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Allosterische Schalter: Fernsteuerungen fur Proteine**

Thorsten Berg*

Eines der zahlreichen Ziele der chemischen Biologie ist die
Identifizierung niedermolekularer Modulatoren fiir einzelne
Funktionen moglichst vieler menschlicher Proteine.! Um
dieses Ziel zu erreichen, werden zurzeit verschiedene An-
sdtze entwickelt, die auf die Schaffung eines Repertoires an
niedermolekularen Agentien fiir chemische Biologen hin-
auslaufen.’™ Bei diesem miihsamen Unterfangen sind Ab-
kiirzungen gerne gesehen. Eine solche Abkiirzung konnte
darin bestehen, die Aktivitit beliebiger ausgewihlter Pro-
teine durch deren Fusion mit einem ,,Schalterprotein“ zu
kontrollieren, fiir das ein experimenteller Steuerungsmecha-
nismus existiert (Schema 1). Die Kontrolle tiber das ausge-
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Schema 1. Funktionsprinzip von Fusionsproteinen, bei denen die Akti-
vitit eines Proteins allosterisch tiber ein Schalterprotein reguliert wird.
Der allosterische Pfad wird durch die gestrichelte Linie symbolisiert.

wihlte Protein wiirde in diesem Fall iiber allosterische Me-
chanismen ausgetibt werden. Allosterie kann als das Phéno-
men bezeichnet werden, durch das eine Strukturdnderung an
einer Stelle des Proteins zu einer Verdnderung der Struktur,
und damit auch der Funktion, des Proteins an einer anderen
Stelle fiihrt.”! Uber diesen Mechanismus kénnen wichtige
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funktionelle Doménen eines Proteins, z.B. das aktive Zen-
trum eines Enzyms, mit entfernten, exponierten Stellen an
der Proteinoberfliche wechselwirken. In der hier vorgestell-
ten Publikation postulieren Ranganathan et al., dass durch
Verkniipfung zweier Proteine iiber solche exponierten Stellen
die Aktivitdt des einen Proteins iiber die Aktivitdt des an-
deren Proteins gesteuert werden kann.”

Um die Umsetzbarkeit ihrer Idee zu demonstrieren,
schufen Ranganathan et al. Fusionsproteine, in denen die
enzymatische  Aktivitit der Dihydrofolat-Reduktase
(DHFR) durch die LOV2-Doméne von pflanzlichem Photo-
tropin als ,,Schalterprotein® reguliert werden sollte.! LOV-
Dominen (aus dem Englischen: light, oxygen, and voltage)
sind Photosensoren, die an Flavin-Chromophore binden. Aus
detaillierten experimentellen Studien ist bekannt, dass die
Lichtabsorption durch ein an die LOV2-Domine gebundenes
Flavinmononucleotid eine Konformationsdnderung der heli-
calen Verldngerungen sowohl am N-Terminus als auch am C-
Terminus (an der ,Jo-Helix*“) der LOV2-Doméne auslost.
Dadurch wird die Bindung zwischen der LOV2-Domiéne und
der Jo-Helix geschwicht (Schema2).”! DHFR weist die
vom aktiven Zentrum des Enzyms entfernte ,,fF-G-Schlei-
fe“ auf, deren Dynamik die enzymatische Aktivitit be-
stimmt.'”! Damit haben beide Proteine exponierte Stellen an
ihrer Oberfldche, die von den jeweiligen wichtigen funktio-
nellen Dominen (der Phototropin-Ligandenbindungsstelle
bzw. dem aktiven Zentrum von DHFR) zwar rdumlich ent-
fernt sind, mit diesen jedoch funktionell verbunden sind. Sie
dienten als Kontaktpunkte innerhalb von Fusionsproteinen,
bei denen die LOV2-Doméne mitsamt ihrer helicalen Ver-
langerungen in die BF-BG-Schleife eingefiigt wurde (Sche-
ma 2).

