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Synthetische Biologie

Die biologische Selbstorganisation ist ein sehr komplexer Vorgang
und ldsst sich im Grunde als Bottom-up-Synthese verstehen, die bio-
molekulare Bausteine von prizise festgelegter Form, Grofle, Hydro-
phobie und Funktionalisierung zu Funktionsmaterialien zusammen-
fiigt. Im Bereich der supramolekularen Chemie haben Wissenschaftler
von den Selbstorganisationsvorgingen in der Natur gelernt, wie sich
das Zusammenspiel vieler kleiner Krifte beherrschen lisst, um zu
komplexen selbstorganisierten Nanomaterialien zu gelangen. Das
Coiled-Coil-Motiv ist ein in der Natur weit verbreiteter Baustein, der
auflerdem ein grofies Potenzial in der synthetischen Biologie hat. In
diesem Aufsatz untersuchen wir die Rolle des Coiled-Coil-Motivs in
der natiirlichen Selbstorganisation und fassen zusammen, welche
Fortschritte bei der Verwendung dieses Motivs in der Synthese von
funktionellen Einheiten, Aggregaten und Systemen erzielt wurden.

1. Einfiihrung
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mehr Peptide), die Linge (2-200 nm),
die Bindungsrichtung (parallel oder
antiparallel), Homo- oder Heterobin-
dung, die Stabilitit und der Starregrad.
Die nichtkovalente Assoziation dieser
Peptide ist empfindlich gegeniiber
Verdnderungen der Milieubedingun-
gen, die die elektrostatischen und hy-

Die synthetische Biologie hat das Ziel, die Eigenschaften
komplexer biologischer Systeme zu verstehen und nutzbar zu
machen. Wie in diesem Aufsatz erortert wird, besteht eine
hierfiir geeignete Strategie in der Verwendung biologischer
oder biologisch inspirierter Module zur Selbstorganisation
funktioneller synthetischer Systeme. Unser Hauptaugenmerk
liegt auf einem der vielseitigsten dieser biologischen Module,
der einfachen Coiled-Coil-Struktur (,,Superhelix*) von Pep-
tiden. Wir fassen die synthetisch-biologischen Ansitze zu-
sammen, die entwickelt wurden, um Coiled-Coil-bildende
Peptide zu funktionellen Einheiten, Aggregaten und Syste-
men zunehmender Komplexitit zusammenzufiigen (Abbil-
dung 1).

In der Natur wie auch im Labor bilden sich a-helicale
Coiled-Coils durch die Bindung von zwei oder mehr a-heli-
calen Peptiden. Die Bindung erfolgt in einer spezifischen
Weise und bringt einen in wissriger Losung stabilen Komplex
hervor. Die Spezifitit der Bindung resultiert aus den Ami-
nosduresequenzen: Die Mehrheit der Coiled-Coils bildenden
Peptide ist durch eine Heptade ,,a-b-c-d-e-f-g* gekennzeich-
net, die in den Positionen a und d zumeist apolare Amino-
sdurereste aufweist, woraus eine amphiphile Helix resultiert
(Abbildung 2). Die Packung der hydrophoben a,d-Fliche des
Molekiils mit einem weiteren Coiled-Coil-bildenden Peptid
steuert den Hauptteil der Bindungsenergie bei. Die apolare
Fliache der Helix liegt nicht parallel zu Helixachse, sondern
windet sich alle 15 nm™ einmal um die Helix, sodass die ge-
genseitige Packung der hydrophoben Streifen zur Bildung
individueller a-helicaler Spiralen (,,coils®) fiihrt. In den Po-
sitionen e und g sind vielfach Aminosdurereste mit geladenen
Seitenketten anzutreffen, die an den hydrophoben Kernbe-
reich angrenzen, wenn die Peptide in der Coiled-Coil-Kon-
formation vorliegen, und zur Spezifitit der Bindung beitra-
gen. Coiled-Coils haben eine ,,Seil-artige* Struktur, und jede
Heptade verldngert den Komplex um ca. 1 nm. Viele Aspekte
der Coiled-Coil-Bindung sind durch die Aminosduresequenz
festgelegt, so z.B. der Oligomerisierungszustand (zwei oder

Angew. Chem. 2010, 122, 3050 —3068

© 2010 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

drophoben Wechselwirkungen beeinflussen (pH-Wert, Tem-
peratur, Ionenstirke, Metallionen). Die damit verbundene
Vielseitigkeit hat in der Natur zu unzéhligen Funktionen von

Komplexitat

Systeme

Aggregate

M Selbstorganisierte Einheiten
M Tectone

&

Grundbausteine

Abbildung 1. Uberblick tiber den Einsatz des Coiled-Coil-Peptidmotivs
in der gerichteten Selbstorganisation. In der synthetischen Biologie
steht ein breites Spektrum von natiirlichen und synthetischen Grund-
bausteinen zur Verfiigung, die eine spezifische Abfolge vom Grund-
baustein tiber Tectone und selbstorganisierte Einheiten bis zu groflen
Aggregaten durchlaufen. Am Ende der Kette steht der Zusammen-
schluss mehrerer Aggregate zu einem funktionellen System."
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Abbildung 2. Zweidimensionale Helixdarstellung eines parallelen
Dimers mit Heptapeptid-Wiederholungseinheiten (Aminoséduren a—g).
Die Windung der a-Helices weist in die Papierebene. Die grau unter-
legte a,d-Fliche ist tiberwiegend hydrophob, die Aminosduren e und g
sind oftmals geladen.

Coiled-Coils gefiihrt und auch die synthetische Biologie
vielfach inspiriert.”!

2. Coiled-Coils in der Natur

Schitzungen, die sich auf die Analyse von Primérstruk-
turen stiitzen, haben ergeben, dass 2.5 bis 10 % aller Prote-
inreste in Form o-helicaler Coiled-Coil-Motive vorliegen.*!
Bemerkenswert sind a-helicale Coiled-Coils nicht nur wegen
ihrer Haufigkeit, sondern auch wegen ihres enormen Spek-
trums an Funktionen. Die eigentliche Definition der Coiled-
Coils (zwei oder mehr a-Helices, die in spezifischer Weise
aneinander binden) besagt, dass sie, wo immer man sie an-
trifft — ob in eukaryotischen oder prokaryotischen Zellen —,
stets eines gemeinsam haben: Die molekulare Erkennung
zwischen zwei oder mehr a-Helices bewirkt, dass die Pep-
tidsegmente als ,,zelluldrer Klettverschluss® wirken, der die
Molekiile und subzelluldren Strukturen, an die sie kovalent
gebunden sind, zusammenhilt.) Die Aminosiuresequenz
legt die Bindungseigenschaften des ,,Klettverschlusses® fest
und kann auBlerdem die anderen, spezifischeren Funktionen
der Coiled-Coils modulieren. Kiirzere Coiled-Coils fungieren
primér als hochspezifische zelluldre Klettverschliisse, wih-
rend ldngere als Bindungsdominen agieren und meist ein
breites Spektrum von Aufgaben in der Zelle wahrnehmen.[”!
Viele der invivo auftretenden Coiled-Coil-Doménen sind
lang und umfassen mehrere hundert Aminosduren. Proteine
enthalten oft eine lange Coiled-Coil-Doméne, die an einem
oder beiden Enden von einer globuldren Doméne flankiert
wird. Im Unterschied zu kurzen Coiled-Coil-Doméinen, bei
denen es zu einer lateralen Positionierung der Proteinseg-
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mente kommt, fithren lange Coiled-Coil-Doménen zu stab-
formigen supramolekularen Strukturen. Bei Prokaryoten
(Organismen ohne Zellkern, z. B. Bakterien) sind nur wenige
lange Coiled-Coil-Proteine gefunden worden. Dagegen ent-
halten Eukaryoten (Organismen mit Zellkern) etliche Arten
langer Coiled-Coil-Proteine, darunter Motorproteine, Mem-
branverkniipfungs- und Vesikeltransportproteine, von denen
viele eukaryotenspezifisch sind.[! Obgleich man Tausende
von Proteinen kennt, die Coiled-Coil-Doménen aufweisen, ist
in der Mehrzahl der Fille die Funktion der Coiled-Coil-Be-
reiche nicht bekannt. Die bislang aufgekldarten Funktionen
von Coiled-Coil-Dominen sind vornehmlich bindende,
strukturelle und dynamische. Alle identifizierten Funktionen
werden in den folgenden Abschnitten vorgestellt und an ein
oder zwei Beispielen erldutert.

2.1. Proteinbindung

Kurze Coiled-Coil-Doméinen finden sich am hiufigsten in
Form von Oligomerisierungssegmenten, wo sie durch mole-
kulare Erkennung Proteine oder Teile von Proteinen zu-
sammenfiigen und so eine grole Zahl spezifischer Protein-
wechselwirkungen vermitteln.I”? Diese Coiled-Coil-Dominen
konnen aus nur zwei Heptaden von ca. 2 nm Lénge beste-
hen,®! vielfach weisen sie aber sechs oder sieben Heptaden
auf (6-7 nm Linge). Die Faltung dieser Doméinen zu einem
stabilen Komplex kann mit einem intra- oder intermoleku-
laren Bindungsvorgang einhergehen. Ein Beispiel fiir intra-
molekulare Bindung ist die Bildung des hydrophoben Kerns
bei globuliren Proteinen;® Beispiele fiir intermolekulare
Bindung sind die Bildung von Ionenkanal-Signalkomplexen
und Transkriptionsfaktoren (Proteine, die an bestimmte Se-
quenzen eines DNA-Molekiils binden und die Transkription
von Genen entweder aktivieren oder reprimieren).'"! Die
am ausfiihrlichsten untersuchten Proteine mit Coiled-Coil-
Doménen sind die bZIP-Transkriptionsfaktoren. Die Protei-
ne dieser Familie bestehen aus einer ,basischen Leucin-
ReiBverschlussdoméne“ (bZIP; basic region leucine zipper)
und einer Aktivierungsdomine, die das Transkriptionsver-
halten eines Gens modifiziert. Die Proteinkomplexe bilden
sich durch Dimerisierung der bZIP-Domine und werden
durch eine basische DNA-Sequenz verankert (Abbildung 3).
Die Homo- oder Heterodimerisierung von Coiled-Coil-bil-
denden Doménen in bZIP-haltigen Proteinen bestimmt dar-
iiber, welche Aktivierungsdoméinen in dem betreffenden
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Abbildung 3. Kristallstruktur der heterodimeren bZIP-Domine des
Transkriptionsfaktors c-Fos-c-Jun.">' Die oberen elf Helixwindungen
bilden das Coiled-Coil. Sie sind dafiir zustindig, das Protein an den
DNA-Strang zu klammern. Die Aktivierungsdomanen sind nicht ge-
zeigt.

