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Fiir die Vorhersage von Struktur und Faltung von Proteinen
ist die Kldrung des Einflusses von Wasserstoffbriicken von
entscheidender Bedeutung.™! | Amid-zu-Ester-Substitutio-
nen haben sich hierbei als niitzliches Hilfsmittel erwiesen, um
den Effekt der Wasserstoffbriicken im Peptidriickgrat auf die
Strukturbildung und Stabilitét von Peptiden und Proteinen zu
untersuchen.® ' Um den umgebungsabhingigen Einfluss
von Wasserstoffbriicken zu studieren, wurde ein kombinierter
Ansatz aus experimentellen Techniken und Molekiildyna-
mik(MD)-Simulationen angewendet.

Der Austausch einer a-Aminosdure in einer Peptidse-
quenz gegen die entsprechende a-Hydroxysédure resultiert in
der Bildung einer Esterbindung (auch Depsibindung). Die
Substitution des Wasserstoffbriickendonors (NH) durch das
Sauerstoffatom des eingefithrten Esters ermoglicht die se-
lektive Eliminierung einzelner Wasserstoffbriicken aus dem
Peptid- oder Proteinriickgrat (Abbildung 1a). a-Hydroxy-
sduren sind isostrukturell zu o-Aminosduren, d.h., die
grundlegenden strukturellen Eigenschaften werden beibe-
halten. Abgesehen von den Auswirkungen der Eliminierung
der Wasserstoffbriicken sind also keine gravierenden Sto-
rungen zu erwarten.>” Somit sind a-Hydroxysiurebausteine
zur Untersuchung des Einflusses von Wasserstoffbriicken des
Peptidriickgrats auf die Struktur und Stabilitidt von Proteinen
hervorragend geeignet.

In vorausgegangenen Studien wurden hauptsichlich mo-
nomere a-Helices "' -Faltblitter™'? oder komplexe Pro-
teinel’* 1! als Modellsysteme genutzt, um die Auswirkungen
bestimmter Wasserstoffbriicken auf die Faltung und Stabilitét
dieser Systeme zu untersuchen. Dawson et al. untersuchten
den Einfluss von Depsibindungen auf die Strukturbildung in
der hydrophoben Wechselwirkungsdoméne einer a-helicalen
Superhelix (Coiled-Coil).””! Sequenzen mit der charakteristi-
schen heptameren Wiederholungssequenz (heptad repeat)
bilden bereits ab einer Ldnge von ca. 20 Aminosduren ein
stabiles a-helicales Coiled-Coil in Losung. Die Quartir-
struktur des Coiled-Coils weist sowohl 1osungsmittelexpo-
nierte Regionen als auch eine interhelicale hydrophobe
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Abbildung 1. a) Die Einfithrung einer Esterbindung resultiert in der Eli-
minierung einer Wasserstoffbriicke. b) CD-Spektrum des Basispeptids
pp. c) Helixrad-Darstellung des Homodimers des Basispeptids.

Wechselwirkungsdoméne auf. Damit ist das Coiled-Coil-
Dimer ein ideales Faltungsmotiv zur kontextabhingigen
Untersuchung des Einflusses von Wasserstoffbriicken auf
Faltung und Stabilitdt von Peptiden und Proteinen. Basierend
auf dem Coiled-Coil-Motiv wurde eine kleine Peptidbiblio-
thek synthetisiert, in der Depsibindungen in hydrophoben
und solvatisierten Positionen des Coiled-Coils eingefiihrt
wurden.

Das a-helicale Coiled-Coil-Strukturmotiv ist gut charak-
terisiert und in der Natur weit verbreitet. Es besteht aus
mehreren a-Helices, die eine superhelicale Quartirstruktur
bilden.!'"?" Die Struktur wird durch die charakteristische
heptamere Wiederholungssequenz (a-b-c-d-e-f-g), bestimmt,
bei der die Positionen a und d mit hydrophoben Aminosiuren
besetzt sind, die eine Wechselwirkungsdomine bilden. Hier-
bei fiigen sich die Seitenketten der hydrophoben Aminosédu-
rereste der einen Helix in die komplementéren Hohlrdume
der anderen Helix ein und bilden ein so genanntes ,,knobs
into holes“-Muster. Die solvatisierten Positionen b, c, €, f und
g sind hauptsichlich mit polaren oder geladenen Aminosiu-
ren besetzt.

