziiert
ist (siehe Hintergrundinformationen, S2). b) Doppelsubstitutionen der Positio-
nen ay/ey (V23/K27). Die Arrays wurden mithilfe eines Lumi-Imagers analysiert,
und die Signalintensitdten wurden in , Boehringer light units* (BLUs) tbersetzt,
tabelliert und fuir eine bessere Auswertbarkeit in Graustufen tiberfiihrt (siehe
Hintergrundinformationen, S4 und S5). Einzelne Reihen spiegeln die Position a,,
wider, Spalten die Position e,,. Beide wurden mit den 19 gezeigten Aminosiuren
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 Uberblick der
in (a) zu beobachtenden Heteroassoziationen. Jedes Diagramm zeigt einen
Doppelsubstitutionstypus fiir alle vier Heptaden, dargestellt als Viertel [-IV. Der
Radius eines Viertels korreliert mit der Anzahl méglicher Substitutionen in der
entsprechenden Heptade. Die Oberfliche jeder Scheibe ist als Funktion der
Anzahl von Substitutionen skaliert, die zusitzlich als hydrophob/hydrophob (®/
@; dunkelblau), hydrophil/hydrophob (§/®; hellblau), hydrophob/hydrophil (®/
&; orange) oder hydrophil/hydrophil (E/€; rot) gruppiert wurden.
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Kombinationen aus ®/®-, &/®-, ®/E- und E/E-Substi-
tutionen ermoglichen. Die Ergebnisse sind als farbige
Segmente in Abbildung 2 c dargestellt. Im Falle der a/
e-Doppelaustausche sind alle Kombinationen zulés-
sig, mit Ausnahme der zweiten Heptade, die nur ®/®-
und ®/E-Substitutionen erlaubt. Im Falle der a/d- und
d/g-Substitutionen wurden nur sehr wenige hydro-
phile Kombinationen (&/E) gefunden, die zudem auf
die erste Heptade beschrinkt blieben. Uberraschen-
derweise war zu beobachten, dass ®/E-Substitutionen
in den Positionen a/d erlaubt waren. Mit Ausnahme
der vierten Heptade war es iiberall moglich, die hy-
drophobe Aminosdure an Position d durch eine hy-
drophile zu ersetzen, wenn gleichzeitig in Position a
eine hydrophobe Aminosédure eingefithrt wurde. In
den Fillen 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 Aminosédure
ersetzt werden kann, und zwar unabhingig von den
Substitutionsverhiltnissen 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 enthélt
Variante 1 an Position ayy, ein basisches Lys anstelle
des urspriinglichen Val und gleichzeitig an Position ey,
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
(Ubergangseffekt). So wurde in Variante 2 ein hy-
drophiles Thr an Position dy; anstatt des normaler-
weise sehr empfindlichen Leu akzeptiert, wenn sich
gleichzeitig ein Tyr in rdumlicher Nédhe an Position ajy;
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
enthélt die Variante 3 Ile an Position aj; und Asn an
Position d;;, obwohl keine dieser beiden Substitutio-
nen toleriert wurde, wenn sie alleine auftrat (Abbil-
dung 1b).

Die Dbeschriebenen Peptidarray-Experimente
eignen sich insbesondere zur Detektion heterospezi-
fischer Assoziationen, weshalb wir fiir die Untersu-
chung der homospezifischen Interaktionen der
GCN4-Varianten einen anderen Ansatz wéhlten.
Hierfiir wurden die synthetischen GCN4-Varianten
1-3 jeweils als Triplikat auf Zellulose-Membranen
immobilisiert ~ (sieche  Hintergrundinformationen,
$3).1" Je ein Array wurde anschlieBend mit einer der
Varianten auf Assoziation getestet, wobei sich ein
Muster von homo- und heteromeren Assoziationen
ergab (Abbildung 3). Die Variante 1 zeigte keine
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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 tiber Inkubation mit peroxidasemarkiertem Streptavidin
visualisiert wurden (siehe Hintergrundinformationen, S2 und S4).