Proteinkomplex vorhanden sind, und moduliert so in préziser
Weise die Gentranskription.

Die Funktion einer Coiled-Coil-Domine héngt sehr
empfindlich von der Aminosduresequenz ab. So vermag z.B.
die Modifizierung einer einzelnen Aminosdure die Tran-
skriptionsstdarke in hohem Ausmal3 zu modulieren. In einem
Beispiel wurde ein Serylrest in der Position e einer 31 Ami-
nosduren langen Coiled-Coil-Doméne eines bZIP-Tran-
skriptionsfaktors phosphoryliert, was zu zusitzlichen intra-
und interhelicalen elektrostatischen Wechselwirkungen
fiihrte. Das Resultat war eine Stabilisierung des Protein-
dimers, und infolgedessen band das phosphorylierte Protein
mit einer 15fach hoheren Affinitit an DNA."! Obgleich die
Bindung selbst kurzer Coiled-Coils spezifisch ist, ist sie nicht
zwangslaufig exklusiv. Es wird z.B. angenommen, dass die
Coiled-Coil-Sequenz einiger Signaltransduktionskomplexe in
unterschiedlichen Phasen der Signalweiterleitung verschie-
dene Bindungspartner zulisst.['?

2.2. Strukturelle Funktionen

In Anbetracht ihrer stabférmigen Morphologie iiber-
rascht es nicht, dass Coiled-Coils eine Funktion als struktur-
gebende Komponente in der Zelle haben. Bei manchen
Proteinen dient die lange Coiled-Coil-Domine als Abstand-
halter, der funktionelle Kopf- und Schwanzdoménen verbin-
det, rdumlich trennt oder exakt positioniert,m sodass etwa
bioaktive Komponenten mit Nanometerprizision angeordnet
werden. Ein Beispiel fiir einen solchen Coiled-Coil-Ab-
standhalter ist das 8.3 nm lange parallele Homotrimer, dass in
Escherichia coli die dulere Membran von der Zellwand se-
pariert.'” Im Polkarperchen des mitotischen Spindelapparats
in Hefezellen wird der Abstand zwischen den Plaques durch
die Lange eines parallelen Homodimers innerhalb der Ver-
bindungsproteine festgelegt.*!*! Die Aminosiuresequenz der
Abstandhalter unterscheidet sich zwischen den Spezies be-
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triachtlich, wobei die Positionen a und d noch am ehesten
konserviert sind."” Die Sequenzdivergenz ist lediglich da-
durch eingeschriankt, dass die Fiahigkeit zur Coiled-Coil-Bil-
dung aufrechterhalten bleiben muss, wofiir vorrangig die
Positionen a und d zustidndig sind. Bei den Coiled-Coil-Ab-
standhaltern handelt es sich oftmals um Homooligomere mit
maximierten apolaren und/oder ionischen Wechselwirkun-
gen, die fiir eine hohe Steifigkeit sorgen.!'¥)

Eine bemerkenswert stabile Coiled-Coil-Architektur
findet sich an der Oberfliche des Bakteriums Staphylother-
mus marinus, das in marinen Geothermalquellen vorkommt
und sein Wachstumsoptimum bei 92°C erreicht.!"”! Das Bak-
terium ist mit schirmartigen Tetrabrachion-Proteinen iiber-
zogen, die aus vier identischen Untereinheiten bestehen und
einen 70 nm langen Coiled-Coil-Stiel bilden. Dieser ist iiber
seinen C-Terminus in der Zellmembran verankert und ver-
zweigt sich am N-Terminus zu vier p-Faltblatt-Armen von je
24nm Linge (Abbildung4).” Die Arme sind zu einem

Abbildung 4. Negativ konstrastierte TEM-Aufnahme des Tetrabrachion-
proteins." Der 70 nm lange Coiled-Coil-Stiel ist bis 130°C und einer
Konzentration von 6 m Guanidinhydrochlorid stabil.?” Oberhalb des
Coiled-Coil liegen vier B-Faltblattarme. Um die Mitte des Stiels lagern
sich in nichtkovalenter Bindung zwei Proteasen.?!

Maschenwerk verbunden, das eine halbisolierende Schicht
um die Bakterienzelle bildet.”!! Die Sequenz der Coiled-Coil-
Domine ist so geartet, dass das Tetramer eine bemerkens-
werte Stabilitdt hat und noch bei 130°C oder in Gegenwart
stark denaturierender Agentien wie 6 M Guanidiniumhydro-
chlorid gefaltet bleibt.™ Die inneren Bereiche weisen ein
beinahe perfektes Muster aus aliphatischen Seitenketten auf
—zumeist Leucin oder Isoleucin —, das zur extremen Stabilitit
beitrigt.'”! Das Maschenwerk dient vermutlich als eine Art
Zytoskelett? und stabilisiert die Lipide und Proteine der
Zytoplasmamembran.®!

Die Familie der intermedidren Filamentproteine zeigt ein
hohes Ma8 an Sequenzdivergenz, allen Strukturen ist aber ein
ca. 45nm langer Coiled-Coil-Abstandhalter gemeinsam.?"
Intermediérfilamente dimerisieren iiber die Bildung von
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Homo- oder Hetero-Coiled-Coils. Diese parallelen Coiled-
Coil-Dimere lagern sich zu ca. 10 nm breiten und mehrere um
langen Filamenten zusammen.™ Die Filamente haben eine
Persistenzldnge von ca. 1 um und kénnen bis auf das 3.5fache
ihrer Ausgangsldnge gedehnt werden. Sowohl die Eigen-
schaften der Coiled-Coil-Dimere®! wie auch die axiale Ver-
schiebung zwischen Dimeren!®! bedingen die Flexibilitit der
Intermediérfilamente, und es wird angenommen, dass sie in
tierischen Zellen, die keine Zellwand haben, als Spannungs-
dédmpfer wirken."

In vielen Coiled-Coil-Proteinen dienen lange Coiled-
Coils zum Aufbau von geordneten zweidimensionalen Netz-
werken oder dreidimensionalen Gertisten mit zellstiitzender
Funktion.”” Ahnliche wie die Intermedizrfilamente kénnen
diese zwei- und dreidimensionalen Strukturen mehrere um
lang sein. Ein Beispiel ist das Protein Spektrin, ein Zytoske-
lettprotein, das eine planare Schicht an der Innenseite der
Zellmembran aller tierischer Zellen bildet (Abbildung 5a)."!

0.1 m

Abbildung 5. a) TEM-Aufnahme eines Membranskeletts. Die Knoten-
punkte bestehend aus Actin und das vernetzende Spektringeriist sind
deutlich erkennbar. Die dunklen Flecken entlang der Spektrinspeichen
kennzeichnen Stellen, an denen das Spektrin mit den Membranprotei-
nen verkniipft ist.” b) Spektrinmosaike bestehen zum groRen Teil aus
intramolekularen antiparallelen Heterotrimeren. Die Trimerwiederho-
lungen sind dunkelgrau dargestellt; das Segment, das von der Schlau-
fen- in die a-helicale Konformation umschaltet, ist hellgrau darge-
stellt.t?

Spektrin ist ein Faserprotein, das im Wesentlichen aus meh-
reren Coiled-Coil-Doménen besteht (je 106 Aminoséduren),
die sich zu intramolekularen Coiled-Coil-Trimeren falten
(Abbildung 5b). Vier gefaltete Spektrinmolekiile assoziieren
end- und seitstdndig; der Mechanismus dieses Vorgangs ist
nicht abschlieBend geklirt, es scheinen aber keine Coiled-
Coil-Wechselwirkungen beteiligt zu sein.” Mehrere Spek-
trintetramere binden an Verzweigungsstellen des Actins,
sodass ein mosaikartiges Membranskelett entsteht (Abbil-
dung 5a), das einerseits mit den Membranproteinen, ande-
rerseits mit Proteinen des Zytoplasmas verbunden ist.*” Die
Bildung der Coiled-Coils ist ein dynamischer Vorgang. Das
Protein kann durch Umschalten eines Segments von einer
Schlaufen- in eine a-helicale Konformation reversibel seine
Form #ndern (Abbildung 5b) und beeinflusst so die Asso-
ziation anderer Proteine mit dem Mosaik sowie die lokale
Gestalt und Elastizitit der Membran.”**! Ein verwandtes
Coiled-Coil-Protein wurde in einem Bakterium gefunden, wo
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es sich ebenfalls als essenziell fiir die Gestalt des Zellkorpers
erwies.

Das Protein NuMa enthilt die langste bislang bekannte
Coiled-Coil-Doméne mit 1485 Aminosduren und einer Linge
von 207 nm. In vitro lagert es sich zu mehrkettigen Oligo-
meren zusammen, und bei Uberexpression in eukaryotischen
Zellen bildet es ein dreidimensionales Geriist mit quasi-
hexagonaler Symmetrie, das den gesamten Zellkern ausfiillen
kann (Abbildung 6). Dies ldsst eine Funktion beim Aufbau
der Zellkernmatrix vermuten.”"

