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Lichtgesteuerte Proteinbindung einer biologisch relevanten 3-Falt-

blattstruktur®*
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Karola Riick-Braun* und Michael Beyermann*

An Protein-Protein-Wechselwirkungen, die wichtige Vor-
génge in Zellen steuern, sind hiufig Haarnadel-B-Faltblatt-
strukturen beteiligt, die deshalb interessante Angriffspunkte
fir eine Beeinflussung dieser Prozesse sind. Peptide, die
solche Haarnadelmotive bilden und somit die Proteinwech-
selwirkung inhibieren, sind wertvolle Hilfsmittel zum Studi-
um biologischer Prozesse. Der Einbau von Photoschaltern in
ein solches [3-Faltblattpeptid konnte dariiber hinaus die
Moglichkeit eroffnen, durch Lichtsteuerung Proteinwechsel-
wirkungen in Zellen zu erforschen. Bisher wurden (3-Haar-
nadelmotive selten untersucht, weil nur wenige stabile Pep-
tidmodelle entwickelt werden konnten. Diese Situation ist
der Tatsache geschuldet, dass solche Modelle drei Bedin-
gungen erfiillen miissen: 1) Das f-Haarnadelmotiv muss als
Monomer ausreichend stabil sein, ohne zu aggregieren, 2) der
eingebaute Photoschalter soll die biologisch aktive Peptid-
konformation stabilisieren und 3) die Storung der Protein-
bindungsstelle durch die lichtinduzierte Isomerisierung des
Photoschalters darf weder zu einer intermolekularen Asso-
ziation noch zur Bildung unloslicher Fibrillen fithren.'! Wir
berichten hier iiber das erste Peptidmodell einer biologisch
relevanten Proteindoméne, die ein f-Haarnadelmotiv bildet,
die in Abhéngigkeit vom Isomerisierungszustand des einge-
bauten Photoschalters ganz unterschiedliche Affinitdt ge-
geniiber dem biologischen Zielprotein zeigt.

PDZ-Domainen vermitteln die Bildung einer Vielzahl von
Multiproteinkomplexen in der Zelle” AuBer C-terminale
Proteinabschnitte konnen PDZ-Doméinen auch interne Pep-
tidmotive erkennen, die in dieselbe Bindungstasche binden
wie C-terminale Motive. Das beste Beispiel fiir eine solche
interne Liganderkennung wird fiir die erweiterte PDZ-
Doméne der neuronalen Stickstoffmonoxid-Synthase
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(nNOS) gefunden, die an die PDZ-Domine von a-1-Syntro-
phin oder die zweite PDZ-Domine von PSD95 bindet.”! Die
Bildung des Heterodimers aus zwei unterschiedlichen PDZ-
Dominen erfolgt iiber die p-Fingerstruktur von nNOS (30
Aminoséurereste), die an die PDZ-Domine von Syntrophin
bindet und dadurch die Membranassoziation von nNOS in
der Skelettmuskulatur und die Induktion der Produktion von
Stickstoffmonoxid als sekunddren Botenstoff fiir die Mus-
kelkontraktion bewirkt.!

Fiir diese Bindung ist das interne Erkennungsmotiv
-LETTF- der erweiterten PDZ-Doméne von nNOS wichtig,
das im ersten Strang des Haarnadelmotivs lokalisiert ist
(Schema 1) und eine stabile Konformation aus zwei antipar-
allelen Stréngen bildet, die iiber eine Schleife verbunden
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Schema 1. a) Primirstruktur des B-Fingerpeptids von nNOS; die ge-
kennzeichneten Aminosaurereste markieren das interne Erkennungs-
motiv; b) Struktur des Photoschalters A.

sind.’! Mimetika des nNOS-B-Fingers (Schema 2a; Peptid 1)
wurden in fritheren Untersuchungen auf der Basis cyclischer
Peptide entwickelt. Strukturrechnungen ergaben fiir Peptid 1
eine gute Ubereinstimmung mit der Struktur des originalen f-
Fingers. Bindungsuntersuchungen bestitigten eine Bindung
an derselben Stelle des Proteins.! Ausgehend von diesen
Ergebnissen wurde eine photoschaltbare w-Aminosdure in
das cyclische Fingerpeptid 1 an Stelle des pD-Pro-Gly-Schlei-
fenelementes und der beide Seiten flankierenden Amino-
sdurereste eingebaut (Schema 2b). Photoschaltbare w-Ami-
nosiuren auf der Basis von Azobenzol!”! oder Hemithioindi-
2ol sind geeignete Kandidaten zur Modulation von Peptid-
konformationen,”! da ihre Photoisomerisierung #uBerst
schnell verlduft,'” was ein Verfolgen der Konformations-
iibergédnge im Bereich von Pico- bis zu Femtosekunden er-
moglicht.'"! Fiir biologische Anwendungen! hat sich Azo-
benzol als sehr effektiv erwiesen, weil es eine cis=trans-Iso-
merisierung um die zentrale N=N-Bindung mit hohen Iso-
merisierungsausbeuten und betrachtlichen Strukturédnderun-
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Schema 2. Strukturen der cyclischen Peptidliganden 1 und 2, abgelei-
tet von der Sequenz des f-Fingerpeptids von nNOS: a) mit dem -Val-
D-Pro-Gly-His-Motiv fiir die nicht schaltbare Struktur (1) und b) mit A
als Photoschalter (2). Die Lysinseitenkette wurde zur Kupplung an Bia-
core-Chips verwendet.