Das Basispeptid (parent peptide, pp; Tabelle 1), von dem
alle weiteren Peptide dieser Studie abgeleitet sind, ist ein 26
Aminoséduren langes, de novo entworfenes a-helicales Coiled-
Coil-Homodimer mit paralleler Anordnung. Wir haben in der
vorliegenden Studie systematisch einzelne Depsibindungen
durch Festphasenpeptidsynthese eingefithrt und die Fal-
tungsstabilitdten anschlieBend mithilfe von CD-Spektrosko-
pie und MD-Simulationen untersucht.

Das CD-Spektrum des pp zeigt die erwartete a-helicale
Konformation (Abbildung 1b). Ein Gelfiltrationschromato-
gramm zeigt nur einen symmetrischen Peak, was auf die
ausschlieBliche Bildung eines Coiled-Coil-Homodimers hin-
weist (siehe Hintergrundinformationen). Wir haben an ver-
schiedenen Positionen des Coiled-Coils einzelne Depsibin-
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Tabelle 1: Sequenzliste der untersuchten Peptide.

Peptid® Sequenz®

pp H,N-LEAKLKELEAKLAALEAKLKELEAKL-COOH
L5\ H,N-LEAKAKELEAKLAALEAKLKELEAKL-COOH
Al0a H,N-LEAKLKELE0KLAALEAKLKELEAKL-COOH
K11k H,N-LEAKLKELEAKLAALEAKLKELEAKL-COOH
L120 H,N-LEAKLKELEAKAAALEAKLKELEAKL-COOH
Al3a H,N-LEAKLKELEAKLOALEAKLKELEAKL-COOH
L22\ H,N-LEAKLKELEAKLAALEAKLKEAEAKL-COOH
L12\ A13a H,N-LEAKLKELEAKMIALEAKLKELEAKL-COOH

[a] Die griechischen Kleinbuchstaben geben den Einbuchstabencode der
o-Hydroxysduren an und entsprechen dem Einbuchstabencode der
analogen a-Aminoséuren [

dungen eingefiihrt (Tabelle 1): 1) nahe des N- und C-Termi-
nus (L5\ und L22)) und 2) in der Mitte der Sequenz entweder
in hydrophober (L12A) oder l16sungsmittelexponierter Um-
gebung (A10c0, K11x und A13a). Des Weiteren wurden in der
Mitte der Sequenz zwei aufeinander folgende Depsibindun-
gen eingefiihrt (L12LA130.).

Die Depsibindungen der Varianten L5\ und L22A\ befin-
den sich jeweils in einem Abstand von fiinf Aminoséduren vom
N- bzw. C-Terminus. Beide Varianten zeigen in Abwesenheit
des denaturierenden Agens Guanidiniumhydrochlorid
(GuH(l) eine dem pp analoge a-helicale Coiled-Coil-Struk-
tur (Abbildung 2a). Allerdings zeigen die Denaturierungs-
kurven deutliche Stabilitdtsunterschiede zwischen beiden
Depsipeptiden. Wihrend das N-terminal substituierte L5\
gegeniiber pp unverindert stabil ist, ist das C-terminal sub-
stituierte Depsipeptid L22\ um 1.4 kcalmol ' destabilisiert
(Tabelle 2). Die MD-Simulationen stimmen mit diesen ex-
perimentellen Daten {iiberein. Abbildung 3a zeigt deutlich,
dass der N-Terminus des pp sehr flexibel ist. Daher wird die
Wasserstoffbriicke zwischen der Carbonylfunktion von L1
und dem Amidwasserstoff von L5 nicht ausgebildet, und
folglich hat die Estersubstitution in Position 5 keinen nega-
tiven Einfluss auf die Stabilitit des Coiled-Coils. Abbil-
dung 3b zeigt hingegen deutlich, dass beim pp die Wasser-
stoffbriicke zwischen den Resten L22 und K18 hoch konser-
viert ist. Demzufolge erhalten wir fiir L22) anders als fiir L5\
deutliche strukturelle Unterschiede in der MD-Simulation.
Im Fall von L5\ zeigt die Wasserstoffbriicke entlang der
Helixachse nach auflen. Daher ist diese Wasserstoffbriicke
von untergeordneter Bedeutung fiir den additiven Charakter
von Wasserstoffbriicken in Helices und ist zudem wegen der
Flexibilitdt des Terminus nur sehr selten ausgebildet. Dem-
gegeniiber ist das Amidproton von L22 der erste Wasser-
stoffbriickendonor in einer Reihe von weiteren Wasserstoff-
briicken und ist daher von grofer Bedeutung fiir den Dipol
der Helix. Zusammenfassend ist im Fall von L5\ der Was-
serstoffbriickenakzeptor in seiner Orientierung zu flexibel,
um das Fehlen einer Wasserstoffbriicke tiberhaupt zu reali-
sieren, wohingegen der Akzeptor des Amidprotons von L.22
starr orientiert ist.