©N-terminale
b) globulare
Doménen
® C-terminale
globuldre
Doménen
Coiled-Coil-
Dimere:
—N-terminale
Halfte

—C-terminale
Halfte

G Y"‘ ‘flgxiblg,%nker

Abbildung 6. a) TEM-Aufnahme und b) schematische Darstellung von
mehrarmigen NuMa-Oligomeren, wie sie in vitro erhalten werden.
Jeder Arm besteht aus einem homodimeren Coiled-Coil. Mafstab:

100 nm. Die globuldren N-terminalen Doménen (Ringe) kénnen an die
Zentren benachbarter Oligomere binden, sodass ein Geriist von
Coiled-Coils entsteht. c) Durch Uberexpression von NuMa in vivo
bildet sich ein dreidimensionales Geriist, dessen Maschenweite durch
die Linge der Coiled-Coil-Domine festgelegt ist. MaRstab: 200 nm.*l

2.3. Dynamische Funktionen

Die zytoskelettalen Motorproteine agieren durch direkte
Wechselwirkungen mit dem Zytoskelett. Man unterscheidet
drei Klassen zytoskelettaler Motorproteine, die Coiled-Coil-
Dominen aufweisen: Myosine, Kinesine und Dyneine.["! Die
Motorproteine durchlaufen starke Konformationsédnderun-
gen, bei denen das dynamische Verhalten der Coiled-Coil-
Dominen eine entscheidende Rolle spielt. In jedem Bewe-
gungszyklus des Proteins, der einige 10 ms benotigt,="
andert sich die Packung der Coiled-Coil-Bereiche auf die
einwirkende Kraft hin.

In Muskelzellen ist das Motorprotein Myosin II fiir die
Erzeugung der kontraktilen Kraft an den Actinfilamenten
zustdndig. Myosin enthilt eine globuldre Kopfdoméne und
eine ca. 150 nm lange, Coiled-Coil-bildende Schwanzdoma-
ne.” Die Bildung paralleler Homodimere bewirkt, dass die
beiden globuldren Kopfdoménen, die Motor-Einheiten, as-
soziieren. Mehrere Coiled-Coil-Schwanzdoménen assoziieren
lateral und longitudinal und bilden in einer sehr prizisen
Weise dicke Filamente (Myosinfilamente). Die krafterzeu-
genden Kopfdoménen ragen aus den dicken Filamenten
heraus und sind mit einem axialen Abstand von 144 A helical
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um das Filament herum angeordnet (Abbildung 7a). Bei der
Aggregation vieler Coiled-Coil-Doménen bestimmen neben
der a/d-Grenzfldche auch die duleren Aminosduren iiber die
Packung der Molekiile. Tatséchlich sind in Myosin die Posi-
tionen b, c, e, f und g stérker konserviert als die Positionen a
und d.'”! Die Aminosiuresequenzen der Coiled-Coil-Domi-
nen von Myosinmolekiilen sind so angelegt, dass der N-Ter-
minus des Coiled-Coil-Dimers aus dem Filament herausragt
(Abbildung 7b). Die Packung der Coiled-Coil-Dominen

Abbildung 7. a) 3D-Rekonstruktion eines dicken Myosinfilaments (bei
entspanntem Muskel) aus elektronenmikroskopischen Einzelpartikel-
analysen. Die regulidre Anordnung der Kopfgruppen durch die Packung
der Coiled-Coil-Dimere ist deutlich zu erkennen.*l b) Modell eines
Myosindimers, das aus einem dicken Filament herausragt und an ein
Actinfilament (rechts) bindet. Durch die Elastizitit der Coiled-Coil-
Domine kann die Kopfgruppe am Actinfilament entlangwandern. MaR-
stab: 60 A.% ¢) Rasterkraftmikroskopie(AFM)-Aufnahme eines Myosin-
filaments, das durch lateralen Schub der AFM-Spitze gedehnt und zer-
rissen wurde.""

sorgt dafiir, dass die Myosinkopfgruppen in der richtigen
Orientierung und dem richtigen Abstand entlang dem dicken
Filament angeordnet werden.”” Durch die Flexibilitit der
Coiled-Coil-Doménen konnen sich die Kopfgruppen entlang
benachbarter Actinfilamente bewegen, wodurch eine Zug-
spannung erzeugt wird.l” In vitro konnte gezeigt werden, dass
sich die dicken Myosinfilamente verbiegen und in einem
schnellen Vorgang reversibel auf das mehr als 3.5fache ihrer
Ursprungslidnge ausdehnen (Abbildung 7¢).”**! Die Biege-
bewegung wird von einer Scherung der Coiled-Coil-Dimere
innerhalb der dicken Filamente dominiert, wiahrend die
Streckbewegung mit einer Scherung der Coiled-Coil-Dimere
sowie einer Entfaltung der Coiled-Coils und a-Helices erklért
wurde.® Es wurde vorgeschlagen, dass die Speicherung
elastischer Energie ein wichtiger Mechanismus fiir die Mini-
mierung des Energieaufwandes beim Insektenflug ist, und die
elastischen Eigenschaften der dicken Myosinfilamente
konnten hierbei eine Rolle spielen.

Beim Myosin muss das Coiled-Coil-Dimer flexibel sein,
um sich von den dicken Filamenten wegbiegen zu konnen.
Erst dies macht es den Kopfdoménen moglich, an den Ac-
tinfilamenten entlangzuwandern. Beim zweiten Motorprote-
in, dem Kinesin, spielt das Coiled-Coil eine direktere Rolle.
Das Kinesin ,,schreitet” sozusagen iiber die Mikrotubuli der
Zelle. Das Kinesinmolekiil enthilt im Zentrum ein Coiled-
Coil mit einer Motordomidne am einen Ende und einer
Frachtbindungsdomédne am anderen Ende; es bildet ein
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Dimer durch Coiled-Coil-Bindung (Abbildung 8a). Eine
kleine Konformationsdnderung am vorderen ,,Fu3* wird iiber
das als Hebel agierende Coiled-Coil an die hintere Motor-
doméne iibermittelt und dabei verstarkt. Dadurch wird diese

a) b)7, 180

0 5 10 15 20
Lange der Superhelix / nm

Abbildung 8. a) Konformationswechsel der Kinesin-Motordomine
werden durch das als Hebel agierende Coiled-Coil verstarkt. Der Hebel
bewirkt, dass ein zweiter ,,Ful“ nach vorn schwingt (die mitgefiihrte
Fracht ist in dieser Darstellung nicht beriicksichtigt).” b) Die Ge-
schwindigkeit, mit der sich das Kinesin an einem Mikrotubulus ent-
langbewegt, hingt von der Linge der Coiled-Coil-Domine ab.*!

nach vorn gezogen, wobei sie die Fracht (z.B. ein Transport-
vesikel) um 8 nm am Mikrotubulus versetzt.*”l Die Linge des
Coiled-Coil-Hebels legt die Geschwindigkeit der Schreitbe-
wegung fest (Abbildung 8b).*! Damit sich die Motordomi-
nen iiber den Mikrotubulus bewegen konnen, ist es unab-
dingbar, dass sich die Strange des Coiled-Coil-Dimers ent-
winden konnen. Um dies nachzuweisen, wurde die natiirliche
dynamische Doméine gegen ein stabileres Coiled-Coil aus-
getauscht: Das Protein wurde praktisch vollig immobil.*¥
Dyneine, die dritte Klasse von Motorproteinen, enthalten
eine ca. 12 nm™' lange, antiparallele Coiled-Coil-Domine in
Form eines Stiels, die iiber eine kleine globuldre Doméne,
eine zentrale globuldre Kopfgruppe und einen frachtbinden-
den Stammbereich an einen Mikrotubulus bindet (Abbil-
dung 9a). Ahnlich wie das Kinesin bewegt sich auch das
Dynein in Schritten von 8 nm an den Mikrotubuli entlang.™!
Die Bewegung des Dyneins ist weniger gut verstanden als die
der anderen zytoskelettalen Motorproteine, doch ist bekannt,
dass die Mikrotubulusbindedoméne am einen Ende des
Coiled-Coil ihre Affinitit fiir Tubulin in Abhédngigkeit von
Vorgéngen an der Kopfgruppe, die sich am anderen Ende des

a)

Kopf

e e

Stiel
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Abbildung 9. a) Das Motorprotein Dynein beférdert Fracht entlang von
Mikrotubuli. b) Darstellungen von Dynein, rekonstruiert aus negativ-
kontrastieren TEM-Aufnahmen. Der Coiled-Coil-Stiel ist vor der Kraft-
anwendung stabiler (links) als nach der Kraftanwendung (rechts).*!
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Coiled-Coil befindet, dndert (und umgekehrt). Die struktu-
rellen Verdnderungen miissen daher tiber die ganze Lénge
des Coiled-Coil-Bereichs als Signal {ibermittelt werden, was
wiederum dynamische Anderungen der Helix-Helix-Wech-
selwirkungen impliziert.*”) In jiingerer Zeit wurde gefunden,
dass ein Versatz der Coiled-Coil-Strdnge um vier Amino-
sduren die Mikrotubulusbindung mit der Aktivitit der
Kopfgruppen verkniipft.[*! Weiterhin wurde beobachtet, dass
vor der Bewegungsphase jedes Zyklus — wenn das Dynein
stark an den Mikrotubulus gebunden ist — der Coiled-Coil-
Stiel flexibler ist als nach der Kraftausiibung. Am Ende des
Zyklus ist der Coiled-Coil-Bereich gerader und zeigt eine
geringere Standardabweichung seiner relativen Lage, wes-
halb angenommen wurde, dass er in dieser Phase stabiler ist
(Abbildung 9b). Es wurde vorgeschlagen, dass diese Flexi-
bilitdat das Coiled-Coil in die Lage versetzt, elastische Energie
zu speichern, wenn das Molekiil Kraft gegen einen Wider-
stand aufbietet.*) Die Linge der Coiled-Coil-Domine ist
hoch konserviert und man nimmt an, dass sie fiir ihre Funk-
tion zur Kraftweiterleitung optimiert ist.?