Tendenz zur homospezifischen Assoziation, wohingegen 2
und 3 deutlich homoassoziierten. Weiterhin wurden hetero-
spezifische Assoziationen fiir die Varianten 2 und 3 beob-
achtet, wihrend 1 nur mit 3 heterospezifisch assoziierte.
Durch Circulardichroismus-Spektroskopie wurde der Coiled-
Coil-Charakter dieser Assoziationen bestétigt, der sich in
einer Steigerung der Helizit4t nach Mischung zweier assozi-
ierender Varianten ausdriickte (siche Hintergrundinforma-
tionen, S6).

Fiir die Charakterisierung der homospezifischen Asso-
ziationsprozesse wurde analytische Ultrazentrifugation ein-
gesetzt. Sowohl 2 (Abbildung 4a) als auch 3 ergaben stabile
homotrimere Strukturen (als 2; und 3; bezeichnet), wihrend 1
hauptsédchlich monomer vorlag (siehe Hintergrundinforma-
tionen, S7). Isotherme Titrationskalorimetrie gab einen tie-
feren Einblick in die heterospezifischen Assoziationsprozes-
se. Nach Mischen reorganisierten sich 2; und 3; zu einem
heteromeren Coiled-Coil mit einer 1:1-Stéchiometrie (Ab-
bildung 4b und Hintergrundinformationen, S7). Das ur-
spriingliche Monomer 1 bildete mit 3; ebenfalls einen 1:1-
Komplex; hingegen wurde keine heterospezifische Interakti-
on zwischen 1 und 2; beobachtet. Weitere Ultrazentrifugati-
onsexperimente ergaben, dass alle gebildeten heteromeren
Komplexe als Dimere vorlagen, und bestétigten zudem die
Abwesenheit einer Heteroassoziation zwischen den Varian-
ten 1 und 2 (siche Hintergrundinformationen, S7). Abbil-
dung 4c fasst alle Interaktionen und Stochiometrien 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 iiber Stochiometrie und Topologie der
Coiled-Coil-Strukturen zu. Unsere Experimente fithren zu
einer Neubewertung der Heptadenposition g. Das Verhalten
von g gegeniiber einem Austausch zeigt eine deutlich hohere
Empfindlichkeit als das der formal gleichwertigen Position e.
Die simultanen Doppelsubstitutionen konnen einen Addi-
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Abbildung 4. a) Untersuchung zur Homoassoziation von Variante 2
durch analytische Ultrazentrifugation. Einzelne Peptidproben mit Kon-
zentrationen von 3 mgmL™' (schwarze Kreise), 1.5 mgmL™" (rote
Kreise) und 0.3 mgmL™"' (blaue Kreise) ergaben die lokalen Unter-
schiede im Brechungsindex An als Funktion des quadrierten Abstands
vom Rotormittelpunkt (d?) im chemischen und Sedimentationsgleich-
gewicht bei 50 krpm. Der Ubersichtlichkeit halber ist lediglich jeder
zehnte Datenpunkt gezeigt. Die besten Kurvenanpassungen (durchge-
zogene Linien) wurden fiir 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 uL) einer 1.08 mm Losung von 3 wurden bei
25°C in eine 124 um Lésung von 2 injiziert. Die beste Kurvenanpas-
sung (blaue Linie) an die normierten Reaktionswirmen Q (rote Kreise)
ergab eine Assoziationskonstante von 1.2x10°m™" bei einer Stéchio-
metrie von 1:1. R ist das molare Verhiltnis 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).

tions-, Ubergangs- oder Umschwungeffekt bewirken, was uns
ermoglichte, 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 ay; und dy; fungieren als
Schalter fiir den Ubergang 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 verdndert werden. Es ist denkbar,
dass es diese supramolekulare Flexibilitét ist, die das Coiled-
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Coil-Motiv zu einem so vielgestaltigen Akteur in der Natur
macht.
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