gen ermoglicht. Im Unterschied zu vorherigen Beispielen
lichtschaltbarer p-Haarnadelmotive®¢ bauten wir als Pho-
toschalter wegen der hohen thermischen Stabilitit ihrer cis-
Form die Azobenzol-w-Aminosdure 3-((4'-Aminome-
thyl)phenylazo)benzoesiure (A) ein (Schema 1b)."1 Wir
nahmen dabei an, dass die gestreckte Form des trans-Azo-
benzols zu einer Stérung der Proteinbindungsstelle im Peptid
fiihren wiirde.

Durch Bestrahlung der thermodynamisch stabileren
trans-Form von 2 in wissriger Pufferlosung (pH 7.5) bei
330 nm wurden hohe Isomerisierungsausbeuten im photo-
stationdren Zustand (pss) fiir die cis-Form (90 % cis-Gehalt)
erreicht (Abbildung 1). Die thermische cis—trans-Isomeri-
sierung von 2 in wissriger Losung erfolgte sehr langsam (¢, =
25 Tage). Die wiederholte photochemische Umwandlung der
beiden Isomere ineinander verlief ohne Peptidassoziation,
Niederschlagsbildung oder Ausbleichen.

Unsere Ergebnisse chromatographischer Gelfiltrations-
untersuchungen unter physiologischen Bedingungen (pH 7.5)
verdeutlichen, dass weder die Photoisomerisierung (bis zu 10
Photozyklen) noch die zweiwdchige Aufbewahrung bei 50°C
unter Lichtausschluss zu Assoziation oder zur Bildung von
Aggregaten des photoschaltbaren Peptids 2 gefiihrt haben,
das quantitativ in der urspriinglichen, monomeren trans-Form
wiedergefunden wurde. Die Trennbarkeit der beiden mono-
meren Photoisomere im pss durch Gelfiltration verdeutlicht
ihre unterschiedlichen hydrodynamischen Volumina als Er-
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Abbildung 1. a) UV/Vis-Spektren von 2 in wissrigem Puffer (pH 7.5) in
der reinen trans-Form (——) und in der cis-Form im pss (-----);
Maxima der 7t-7t*- und n-rt*-Ubergénge liegen bei 327 bzw. 424 nm;

b) RP-HPLC-Profile (220 nm) der cis-Form im pss (90% cis-Gehalt).

gebnis der globalen Anderungen ihrer Konformationen
(Abbildung 2). Damit bietet sich die Gelfiltration als alter-
native Methode zur Umkehrphasen(RP)-HPLC fiir die Be-
stimmung von cis/trans-Verhiltnissen an, da hierbei ionische
oder hydrophobe Matrixeffekte ausgeschlossen werden
konnen. Der cis-Gehalt im photostationdren Zustand wurde
mit Gelfiltration zu ca. 75 % bestimmt.

40-

10 20 80 40 50 60
t/ min
Abbildung 2. Chromatographische Gelfiltration von 2 in wissrigem
Puffer bei pH 7.5 (220 nm): trans-Form nach 10 Photozyklen und
2 Wochen bei 50°C (—), cis/trans-Mischung (-----) und unbehan-
delte, reine trans-Form (ss«<s).

Mithilfe der Oberflichen-Plasmonen-Resonanzspektro-
skopie (SPR) untersuchten wir, welchen Einfluss die Photo-
isomerisierung von 2 auf dessen Bindung an das Zielprotein
Syntrophin hat, und verglichen die Bindung mit dem nicht
schaltbaren 1. Da wir wussten, dass das interne Erken-
nungsmotiv fiir das Syntrophin im Strang I des [-Haarna-
delmotivs lokalisiert ist, immobilisierten wir die Liganden auf
CMS5-Sensorchips iiber die Aminogruppe der Lysinseiten-
kette im Strang II. Fiir die reine trans-Form von 2 wurde
nahezu keine Bindung beobachtet (durchgezogene Linie in
Abbildung 3). Nach Photoisomerisierung wurde eine deutli-
che Bindung von Syntrophin (K, =10.6 um) gefunden, die
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Abbildung 3. SPR-Sensorgramm fiir die Bindung von Syntrophin-PDZ
(¢=7.74 pm) an immobilisiertes 2 in der trans-Form (——) und der cis-
Form im pss (-----). RU=Resonanzeinheiten.