Die vorstehend diskutierten Motorproteine dienen simt-
lich dem Transport von molekularer Fracht entlang intrazel-
luldrer ,Kabel“. Eine weitere Form des intrazelluliren
Transports, der sich in allen eukaryotischen Zellen findet, ist
der vesikuldre Transport. SNARE-Proteine sind Schliissel-
komponenten des vesikuldren Transports, da die dynami-
schen Coiled-Coils, die sich zwischen SNARE-Proteinen
bilden, das Andocken der Vesikeln und deren Fusion mit
Organellen oder der Zellmembran vermitteln. Die SNARE-
Proteine bilden eine groBe Familie, und man hat in einer
einzelligen Parasitenart 27 verschiedene SNARE-Proteine
gefunden.®” Obgleich die Strukturen und MolekiilgroBen der
SNARE-Proteine betrichtlich streuen, sind ihre Coiled-Coil-
Domiénen stark konserviert, und es wird angenommen, dass
sie alle nach dem gleichen Mechanismus operieren. Die am
besten charakterisierten SNARE-Proteine sind die an der
exozytotischen Transmitterfreisetzung aus Neuronen betei-
ligten Vertreter. Eine Art von SNARE-Protein ist mit der
Transportvesikelmembran verbunden, ein zweiter Typ mit der
Membran der Zielstruktur (hier die Plasmamembran des
Neurons), und ein dritter Typ befindet sich frei im Cytoplas-
ma. Zwischen diesen drei Proteinen bildet sich ein sehr sta-
biler Coiled-Coil-Komplex, der die Membranen zueinander
hin zieht (Abbildung 10).PY Die Aggregation beginnt mit
kaum strukturierten Monomeren (einzelnen Polypeptiden)
und ergibt ein Coiled-Coil-Heterotetramer von 6.5 nm
GroBe.'®°23] Die Energie, die bei der Bildung des stabilen
Vierhelixbiindels frei wird, reicht aus, um die energetische
Barriere des Fusionsvorgangs zu iiberwinden. Sie liefert ge-
niigend Kraft, um die Lipiddoppelschichten zu 6ffnen und die
Membranfusion zu vermitteln, der exakte Mechanimus dieses
Vorgang ist aber unbekannt.'®% Nach der Fusion wird das
Vierhelixbiindel unter Beteiligung von vier Proteinen (und
ATP-Energie) wieder gespalten, sodass die SNARE-Proteine
erneut verwendet werden konnen.™!

Eine andere Gruppe von Proteinen, die Rab-Proteine,
agieren zeitlich vor der Komplexbildung der SNARE-Pro-
teine.” Unter Konformationsinderung wechseln Rab-Pro-
teine zwischen aktiven und inaktiven Konformationen; der
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Abbildung 10. Kristallstruktur eines SNARE-Proteinkomplexes® beste-
hend aus einem Coiled-Coil-Tetramer, das ein Transportvesikel an der
Zielmembran vertidut und die zur Freisetzung des Vesikelinhalts fih-
rende Membranfusion vermittelt.

Konformationswechsel wird durch spezifische Guaninnukle-
otidaustauschfaktoren (GEFs) katalysiert. Kiirzlich wurden
Coiled-Coil-Proteine gefunden, die als GEF-Katalysatoren
fungieren, eine Rolle, die fiir gewohnlich von strukturell viel
komplexeren Proteinen wahrgenommen wird. Die Sec2p-
GEF-Domine bildet ein 22 nm langes, paralleles Coiled-Coil-
Homodimer, das zur Katalyse auf eine sehr simple Weise von
seinem Coiled-Coil-Motiv Gebrauch macht. Ein Kkleiner,
mittiger Abschnitt des Coiled-Coil bestehend aus 25 Ami-
nosduren wird gespalten, und dieses Segment bindet dann
spezifisch an ein Rab-Protein (Abbildung 11). Die Kontakt-

N

Abbildung 11. Kristallstruktur der homodimeren Coiled-Coil-Doméne
des GEF Sec2p im Komplex mit dem Rab-Protein Sec4p.”’!

fliche ist hochgradig hydrophob und bedeckt ca. 30 nm? an
l6sungsmittelzugénglicher Fliche. Die Wechselwirkung in-
duziert durchgreifende Strukturumlagerungen des Rab-Pro-
teins, die das Protein aktivieren. Die Aminosiduren beider
Sec2p-Helices, die zur Kontaktfliche beitragen, sind in an-
deren GEFs stark konserviert, was auf eine dhnliche Wir-
kungsweise wie von Sec2p hindeutet.”!

Auch Viren nutzen das dynamische Verhalten von Coiled-
Coils bei ihrem Durchtritt durch Zellmembranen. Die Me-
chanismen der Coiled-Coil-Bildung sind dabei recht ver-
schieden. Hiillviren (die von einer Lipidmembran umgeben
sind) wie das Grippevirus, das Ebolavirus und das Huma-
nimmundefizienzvirus (HIV) fusionieren ihre Membranhiille
mit der Plasmamembran von Zellen, um ihr Genom durch
pH-abhéngige Membranspreitzung in die Wirtzelle zu im-
portieren.’®* Ein ausfiihrlich untersuchtes Beispiel ist der
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Zellimport des Influenzavirus, das ein paralleles, von globu-
laren Kopfdoménen umgebenes Coiled-Coil-Trimer aufweist,
das bei physiologischem pH-Wert in Form 8 nm langer
Sporne auf der Oberfliche der Virushiille sitzt (Abbil-
dung 12a). Internalisierte Viren gelangen zunichst in die

Abbildung 12. a) Kryo-TEM-Aufnahme von Influenzaviren bei 30°C und
pH 7.4. Die Coiled-Coils enthaltenden Proteinkomplexe sind als Sporne
auf der Oberflache der Viruspartikel zu erkennen.® b) Wenn ein Virus
in ein Endosom eingeschleust wird, sinkt dessen pH-Wert, und die
globulidren Kopfdominen dissoziieren vom Coiled-Coil (links). Es
bildet sich eine Schlaufendomine (Mitte), wodurch sich das Coiled-
Coil streckt und ein Fusionspeptid hin zur Membran des Endosoms
schiebt (rechts). Die kristallographisch aufgekliarten Komponenten
sind in Banderdarstellung gezeigt.®?

Endosomen, deren interner pH-Wert wihrend der Reifung
auf ca. 5 sinkt. Die pH-Anderung fiihrt dazu, dass sich die
globulidren Kopfgruppen vom Sporn ablosen. Dabei geht eine
Schlaufenregion in eine Coiled-Coil-Konformation iiber, und
der Coiled-Coil-Sporn wird irreversibel auf eine Linge von
13.5nm gedehnt (Abbildung 12b).? Die Faltung des
Coiled-Coil bewegt ein hydrophobes Fusionspeptid aus einer
vergrabenen, basalen Position um 10 nm in Richtung der
Zielmembran,® was die Membranfusion und die Freisetzung
der viralen RNA in die Zelle bewirkt.[®¥ Man konnte sagen,
dass der mittlere Coiled-Coil-Bereich wie ein gespanntes
Federgelenk agiert, das durch den pH-Abfall losgelassen
wird.

Neuere Ergebnisse deuten darauf hin, dass auch bei an-
deren als Hiillviren ein solches ,,Coiled-Coil-Gelenk*, das
eine Fusionssequenz nahe an die Zielmembran heranfiihrt,
am Zellimport beteiligt ist. Durch welchen Mechanismus in
diesen Fillen die Feder ausgelost wird (d.h. das Coiled-Coil
gebildet wird), ist jedoch unbekannt.®"

Eine andere Klasse von Proteinen macht sich die tempe-
raturabhingige Spaltung der Coiled-Coils zunutze. Virulente
Bakterien registrieren auf ihrer ,,Invasionsroute® viele Ver-
anderungen des pH-Werts, der Temperatur und der Osmo-
laritit des Mediums.™ Da Coiled-Coils auf Verinderungen
ihrer Umgebung reagieren, konnen sie als Sensoren fiir
Schwankungen des intrazelluldiren Milieus dienen. Bakterien
der Gattung Salmonella enthalten das Protein TIpA, das eine
N-terminale DNA-Bindungsregion und eine Coiled-Coil-
Domine mit 250 Aminosiuren aufweist.””! Diese Domine
hat ein gewisse Ahnlichkeit mit den bZIP-Dominen von
Transkriptionsfaktoren, auler dass die TlpA-Domine nicht
nur zur molekularen Erkennung, sondern dariiber hinaus
auch zur Temperaturwahrnehmung dient. Bei Temperaturen
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unter 37°C bildet TlpA ein Homodimer, das sequenzspezi-
fisch an DNA bindet und die Genaktivitat unterdriickt (Re-
pressorprotein). Wenn das Bakterium in einen warmen
Korper gelangt (d.h. mit einer Temperatur von iiber 37°C),
wird das Homodimer destabilisiert.®! Die reprimierende
Wirkung entfillt, und die bakterielle DNA ist frei fiir die
Replikation.”l  Circulardichroismusmessungen haben ge-
zeigt, dass der temperaturinduzierte Dimer-Monomer-Uber-
gang von TIpA reversibel ist: Beim Abkiihlen unter die kri-
tische Temperatur erlangt das Protein seine volle a-Helizitét
und auch seine Repressorfunktion zuriick./*”!