Das Depsipeptid A10a wird beispielhaft fiir alle vorge-
nommenen Substitutionen in der solvatisierten Flanke der
Helix (A100 K11k, A13a) betrachtet. Bei L12A befindet sich
die Depsibindung hingegen mittig in der hydrophoben
Wechselwirkungsdomine des Coiled-Coils. Das CD-Spek-
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Abbildung 2. Korrelation der experimentellen Ergebnisse mit den MD-

Simulationen. a) CD-Denaturierungskurven des pp und der Depsipepti-
de; y = Anteil an entfaltetem Peptid. b) rmsd-Werte der Riickgratposi-
tionen wihrend der MD-Simulation (gleicher Farbcode wie bei a).

Tabelle 2: Durch Denaturierung mit GuHCI ermittelte relative thermo-
dynamische Stabilititen. Negative AAG,}*°-Werte stehen fiir Stabilitaten
kleiner als die des pp.

Peptid Dygsc mt! AGHH AAG01
pp 3.62 0.92 332 0

L5\ 3.57 1.09 3.90 ~0.05
A10a 213 0.76 1.63 —1.25
K11k 1.76 0.73 1.28 ~1.53
L12) 0.35 - - -
Al3a 1.53 0.81 125 ~1.81
L22) 2.04 0.83 1.69 ~1.38

[a] In M GuHCI. [b] In kcalmol™ M~ [c] In kcal mol™".

trum von AlQa zeigt den charakteristischen Kurvenverlauf
eines a-helicalen Coiled-Coil-Peptids. Im Unterschied zu
diesem deutet das CD-Spektrum von L12A schon in Abwe-
senheit von GuHCI auf einen verringerten helicalen Anteil
hin. Der Denaturierungskurve entsprechend ist Al0a ge-
geniiber pp um 1.3 kcalmol ™" destabilisiert (Tabelle 2). Da die
Denaturierungskurve von L12\ kein unteres Plateau auf-
weist, ist der AAGy-Wert nicht exakt bestimmbar. Die zuge-
horigen MD-Simulationen vom pp zeigen, dass die Abstédnde
zwischen dem Amid-N und dem Carbonyl-O, die an der
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Abbildung 3. Abstinde d zwischen den Amid-N- und den Carbonyl-O-
Atomen, die an Wasserstoftbriicken in pp beteiligt sind, und die ent-
sprechenden Abstinde zwischen Depsi-O- und Carbonyl-O-Atomen der
Depsipeptide L5A (blau, a) und L22) (rot, b), A10a (gelb, c) und L12A
(grun, d). e) Représentative Einzelstrukturen aus den Trajektorien.

f) Entfaltung der N-terminalen Region von L12A.