Falls die Hypothese der Autoren stimmt, sollte die durch
Belichtung des Flavinmononucleotid-gebundenen Fusions-
molekiils bewirkte Konformationséinderung im Bereich der
LOV2-Doméne die enzymatische Aktivitdit von DHFR in
irgendeiner Weise verdndern. Tatsdchlich beobachteten sie
eine Verdoppelung der enzymatischen Aktivitit in einem der
Fusionsmolekiile unter Lichteinfluss bei 17°C und einen
Anstieg um den Faktor 1.6 bei 25°C. In Ubereinstimmung mit
diesen Beobachtungen wurde die geschwindigkeitsbestim-
mende Freisetzung des Produkts Tetrahydrofolat aus der
enzymatischen Reaktion unter Lichteinfluss etwa um den
Faktor 1.3 erhoht. Durch Untersuchungen mit mutierten
Proteinen wurde nachgewiesen, dass die — wenngleich relativ
kleinen — Effekte auf bekannten Signaliibertragungswegen
innerhalb der beiden Proteine beruhen, wodurch die Vor-
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Schema 2. Design des DHFR-LOV2-Ja-Fusionsproteins. Die LOV2-Domine von pflanzlichem Phototropin und ihre C-terminale Verlingerung, die
Ja-Helix, erfahren eine allosterische Konformationsianderung durch die Lichtabsorption eines gebundenen Flavinmononucleotids (FMN). Die 3F-
BG-Schleife der Dihydrofolat-Reduktase liegt zwar entfernt vom aktiven Zentrum, ist aber mit diesem funktionell iiber allosterische Effekte ver-
kniipft. Im Fusionsprotein ist die LOV2-Doméne mitsamt ihrer N-terminalen Verldngerung und der C-terminalen Verlangerung in die BF-BG-Schlei-
fe von DHFR eingefiigt. Unter Lichteinfluss erhsht sich die enzymatische Aktivitit des Fusionsproteins.

stellung eines allosterischen Schalters im Fusionsmolekiil
gestiitzt wird.

Eine grofle Hiirde fiir das Design kiinstlicher allosteri-
scher Schalter scheint in der Identifizierung geeigneter Ver-
kniipfungspunkte zwischen den beiden Proteindoménen zu
bestehen. Diese sollten weit entfernt vom ,,Zentrum des
Geschehens“ in einem Protein (also vom aktiven Zentrum
eines Enzyms oder von der Ligandenbindungstasche eines
anderen Proteins) liegen, aber immer noch physikalisch mit
diesem durch miteinander wechselwirkende Aminosduren
verkniipft sein, die einen allosterischen Pfad durch das Pro-
tein definieren. Zwar wihlten Ranganathan et al. zwei Pro-
teindoménen aus, deren allosterische Eigenschaften bereits
intensiv experimentell charakterisiert worden waren, aller-
dings konnten die hier gewéhlten Verkniipfungsstellen nun
zusitzlich mithilfe eines computerchemischen Ansatzes
identifiziert werden, den dieselbe Arbeitsgruppe bereits vor
ungefdhr einem Jahrzehnt entwickelt hatte. Diese ,,statisti-
sche Kopplungsanalyse® (statistical coupling analysis,
SCA)M! untersucht das Auftreten von Covariationen von
Aminosduren in evolutiondr konservierten Proteinfamilien
und unterstellt ihnen eine funktionelle Bedeutung fiir allo-
sterische Effekte. Der Ansatz beruht auf zwei Annahmen:
Erstens wird die Evolution als das Ergebnis eines groBange-
legten Mutagenese-Experiments angesehen, bei dem die ge-
bildeten Proteine aufgrund ihrer Funktionalitdt selektiert
wurden. Demnach sind innerhalb einer Proteinfamilie kon-
servierte Aminosduren wahrscheinlich von funktioneller Be-
deutung. Zweitens wird eine Abweichung von der Verteilung
der Aminosduren an einer Position innerhalb einer Unter-
gruppe aller analysierten Proteine mit einer Verdnderung der
Aminosédureverteilung an einer anderen Position korrelieren,
falls die beiden Aminosduren energetisch gekoppelt sind. Die
statistische Analyse aller energetisch gekoppelten Amino-
sduren innerhalb einer ganzen Proteinfamilie kann zur Auf-
kldarung eines allosterischen Pfads durch das Protein heran-
gezogen werden, der eine wichtige Position wie das aktive
Zentrum eines Enzyms mit einer entfernten Position an der
Proteinoberfldche verbindet.
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Die FEignung der statistischen Kopplungsanalyse zur
Vorhersage physikalisch verkniipfter Netzwerke von Ami-
nosduren, die voneinander entfernte Positionen im Protein
miteinander verbinden, wurde bereits fiir zahlreiche Prote-
infamilien demonstriert.">'% Thre Anwendung auf die Per/
Arnt/Sim (PAS)-Dominen, welche die LOV2-Doméne von
pflanzlichem Phototropin umfasst, und auf die Familie der
Dihydrofolat-Reduktasen identifizierte korrekterweise die
aus experimentellen Untersuchungen bekannten Positio-
nen.”! Daher sollte die statistische Kopplungsanalyse auch fiir
Proteindoménen geeignet sein, fiir die noch keine experi-
mentellen Daten beziiglich ihrer allosterischen Wirkung
existieren. Zusitzliche Methoden zur Identifizierung alloste-
rischer intramolekularer Signaliibertragungswege sind bei-
spielsweise Molekiildynamiksimulationen der Proteindyna-
mik und -allosterie' sowie die anisotrope thermische Dif-
fusion.'”! Die NMR-spektroskopische Analyse der Protein-
dynamik einer PDZ-Doméine konnte zur Aufkldrung ligan-
denabhingiger Seitenkettendynamik, und damit
intramolekularer Signaliibertragung, verwendet werden.!'"!
Prinzipiell sollten sich diese Methoden ebenfalls zur Identi-
fizierung geeigneter Verkniipfungsstellen in allosterischen
Fusionsproteinen eignen.