Es ist offenkundig, dass durch ein Modulieren der
Wechselwirkungsflichen von a-Helices (durch Andern ihrer
Aminosduresequenz) ein bemerkenswertes Eigenschafts-
spektrum zungénglich ist, und Coiled-Coils werden in Zellen
auf zahlreiche Weise genutzt. Coiled-Coils bilden ein-, zwei-
und dreidimensionale mechanisch stabilisierende Strukturen
im Zellinnern und an der Oberfliche in Form von Stiben,
Mosaiken und Geriisten. Diese supramolekularen Strukturen
nehmen auch an Bewegungsvorgéingen teil, die eine beson-
ders ausgeprigte Flexibilitdt erfordern. Manchmal ist es die
extreme thermische Stabilitdt der Coiled-Coils, die sich die
Natur zunutze macht, in anderen Fillen kann es ein labiler
Strukturwechsel in Abhingigkeit von Temperatur- oder pH-
Anderungen sein. Dariiber hinaus wirken Coiled-Coils als
molekulares Erkennungssystem, das zellulire Aktivitdten
katalysiert. Bei vielen anderen Proteinen ist die biologische
Funktion des Coiled-Coil-Motivs nicht klar, und von daher ist
zu erwarten, dass in der Zukunft noch diverse weitere
Funktionen hinzukommen werden.

3. Coiled-Coils in der synthetischen Biologie

Die Funktionen der oben diskutierten natiirlichen Coiled-
Coils haben sich im Laufe der letzten 3.8 Milliarden Jahre
entwickelt.[! Seit den 50er Jahren beschiftigen sich Wissen-
schaftler damit, die Natur nachzubilden: Indem man die
Struktur und Funktion von Proteinen auf die Aminosiure-
sequenz zuriickverfolgt, lassen sich die Regeln fiir ihre
Selbstorganisation ableiten,™’" was den De-novo-Entwurf
von Peptiden ermoglicht und so wiederum zu neuen Struk-
turen und Funktionen fiihrt. Aus Sicht der Synthese besteht
die Aufgabe in der Entwicklung von Molekiilen, die sich zu
wohldefinierten Gebilden mit spezifischen Funktionen orga-
nisieren.

Coiled-Coils bieten sich aus vielen Griinden als Kandi-
daten fiir die Selbstorganisation zu biosynthetischen Nano-
gebilden an: 1) Sie haben genau festgelegte GroBen, Formen
(d.h. Stibchen von 2 nm Durchmesser mit ca. 1 nm messen-
den Heptaden) und Oberflichenfunktionalititen. 2) Die
intra- und interhelicalen, nichtkovalenten Wechselwirkungen
sind verhiltnisméBig gut verstanden. 3) Sie konnen sich in
niedriger Konzentration (sub-nanomolar) " durch Selbstor-
ganisation zu stabilen Strukturen zusammenlagern. 4) Sie
konnen am N- oder am C-Terminus oder iiber 16sungsmit-
telexponierte Aminosdurereste funktionalisiert werden.
5) Ihre Bindungsaffinititen und -spezifititen hingen sehr
empfindlich von der Aminosduresequenz ab. Dieses reiche
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Repertoire an kontrollierbaren Eigenschaften bedeutet, dass
es einen passenden Coiled-Coil-Baustein fiir praktisch jede
supramolekulare Struktur geben konnte.

Im Kontext der synthetischen Biologie diskutieren wir die
Selbstorganisation a-helicaler Coiled-Coils als eine Abfolge
von Prozessen, angefangen von der kovalenten Verkniipfung
von Grundbausteinen zu Tektonen, iiber deren hierarchische
Selbstorganisation zu aggregierten, funktionellen Einheiten
bis hin zur Kombination mit anderen funktionellen Aggre-
gaten zu komplexen Systemen.’? Die Grundbausteine sind
Aminosduren, die sich in Sequenzen zu Tektonen, den o-
Helices, verbinden. Die a-Helices verbinden sich auf nicht-
kovalente Weise zu den funktionellen Einheiten - den
Coiled-Coils —, die sich dann zu Aggregaten und schlieBlich zu
Systemen zusammenlagern. Im Folgenden fassen wir den
Stand der Forschung auf dem Gebiet der synthetischen Bio-
logie von Coiled-Coils zusammen. Wir beginnen mit funk-
tionellen Einheiten, fahren fort mit Aggregaten und stellen
schlieBlich erste Anwendungen von Coiled-Coils in Systemen
vor. Dabei behalten wir stets die Parallelen zwischen diesen
Fortschritten und den natiirlichen Coiled-Coil-Motiven im
Auge.

3.1. Funktionelle Coiled-Coil-Einheiten

Das urspriingliche Ziel bei der Erforschung von Coiled-
Coils war, die Strukturen und das Bindungsverhalten natiir-
licher Coiled-Coils zu verstehen. Beispielsweise wurden von
Transkriptionsfaktoren abgeleitete Peptide und andere na-
tiirlich auftretende Coiled-Coils mutiert, um ihre Bindungs-
eigenschaften auszuloten. Die Regeln, nach denen die Pep-
tidprimérstrukturen mit den intermolekularen Wechselwir-
kungen korreliert sind, wurden allméhlich sichtbar, und man
ging nun vom Austausch einzelner Aminoséuren in natiirli-
chen Sequenzen zum Entwurf vollig neuer, synthetischer
Sequenzen {iiber. Die verwendeten Bausteine haben sich
dabei immer weiter von den natiirlichen Formen und Funk-
tionen entfernt. Viele Coiled-Coil-Bausteine sind auf eine
bestimmte Figenschaft hin entworfen worden, z.B. Linge,
Stabilitét, Spezifitdt der molekularen Erkennung, Oligome-
risierungsvermogen, Strangorientierung und -konformation.
FEinige besonders interessante Beispiele werden im Folgen-
den beleuchtet.

Die meisten der Peptideinheiten, deren Sequenz-Struk-
tur-Beziehungen bislang untersucht wurden, sind kurz mit
typischerweise drei bis fiinf Heptaden. Im Allgemeinen gilt,
dass Peptide mit einer groleren Zahl von Heptaden stabilere
Coiled-Coil-Komplexe bilden. Durch Optimieren der Ent-
wurfskriterien (d.h. durch Verstdrken der hydrophoben Pa-
ckung, der Neigung zur a-Helix-Bildung und durch Einsatz
geeigneter Endgruppen) konnten sehr kurze Homodimere
mit nur zwei Heptaden erzeugt worden.>" Die kiirzesten in
der Natur aufgefundenen Coiled-Coils enthalten ebenfalls
zwei Heptaden.®! Dies scheint die untere Grenze fiir die
GroBe dieser funktionellen Einheiten zu sein.

Ein hiufiges Ziel ist der Entwurf von Coiled-Coils mit
hoherer Bindungsstabilitidt bei sonst gleichbleibenden FEi-
genschaften des Coiled-Coil. Der héufigste Ansatz hierfiir ist
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das Optimieren der Primérstruktur. Zum Beispiel fiihrten
Aminoséuresubstitutionen der 37 Reste langen Coiled-Coil-
Domiine des Transkriptionsfaktors c-Jun™ zu einem Anstieg
der Schmelztemperatur des Heterodimers Fos/Jun um 37 K.
Durch die Analyse unterschiedlicher Aminosiduresequenzen
gelangte man zu dem Schluss, dass Mutationen, die das hy-
drophobe Areal vergrolern und die Stabilitdt der Helix er-
hohen, die Bildung partiell gefalteter, dimerer Intermediate
beschleunigen konnen, und dass nach der Bildung dieses In-
termediats verbesserte Coulomb-Wechselwirkungen die
thermodynamische Stabilitdt der gebildeten Coiled-Coil-
Struktur erhohen.” In einem anderen Beispiel verminderte
der Ersatz von zwei Aminosduren an der Position a der 34
Aminoséduren langen Coiled-Coil-Doméne eines DNA-bin-
denden Proteins die Dissoziationskonstante der Homodimere
um einen Faktor 10°."")

Kiinstliche, fluorierte Aminosduren, die ein grof3es hy-
drophobes Areal aufweisen, wurden in rekombinante Coiled-
Coil-Peptide eingebaut, was zu einer erhohten Stabilitédt bei
minimaler struktureller Storung des entstehenden Komplexes
fiihrte.”®” Zum Beispiel wurden Isoleucinreste an Kern-
positionen eines Peptids, das sich von der bZIP-Doméne des
Transkriptionsfaktors GCN4 ableitet, durch 5,5,5-Trifluor-
isoleucylreste ersetzt, woraus ein Anstieg der Schmelztem-
peratur von 27 K resultierte. Affinitdt und Spezifitdt der
DNA-Bindung waren mit denen des hydrierten Coiled-Coil
vergleichbar.

Ein weiterer ,kiinstlicher® Ansatz zur Erhohung der
Coiled-Coil-Stabilitit ist die Modifizierung von Aminosiu-
ren. Ein Beispiel ist die Anbringung der Azobenzolgruppe als
intramolekulare Briicke zwischen zwei Aminosduren in der
Position f eines Heterodimers (d.h. 16sungsmittelexponiert
und parallel zur Helixlingsachse). Bestrahlen des Peptids
fiihrte zu einer Isomerisierung der ftrans- in die cis-Form,
wodurch die Lénge des Peptids auf die der natiirlichen heli-
calen Repeatlidnge verkiirzt wurde und eine Verstdrkung der
Helicitét gleichbedeutend mit einer verstarkten Coiled-Coil-
Faltung stattfand.®”

Die Bindung von Metallen an Histidinyl- und Cysteinyl-
reste kann ebenfalls die Stabilitdt von Coiled-Coils beein-
flussen. Eine divalente Bindung von Metallionen an den Po-
sitionen i und (i+4) kann zur Stabilisierung von Coiled-Coils
eingesetzt werden, wohingegen eine Bindung an i und (i +2)
destabilisierend wirkt. Die koordinative Bindung von zwei
Peptiden an ein einzelnes Metallion kann die Bildung des
Coiled-Coil-Komplexes induzieren.®"