Wasserstoffbriicke beteiligt sind, konstant 3 A betragen. In-
teressanterweise ist der Abstand zwischen dem eingefiihrten
Ester-O und dem Carbonyl-O bei A10a wihrend der MD-
Simulation zwar leicht vergréBert, aber durchgehend um 4 A
fixiert (Abbildung 3¢). Wihrend A10a iiber die gesamte Si-
mulationszeit von 30ns eine stabile Coiled-Coil-Struktur
beibehilt, entfaltet sich L12A schon nach 7 ns. Dies wird an
dem signifikant groBer werdenden Abstand zwischen dem
Depsi-O und dem Carbonyl-O beobachtet (Abbildung 3d).
Die hydrophobe Wechselwirkungsdomine bricht auf, und der
N-terminale Teil der Helix entfaltet sich.

Die Ursache fiir das unterschiedliche Verhalten von
Peptiden mit einer Depsibindung in der hydrophoben
Wechselwirkungsdoméne im Vergleich zu Peptiden mit einer
Depsibindung in der solvatisierten Flanke der Coiled-Coil-
Helix beruht auf der umgebungsabhingigen Stdrke von
Wasserstoffbriicken.'*? In den losungsmittelexponierten
Regionen tragen die Wasserstoffbriicken intrinsisch weniger
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zur Stabilitidt der Struktur bei, was auf den abschirmenden
Effekt des Losungsmittels zuriickzufiihren ist.”*! Der absto-
Bende Effekt zwischen den partiell negativ geladenen Ester-
und Carbonylsauerstoffatomen wird sowohl durch die allge-
meinen dielektrischen Eigenschaften des Losungsmittels als
auch durch explizite Wechselwirkungen mit Wassermolekii-
len abgeschirmt. In der hydrophoben Wechselwirkungsdo-
méne sind indes keine alternativen Wechselwirkungen mit
Wassermolekiilen moglich. Zudem vermag die hydrophobe
Umgebung mit ihrer niedrigen Dielektrizitdtskonstante die
Abstoung zwischen den partiell negativ geladenen Sauer-
stoffatomen nicht abzuschirmen. Das Fehlen eines Wasser-
stoffatoms stort zudem die dichte Packung der hydrophoben
Wechselwirkungsdomine. Dies fiihrt zu einer schnellen irre-
versiblen Entfaltung des Coiled-Coils, und die Ester- und
Carbonylsauerstoffatome der Depsipeptide werden im ent-
falteten Zustand durch Wechselwirkungen mit Wassermole-
kiilen abgesittigt (Abbildung 3 f). Die Doppelsubstitution im
Depsipeptid L12LA13a resultiert schon in Abwesenheit von
denaturierenden Reagentien in einem vollkommenen Verlust
der o-helicalen Coiled-Coil-Struktur.

Wir konnten zeigen, dass der Einfluss von Wasserstoff-
briicken auf die Proteinfaltung in groBem MafBle von der je-
weiligen Umgebung abhingt. Der Effekt resultiert haupt-
sdchlich aus dem drastisch herabgesetzten Einfluss des Lo-
sungsmittels in den hydrophoben, abgeschirmten Regionen
der Peptide und Proteine. Unsere Ergebnisse belegen also,
dass Wasserstoffbriicken nicht die treibende Kraft fiir die
Peptid- oder Proteinfaltung sind, allerdings wesentlich zur
Erhaltung eines bestimmten Faltungsmuster beitragen.

Experimentelles

Das Basispeptid pp und die Depsipeptide wurden nach einer Boc-
Schutzgruppenstrategie durch automatische Festphasenpeptidsyn-
these hergestellt, mit HPLC gereinigt und durch Massenspektrome-
trie charakterisiert. Alle CD-Spektren wurden bei einer Peptidkon-
zentration von 6 mgmL " in 100 mm Phosphatpuffer (pH 7.4) und bei
20°C gemessen. Die Denaturierung der Peptide wurde durch Zugabe
von GuHCI induziert. MD-Simulationen wurden unter Verwendung
der Gromacs-Programmsammlung® und des Gromos-53a6-Kraft-
felds®! durchgefiihrt. Die Coiled-Coil-Dimere wurden in einer do-
dekaedrischen Box mit 9500 Wassermolekiilen (simple point charge,
SPC) platziert. Einzelheiten sind in den Hintergrundinformationen
zugénglich.
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