vergleichbar zu jener des Modellpeptids 1 (Kp =5.4 um) war.
Um einen moglichen Einfluss der Trdgermatrix in der SPR
auf die Bindung von Syntrophin ausschlieBen zu konnen,
wurden die stark unterschiedlichen Bindungseigenschaften
der beiden Isomere von 2 durch isotherme Titrationskalori-
metrie (ITC) bestitigt (siche Hintergrundinformationen).
Wiederum wurde fiir die trans-Form keine Bindung beob-
achtet, wihrend die cis-Form von 2 eine deutliche Affinitéit
zeigte. Das Modellpeptid 1 nimmt in wissriger Losung eine
antiparallele p-Faltblattstruktur an.® Die Ubereinstimmung
der Affinitdten von 2 in der cis-Form im pss und 1 ldsst dhn-
liche Strukturelleigenschaften an der Proteinbindungsstelle
vermuten. Das IR-Spektrum der trans-Form von 2 (durch-
gezogene Linie in Abbildung 4a) ist durch eine breite und
strukturlose Amid-I-Bande bei ca. 1645 cm™' charakterisiert,
die typisch fiir eine ungeordnete Peptidstruktur ist."*! Die
Photoisomerisierung zum cis-Azobenzol induziert die Bil-
dung einer Sekundérstruktur, die durch eine Bande bei ca.
1615 cm™' charakterisiert ist (gestrichelte Linie in Abbil-
dung 4a). Die starke Bande bei 1613 cm ™' und die schwache
Bande bei 1677cm™ im IR-Differenzspektrum (Abbil-
dung 4b) lassen auf eine Einbeziehung einiger amidischer C=
O-Gruppen in eine antiparallele B-Struktur schlieBen,* ¥ die
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Abbildung 4. FT-IR-Spektren von 2 in D,O-Puffer (pH 7.5); a) die reine
trans-Form (—) und die cis-Form im pss (-----); b) das cis-trans-Diffe-
renzspektrum.
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durch die trans —cis-Photoisomerisierung des Photoschalters
im Peptid erzeugt wird.

Beide Isomere von 2 wurden weiterhin NMR-spektro-
skopisch untersucht (Abbildung 5). Die Bereiche der Amid-

a)

8.8 8.6 8.4 8.2 8.0 7.8 7.6 74 7.2 7.0
&1 ppm

b)

8.8 8.6 8.4 8.2 8.0 7.8 76 74 72 70
&/ ppm
Abbildung 5. "H-NMR-Spektren von 2 in D,0/H,0 (1:9; pH 6), aufge-
nommen bei 600 MHz; a) die cis-Form im pss und b) die trans-Form,
die sehr wenig cis-Form enthilt.

protonen und der aromatischen Protonen sind fiir die trans-
und die cis-Form dargestellt. Bemerkenswert ist die Schéarfe
der Linien in den Spektren, die bestdtigt, dass keine der
beiden Formen Aggregate bildet; das bedeutet, dass beide
Isomere sogar bei relativ hohen Konzentrationen, wie sie die
NMR-Spektroskopie benétigt, als Monomere vorliegen.

Die lichtgesteuerte Modulierung der Bindung eines f3-
Faltblattpeptides an sein Zielprotein wurde fiir die Wechsel-
wirkung zwischen o-1-Syntrophin und einem von der PDZ-
Bindungsdoméine der neuronalen NO-Synthase abgeleiteten
p-Haarnadelmotivs gezeigt. Ein cyclischer, lichtgesteuerter
Peptidligand wurde entwickelt, indem eine Azobenzol-w-
Aminoséure als Photoschalter in ein Peptid passender Ring-
grofle eingebaut wurde. In seiner trans-Form zeigt das Mo-
dellpeptid keine Bindung, wéhrend die cis-Form eine &hnli-
che Bindung wie das entsprechende nicht schaltbare Mo-
dellpeptid aufweist, das in wissriger Losung eine dhnliche
Struktur hat wie das (-Haarnadelmotiv im Protein. Die
Wechselwirkung eines biologisch interessanten (3-Faltblattes
mit einer Proteindoméne wurde durch eine lichtinduzierte
Konformationsdnderung moduliert, ohne das System zu de-
stabilisieren. Dieses Peptid kann somit ein aussichtsreicher
Kandidat fiir eine zelluldire Anwendung eines lichtsteuerba-
ren B-Faltblattes sein, auch wenn man berticksichtigen muss,
dass Peptide bei intrazellulirer Anwendung einer Reduk-
tion!" und proteolytischem Abbau widerstehen miissen.
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