Coiled-Coil-Komplexe sind spezifisch in Bezug auf die
Aminosduresequenzen der Peptide, die Zahl der assoziie-
renden Strange und die Orientierung der Bindungspartner.
Ein eindrucksvolles Beispiel fiir den hohen Grad an Bin-
dungsspezifitit, der sich gezielt erreichen lésst, ist die Bildung
von drei Heterodimeren in einer Losung von sechs Pepti-
den.®?%! In einem Fall beruhten die Vier-Heptaden-Peptide
auf natiirlichen Coiled-Coil-Doménen von Transkriptions-
faktoren, und die Selektivitdt wurde durch Substitution einer
einzelnen Aminosdure in einer Kernposition eingefiihrt.
Neben dem Austausch gegen natiirliche (biogene) Amino-
sduren kamen auch kiinstliche, Harnstoff-derivatisierte Sei-
tenketten zum Einsatz, um die Selektivitit zu verbessern.[*”
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Aminosduren mit geladenen Seitenketten sind ganz ent-
scheidende Strukturparameter fiir die Bildung von Coiled-
Coil-Komplexen, und durch Kontrolle der inter- oder intra-
molekularen Coulomb-Wechselwirkungen iiber den pH-Wert
oder die Zugabe von Salzen lasst sich die Coiled-Coil-Bin-
dung durch die Destabilisierung bestimmter Komplexe mo-
dulieren. Viele Hetero-Coiled-Coils erhalten ihre Spezifitét
aus dem Vorhandensein geladener Streifen, die so entlang
dem hydrophoben Kern aufgereiht sind, dass die eine Helix
positiv und die andere negativ geladen ist. Die Bildung des
Homo-Coiled-Coil wird damit verhindert. Auf diese Weise
kann der pH-Wert herangezogen werden, um Coulomb-
Wechselwirkungen so zu beeinflussen, dass sich bei neutralem
pH-Wert Hetero- und bei niedrigen® und hohen pH-
Werten!® Homo-Coiled-Coils bilden.

Dieses Konzept des pH-gesteuerten Strangaustauschs
wurde durch iterative Zyklen, die in spezifischer Weise einen,
zwei oder alle drei Helices eines Coiled-Coil-Trimers erset-
zen, weiterentwickelt.® Der Strangaustausch kann auBer-
dem so programmiert werden, dass er durch ein Umkippen
eines parallelen Trimers in ein antiparalleles begleitet wird."*”!

Als Alternative zur elektrostatischen Destabilisierung
bestimmter Helixkombinationen kann auch die Zahl der a-
Helices in einem Coiled-Coil-Biindel durch den stabilisie-
renden Effekt der sterischen Packung im hydrophoben Kern,
der die treibende Kraft fiir die Coiled-Coil-Bildung ist, ver-
andert werden. So ist beispielsweise die synthetische Form
eines natiirlichen Coiled-Coil iiberwiegend zweistrangig; wird
jedoch ein Benzolmolekiil in den hydrophoben Kern gebun-
den, so wird das Coiled-Coil-Trimer zur stabilsten Anord-
nung, da das Benzolmolekiil die innere hydrophobe Ober-
fliche vergroBert.[*!

Der Oligomerisierungsgrad kann iiber die Hydrophobie
verdndert werden, indem man Aminosiduren an Positionen
des hydrophoben Coiled-Coil-Kerns substituiert. Dieser
Effekt wurde durch systematische Substitution der 20 natiir-
lichen Aminoséduren in den zentralen a- und d-Positionen
eines Homo-Coiled-Coils bildenden Fiinf-Heptaden-Peptids
untersucht. Die -verzweigten Aminosduren Isoleucin, Valin
und Threonin mit ihren groen hydrophoben Arealen foérdern
die Trimerbildung, wohingegen Aminosiduren mit geladenen
Seitenketten die Bildung zweistrdngiger Coiled-Coils be-
giinstigen.*) Der Austausch von Aminosiuren mit unter-
schiedlichen hydrophoben Seitenketten kann ebenfalls iiber
den Oligomerisierungsgrad entscheiden. Der Coiled-Coil-
Bereich von GCN4 wurde selektiv mit Valin, Isoleucin und
Leucin in den Positionen a und d der Heptaden substituiert.
Die Substitutionen fiihrten zu zwei-, drei- und vierstrédngigen
Coiled-Coils, was auf eine sich verdndernde Form der hy-
drophoben Seitenketten und eine dadurch bedingte Verin-
derung der Packung im Coiled-Coil-Kern zuriickgefiihrt
wurde.’!)

Kleine Verdnderungen der Peptidsequenz konnen auch zu
einer unterschiedlichen Orientierung der Coiled-Coil-Bin-
dung fithren. So binden beispielsweise die fiinf Heptaden der
Coiled-Coil-Doméne eines osmosensorischen Transporter-
proteins in Form eines antiparallelen Homodimers aneinan-
der. Werden zwei geladene Aminosduren in der Position a der
Heptaden durch Isoleucylreste ersetzt, verdndert sich die
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hydrophobe Packung, Salzbriicken zwischen den Molekiil-
ketten verschwinden, und die Orientierung des Dimers
wechselt von antiparallel zu parallel, was in vivo die Inakti-
vierung des Proteins zur Folge hat.”” Eine einzelne Amino-
sduresequenz kann ebenfalls dazu gebracht werden, sich zu
entweder einem parallelen oder antiparallelen Coiled-Coil zu
falten. Zum Beispiel wurde ein intramolekulares antiparal-
leles Dimer durch eine Disulfidbriicke stabilisiert, und durch
chemische Reduktion der Disulfidbildung wurde ein Umfal-
ten des Peptids in einen parallelen Coiled-Coil ausgelost.”

Mit Blick auf die Verbreitung und Funktionsvielfalt von
Coiled-Coils in Zellen sind viele Wege vorstellbar, um durch
gezielte Kontrolle eines Coiled-Coil dessen Funktion in vivo
zu beeinflussen. In einigen Forschungsgruppen untersucht
man z.B. die spezifische Bindung Coiled-Coil-bildender
Peptide an Coiled-Coil-Biindel, die fiir den Viruseintritt in
Zellen essenziell sind. Das Ziel dieser Studien ist die Inhi-
bierung des Viruseintritts in Zellen.”**! Andere Gruppen
befassen sich mit dem Entwurf von Coiled-Coil-Peptiden, die
an spezifische Transkriptionsfaktoren binden, um auf diese
Weise die DNA-Replikation zu modulieren.”

Ein weiterer Aspekt ist das Umschalten der Sekundéar-
struktur der Peptide, die so programmiert werden konnen,
dass sie in unterschiedlichen Umgebungen unterschiedliche
Strukturen einnehmen.””’ Der hiufigste Konformations-
wechsel (abgesehen vom Ubergang Coiled-Coil —Zufalls-
kniuel) ist der Ubergang zwischen Coiled-Coil und B-Falt-
blatt, der im Allgemeinen durch den Einbau von Amino-
sduren mit hoher Neigung zur (-Faltblatt-Bildung in 16-
sungsmittelexponierten f-Positionen erreicht wird. Beim Er-
wirmen lagern die o-Helices in [-Faltblitter um, die
anschlieBend zu amyloiden Fasern aggregieren.” %! In
einem anderen Ansatz wurde ein Peptid, das bei neutralem
pH-Wert Homodimere bildet, in der Weise moduliert, dass
ein Lysyl- oder Glutamatrest neben dem hydrophoben Kern
des Coiled-Coil-Komplexes positioniert wurde. Durch Ver-
andern des pH-Wertes werden diese Reste geladen, wodurch
das Coiled-Coil destabilisiert wird und sich in ein Zufalls-
kniuel oder eine B-Faltblattstruktur umlagert.'®Y) Ein rever-
siblerer Typ von Sekundirstrukturschalter beruht auf der
Umschaltung von Coiled-Coils zu Zinkfingermotiven. Durch
Einbringen von Motiven beider Faltungsformen in eine ein-
zelne Sequenz falten stabile Coiled-Coils bei der Bindung
eines Metalls in die stdrker globulidre Zinkfingerkonformati-
on. 1971021

Ein letztes Beispiel von Coiled-Coil-Bausteinen belegt,
dass diese Einheiten auch in nichtaggregierter Form hoch-
gradig funktionell sein konnen. Es wurden selbstreplizierende
Molekiilkomplexe entwickelt, in denen eine Coiled-Coil-
Faltung die Bildung von Peptidbindungen katalysiert und so
Replikate der Coiled-Coil-bildenden Peptide erzeugt. Zwei
Peptide falten an einer Peptidmatrize, und iiber einen Cys-
teinylthioester als Zwischenstufe bildet sich eine Amidbin-
dung zwischen den beiden Fragmenten (Abbildung 13).1%
Zu den Weiterentwicklungen dieser Methode zdhlen eine
verbesserte Katalyse bei verringertem pH-Wert!™ oder
hoher Ionenstirke,'” die Bildung heterodimerer Komple-
xe, %1% ein Hyperzyklus, in dem zwei selbstreplikationsfi-
hige Peptide wechselseitig die Replikation des anderen ka-

www.angewandte.de

Chemie

3059


http://www.angewandte.de

Aufsitze

3060

Peptidfragmente

Matrize

chemische Ligation

dimere Superhelix

"'";.....
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Abbildung 13. Prinzip des autokatalytischen Selbstreplikationszyklus
von Coiled-Coils. Peptidfragmente binden an eine Matrize und werden
ligiert, was zur Bildung weiterer Matrizen fiihrt und die Replikation ka-
talysiert."?

talysieren,'”! sowie ein chiralititsabhingiger Selbstreplika-
tionszyklus. Damit der zyklische Prozess fortschreiten kann,
miissen die Peptide dissoziieren, nachdem die chemoselektive
Ligation erfolgt ist. Um dies zu beschleunigen, wurden um
eine Heptade kiirzere Peptide eingesetzt.'”) Eine Alternative
ist die Einfithrung eines Prolyl-Knicks zur Destabilisierung
des Coiled-Coil-Komplexes.'""""?l Ein interessanter Fort-
schritt ist ein System mit zwei selbstorganisierenden Grup-
pen: Peptide mit Nucleobasen als Seitenketten. Die Wech-
selwirkung der komplementédren Nucleobasen iiber Wasser-
stoffbriicken hatte hier eine Verstarkung der Peptidselbstre-
plikation zur Folge.'"”!