Im hier vorgestellten Fall wurde die allosterische Regu-
lierung einer Proteindoméne durch ein fusioniertes ,,Schal-
terprotein® fiir ein kiinstliches System demonstriert. Das
gleiche Prinzip findet sich aber auch in der Natur: Beispiels-
weise kann die enzymatische Aktivitdt von Proteinkinasen
allosterisch durch die Bindung eines Liganden an die be-
nachbarte Src-Homologie(SH)-2-Domine verstirkt und so-
mit die enzymatische Aktivierung an die Erkennung eines
Substrats gekoppelt werden.['”? In der Natur findet man eine
allosterische Regulierung sogar iiber Grenzflaichen zwischen
Proteinen hinweg. So wird die Affinitit der PDZ-Domine
des fiir die Zellpolaritit wichtigen Proteins Par6 fiir ihre Li-
ganden liber die Bindung von Par6 an das Guaninnucleotid-
bindende Protein Cdc42 reguliert.?""*! Die hier vorgestellte
statistische Kopplungsanalyse war in der Lage, ein zusam-
menhédngendes Netzwerk von Aminosduren aufzuzeigen,
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welche die Nucleotidbindungstasche von Cdc42 mit der PDZ-
Doméne von Par6 iiber die Protein-Protein-Grenzfldche
hinweg verbindet.”! Diese Erkenntnis deutet auf die Mog-
lichkeit hin, kiinstliche Systeme zu entwerfen, die auf der
Ubertragung allosterischer Effekte iiber die Grenzflichen
zwischen Proteinen — oder sogar zwischen verschiedenen
Arten von Biopolymeren — hinweg beruhen.

Zukiinftige Studien miissen zeigen, welche Proteindo-
ménen sich zur Verkniipfung iiber exponierte allosterische
Stellen an der Oberfliche eignen, und ob bidirektionale
Systeme entworfen werden konnen, bei denen jede Doméne
zur Regulierung der jeweils anderen Doméne eingesetzt
werden kann. Weiterhin wére es von Interesse, ob sich gro-
Bere allosterische Effekte erzielen lassen, beispielsweise
durch Optimierung der Position und Lénge der Fusionspart-
ner. Komplexere allosterische Netzwerke konnten durch li-
neare oder zirkulare Kopplung von drei oder mehr Protein-
doménen aufgebaut werden. Zur Erstellung niitzlicher
kiinstlicher allosterischer Systeme bedarf es noch erheblicher
Fortschritte, aber ein wichtiger Schritt ist gemacht.
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