Die oben skizzierten Beispiele haben gezeigt, wie For-
scher das Coiled-Coil-Motiv als natiirliche Baueinheit nutzen,
um feinste Details der Coiled-Coil-Bindung aufzukléren.
Dabei wurde eine grole Zahl von Funktionen entdeckt, die
chemisch in Coiled-Coil-Einheiten einprogrammiert werden
konnen. Vom Standpunkt des Synthesechemie haben ,,ge-
plante“ gegeniiber natiirlichen Peptiden den Vorteil, dass die
chemischen, physikalischen und biologischen Eigenschaften
des Komplexes iiber einen weiteren Bereich prézise festgelegt
werden konnen. Aus diesem Grund sind es vornehmlich
synthetische Peptide, die beim Aufbau von Strukturen und
Systemen hoherer Ordnung zum FEinsatz kommen. Die fol-
genden Abschnitte geben eine Ubersicht iiber die Verwen-
dung funktionellen Coiled-Coil-Bausteine zum Aufbau ein-,
zwei- und dreidimensionaler Aggregate.

3.2. Coiled-Coil-Aggregate

1997 wurde erstmals iiber die Selbstorganisation von
Coiled-Coil-Bausteinen zu groBeren Strukturen berichtet, !4l
was ein vollig neues Forschungsfeld eroffnete. Wie bei den
oben besprochenen Coiled-Coil-Einheiten kommen auch bei
der Bildung von Coiled-Coil-Aggregaten meist kurze Peptide
von drei bis sechs Heptaden Linge zum Einsatz. Zur Unter-
suchung isolierter Coiled-Coil-Einheiten verwendet man am
einfachsten kleine Molekiile; diese sind durch Festphasen-
synthese rasch zuginglich, und die Auswirkungen, die ein
Austausch einzelner Aminosiduren hat, sind leichter auszu-
machen. Was die Coiled-Coil-Aggregate betrifft, so ist es
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wahrscheinlich, dass der Trend hin zu lingeren Coiled-Coils
und De-novo-Proteinen mit Coiled-Coil-Doménen geht. In
diesem Abschnitt geben wir einen Uberblick iiber Coiled-
Coil-Aggregate, wobei wir die Strukturen danach unterteilen,
ob die Coiled-Coil-Bildung die einzige Triebkraft der Struk-
turorganisation ist oder ob zwei Selbstorganisationsmotive
beteiligt sind.

3.2.1. Bildung von Strukturen durch Coiled-Coil-Faltung

Die ersten Beispiele, die wir betrachten, sind Materialien,
die ausschlieBlich aus Coiled-Coils bestehen. AnschlieSend
beschreiben wir Beispiele von Aggregaten aus Coiled-Coil-
Hybriden, die ihren hoheren Ordnungsgrad dennoch aus der
Coiled-Coil-Faltung ableiten. Eine gut untersuchte Form
derartiger Aggregate sind Fasern und Fibrillen."!>2 Das
Feld ist stark von der Natur inspiriert, wo Coiled-Coil-Pro-
teine vielfach die Form von Fasern aufweisen. Beispiele sind
die oben beschriebenen Abstandhalter und Intermediérfila-
mente (siche Abschnitt 2.2). Eine Methode zum Aufbau
langer Coiled-Coil-Stidbe ist die kovalente Verkniipfung
mehrerer Coiled-Coil-bildender Peptide, sodass bei der
Komplexbildung groBere Aggregate resultieren.!'?1? Helix-
Schlaufe-Helix-Peptide wurden durch Disulfidbriicken zwi-
schen Cysteinylresten des Schlaufenbereichs in vierarmige
Dendrimere eingefiigt. Diese lagern sich zu Fasern mit
Durchmessern von nur 5 nm zusammen, die, so wurde pos-
tuliert, die Breite eines Komplexes aufweisen und mehrere
um lang sind. In Abhéngigkeit von den ionischen Gruppen in
der Peptidstruktur (pH-Wert) konnen Hetero- und Homo-
fasern gebildet werden (Abbildung 14).0'2

Die stabformige Struktur langer natiirlicher Coiled-Coils
wurde auch durch Verwendung von kurzen Homo- oder
Hetero-Coiled-Coil-bildenden Peptiden nachgebildet. Die
Peptide assoziieren lateral und versetzt, sodass jedes Peptid
gleichzeitig an zwei Coiled-Coil-Wechselwirkungen teilneh-
men kann. Die entstehenden Fasern sind bis zu mehrere
100 um lang.'>1%] Sje bestehen im Allgemeinen aus Coiled-
Coil-Biindeln infolge der Wechselwirkungen zwischen den
Aminosduren auf den AuBenseiten der Coiled-Coils. Ob-
gleich die natiirliche Stabstruktur nachgeahmt werden kann,
ist die Nachbildung der Funktionen bislang weitgehend er-
folglos geblieben. Mit Blick hierauf richten sich die derzeiti-
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Abbildung 14. Zwei Helix-Schlaufe-Helix-Polypeptide sind iiber Cystei-
nylreste dimerisiert und schlieflen sich je nach pH-Wert bei der Fal-
tung zu homo- oder heteroassoziierten Fasern zusammen.'”
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gen Forschungen auf den gezielten Entwurf der Fasermor-
phologie (z.B. von diinneren und flexibleren Peptidfasern)
und den damit im Zusammenhang stehenden Eigenschaften
(Abbildung 152)."*! Die Funktionalitit der Fasern wurde
durch Konjugation der Coiled-Coil-bildenden Peptide mit
zusitzlichen Molekiilen erhoht. So wurden z.B. Fasern mit
Rekrutierungsagentien erhalten, die in der Lage sind, in
Losung Proteine zu binden und so gezielt zu lokalisieren
(Abbildung 15b)."?” Eine zusitzliche Funktionalitit kann in
Form von Knicken und Verzweigungen in die Fasern einge-
fiihrt werden (Abbildung 15¢).l**'®!" Diese Coiled-Coil-
Fasern wurden als Trager fiir die Abscheidung von Silicium-
dioxidschichten bei moderater Temperatur und physiologi-
schem pH-Wert eingesetzt. Nach Entfernen der Peptide (am
effektivsten durch eine Protease) blieben hohle, mikrome-

__:ljm I
|
| ||

Abbildung 15. a) Die Steifigkeit von Coiled-Coil-Fasern ldsst sich in die
Aminosiuresequenz einprogrammieren. Negativ-konstrastierte TEM-
Aufnahmen; MaRstab: 1 um.'?®! b) TEM-Mikrophotographie einer Pep-
tidfaser, die mit rekrutierten Proteinen tberzogen ist. Zur Visualisie-
rung wurden die Proteine mit Goldpartikeln (5 nm) belegt."?! ¢) TEM-
Aufnahmen gerade, geknickter und verzweigter Coiled-Coil-Fasern mit
schematischer Darstellung der Aggregationsformen.!'
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terlange Siliciumdioxidrohren mit Weiten im Nanometerbe-
reich zuriick. Die Rohren konnen je nach Tréagerpeptid in
gerader, geknickter oder verzweigter Form hergestellt
werden.!™ Die Fibrillen lassen sich auch dazu bringen, bei
neutralem pH-wert in kugelformige Gebilde iiberzugehen™>!
oder bei niedrigem pH-Wert zu dissoziieren.!'*?!

Fiihrt man spezifische Aminosduren an exponierten b-, c-
und f-Positionen so ein, dass alle in kooperativer Weise an
bindenden Wechselwirkungen zwischen Coiled-Coils beteiligt
sind, erhélt man dreidimensionale Netzwerke. Die physika-
lischen Eigenschaften der Hydrogele konnten durch den ge-
zielten Entwurf der Gelbildungsmechanismen an den b-, c-
und f-Positionen moduliert werden. Wurden Alanylreste in
jede der benannten Positionen eingefiihrt, bildete sich das
Netzwerk durch hydrophobe Wechselwirkungen zwischen
Fibrillen, und das Gel war bis wenigstens 95 °C stabil. Wurden
dagegen Glutaminylreste in die genannten Positionen einge-
baut, aggregierten die Coiled-Coils iiber Wasserstoffbriicken,
und das resultierende Gel schmolz bereits bei Zimmertem-
peratur.>3

Die meisten der hierarchischen Coiled-Coil-Strukturen
sind faserartig."*¥ Eine Variante ist die Verwendung von
Dendrimeren, die zu dreidimensionalen Aggregaten fiihren.
Mit Coiled-Coil-Dendrimeren gelangen verhéltnisméBig
komplexe Selbstorganisationen: Jedes Peptid eines drei-
armigen Dendrimers bildete ein Dimer mit einem komple-
mentiren Peptidmonomer, und das Sechs-Helix-Biindel band
anschlieSend durch elektrostatische Wechselwirkungen drei
weitere Dendrimerkomplexe. Auf diese Weise lagerten sich
supramolekulare, porose Kugeln von Submikro- bis Mikro-
metergroffe zusammen. Diese ,,Nanoreaktoren“ wurden zur
Bildung von Silberkolloiden verwendet, deren Durchmesser
der PorengroBe entsprach (Abbildung 16). Da bekannt ist,
dass Thiole eine groBenstabilisierende Wirkung auf metalli-
sche Kolloide haben, wurde in der f-Position ein Cysteinylrest
in die Coiled-Coils eingebaut, und zwar in der Weise, dass die
Cysteinylreste in die Hohlriume der Kugeln hineinragten.['**!
Dieser Fall zeigt gewisse Parallelen zum Coiled-Coil-Protein
NuMa, das ebenfalls Dendrimere bildet, die sich zu wohlde-
finierten dreidimensionalen Netzwerken zusammenschlie3en
und so eine pordse Stiitzstruktur bilden (Abbildung 6, Ab-
schnitt 2.2)P¥ (obgleich NuMa das lingste bekannte Coiled-
Coil enthélt und das genannte Aggregat aus dem kiirzesten
bekannten Hetero-Coiled-Coil aufgebaut ist).

Die meisten Selbstorganisationsstrategien unter Verwen-
dung von Coiled-Coils zielen auf die Einflussnahme auf den
hydrophoben Kern und die an den Kern angrenzenden, ge-
ladenen Aminosduren. Das obige Beispiel ist insofern ab-
weichend, als die geladenen Aminosduren fiir intermoleku-
lare Coiled-Coil-Wechselwirkungen ausgelegt waren. FEin
vollig anderes Konzept leitet sich von der Entdeckung am-
phiphiler Coiled-Coil-bildender Peptide an Wasser-Luft-
Grenzfldchen ab. Die hydrophobe Flidche der Helix ragt dabei
in die Luft, und intra- und intermolekulare Vernetzungen
zwischen Histidinylresten stabilisieren die Helices, die an der
Grenzfliche einen Film bilden und so den Schaum verstir-
ken. Die Filme werden durch Zusatz eine Chelatbildners oder
durch Anderung des pH-Werts (beides 1ost die Peptid-Metall-
Bindung auf) zerstort.'™) Hier existiert eine Parallele zu den
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Abbildung 16. a) Coiled-Coil-Dendrimere, die mesoskopische sphiri-
sche Partikel bilden, deren Porenrdume als Reaktionskammern fiir na-
noskopische Silberpartikel dienen. b) TEM-Aufnahmen der kolloidalen
Silberatomcluster, die in den Hohlraumen der Coiled-Coil-Assoziate ge-
bildet wurden.*

kiirzlich entdeckten Coiled-Coil-Katalysatoren der GEF-
Klasse, bei denen die hydrophobe Coiled-Coil-Grenzfldache
zeitweilig gestort wird und an eine hydrophobe Stelle eines
Rab-Proteins bindet (siche Abbildung 11, Abschnitt 2.3)."
Ein bedeutsamer Unterschied besteht darin, dass die Protein-
Protein-Grenzflichen im Unterschied zum synthetischen
Beispiel eine hohe Spezifitit beibehalten.

Die weiteren Aggregate, von denen in diesem Abschnitt
die Rede sein wird, bestehen aus Coiled-Coil-Hybriden. Die
biologische Funktion der Coiled-Coils zur Verkniipfung
groBer Molekiile und subzelluldrer Gebilde wurde durch
Coiled-Coil-induzierte Aggregation von Nanopartikeln viel-
fach nachgeahmt. Das erste Beispiel fiir eine solche Ver-
wendung von Coiled-Coils war die Dekoration von Gold-
nanopartikeln mit zwei verschiedenen Dreifachheptaden.
Der Zusatz einer komplementidren Sechsfachheptade zur
Losung fiihrte zur Coiled-Coil-Bildung und Bildung eines
reversiblen Netzwerks aus Goldnanopartikeln.*! In einem
anderen Fall machte man sich die empfindliche Abhéngigkeit
der Coiled-Coils von den Umgebungsbedingungen zu Nutze,
um die Aggregation von Nanopartikeln zu untersuchen. Mit
Coiled-Coil-bildenden Peptiden iiberzogene Goldpartikel
vermochten nur bei niedrigem pH-Wert oder in Gegenwart
von Metallionen zu aggregieren. Beides vermindert die
Ladung an mehreren Glutaminsidureseitenketten (durch
Protonierung oder Chelatisierung), wodurch die Bildung von
Homo-Coiled-Coils erméglicht wird."”'¥! Das gleiche
Peptid bildete mit einem komplementédren Peptiddendrimer
auch ein Hetero-Coiled-Coil, das in Losung gebracht die
Aggregation von Goldpartikeln in wohldefiniertem Abstand
induzierte (Abbildung 17). Das vierarmige Dendrimer-Zwi-
schenstiick enthélt eine zentrale Disulfidbriicke, deren che-
mische Reduktion in Losung zur Redispersion der Goldpar-
tikel fiihrte.*®!
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Abbildung 17. Die Aggregation von Goldnanopartikeln lisst sich durch
Assoziation/Dissoziation von Coiled-Coils steuern."®

Das Ansprechverhalten von Coiled-Coil-Aggregaten re-
sultiert am hé&ufigsten aus einer direkte Spaltung von Bin-
dungen. Ein jiingeres Beispiel umfasst die Verwendung eines
Hetero-Coiled-Coil (mit 7T, >85°C), das an Goldnanokap-
seln angeheftet ist, die infolge der Coiled-Coil-Bildung ag-
gregieren. Beim Bestrahlen mit Infrarotlicht heizen sich die
photothermisch reaktiven Goldnanoschalen auf, die Coiled-
Coil-Komplexe denaturieren und die Nanoschalen werden
getrennt. Einzelne Nanoschalen, die in gleicher Weise mit
Quantenpunkten dekoriert wurden, zeigten beim Bestrahlen
eine starke Zunahme der Quantenpunktfluoreszenz, die von
einer einzelnen Nanokapsel erzeugte Wirme fiihrte aber
nicht zur Dissoziation des Coiled-Coil (Abbildung 18).14%
Eine solche indirekte photothermische Steuerung der Coiled-
Coil-Aggregation kommt in der Natur nicht vor.

2

Abbildung 18. Dissoziation von Coiled-Coils, ausgelést durch beim Be-
strahlen von Goldnanoschalen freigesetzte Warme.['”

Coiled-Coils konnen auch genutzt werden, um andere
Objekte miteinander zu verkniipfen. So wurden z.B. Koh-
lenstoffnanoréhren mit Goldnanopartikeln verkniipft, indem
die Partikel mit komplementédren, Heterodimere bildenden
Peptiden funktionalisiert wurden (Abbildung 19). Daneben
waren die Dimere auch in der Lage, Cobalt mithilfe von
Histidinylresten zu chelatisieren.”"! Das Ziel solcher Studien
ist die Erzeugung einer Schnittstelle bestehend aus elektrisch
leitfahigen Kohlenstoffnanorohren, die 16sliche biomoleku-
lare Analyte detektieren konnen.

Aggregate aus Coiled-Coils mit groen wasserloslichen
Polymerblocken sind seit 1998 Gegenstand der Forschung.['*!]
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Abbildung 19. Reversible Beschichtung von Kohlenstoffnanoréhren mit
Goldnanopartikeln durch Coiled-Coil-Wechselwirkungen; Aufbauprinzip
(links) und rasterelektronenmikroskopische Aufnahme (rechts)./""

Auch diese Materialien weisen Parallelen zur strukturellen
Funktion der zyto- und nukleoskelettalen Coiled-Coil-Netz-
werke auf. Die Coiled-Coil-Motive flankieren ein wasserlos-
liches Protein oder Polymersegment, und die Coiled-Coil-
Wechselwirkung erzeugt ein statistisch verkniipftes Netz-
werk. Im ersten Beispiel dieser Art wurden zwei Coiled-Coil-
bildende Peptide durch ein langes gentechnisch erzeugtes
Polypeptid mit Zufallsknduelstruktur verkniipft."*!! Diese
kiinstlichen Proteine bilden durch Homodimerisierung Hy-
drogele." ] Ein Konstrukt mit stirker synthetischem
Charakter wurde in einer Folgestudie beschrieben: ein
Peptid-Poly(ethylenglycol)-Peptid-Hybrid, das durch Homo-
dimerisierung ein Hydrogel bildet.'*¥ Die Reaktion des
Coiled-Coil auf Anderungen der Temperatur, des pH-Werts
und der Metallionenkonzentration ermoglicht die Phasen-
umschaltung des Dreiblock-Hybrids zwischen Losung und
Gelzustand. In einer anderen Studie wurden Coiled-Coil-
vermittelte Hydrogele aus dem wasserloslichen Polymer N-
(2-Hydroxypropyl)methacrylamid erzeugt. Die Coiled-Coils
liegen dabei parallell!*! oder antiparallel zueinander, wobei in
letzterem Fall die sterische Héufung der Polymerarme ver-
mindert ist.'*) Weitere Einzelheiten zur peptidgesteuerten
Selbstorganisation von Hydrogelen konnen einem kiirzlich
erschienenen Ubersichtsartikel entnommen werden.!*”)

Im Unterschied zu den Coiled-Coil-Netzwerken in der
Natur, in denen Coiled-Coils das Strukturgeriist oder die
»~Arme“ des Netzwerks bilden (z.B. beim Protein Spektrin,
siche Abschnitt 2.2), dienen in den obigen Beispielen syn-
thetischer Netzwerke die Coiled-Coils dazu, die Arme des
Netzwerks miteinander zu verbinden. Es gibt nur ein Beispiel,
bei dem die synthetische Biologie in dieser Hinsicht der Natur
nahekommt. Hierbei wurde eine lange a-Helix des Proteins
Keratin (ein Coiled-Coil-Faserprotein) mit einer globuldren
Zellbindungsdoméne fusioniert und zur Expression gebracht.
Das Hybridmolekiil wurde mit extrahierten Keratinen, die
durch intermolekulare Coiled-Coil-Assoziation a-helicaler
Segmente Hydrogele bilden, assembliert (Abbildung 20). Es
wurde gefunden, dass neurosphirenbildende Zellen in spe-
zifischer Weise an das modifizierte Keratinhydrogel binden
und sich mit einer hohen Uberlebensrate vermehren.!'*!

3.2.2. Coiled-Coil-Aggregate mit orthogonaler Selbstorganisation

Proteine, die selbst als Hybride aus zahlreichen selbstor-
ganisierten Baueinheiten aufzufassen sind, operieren nicht
isoliert voneinander, denn sie sind in Zellen eingebettet, die

aus selbstorganisierten Lipidkompartimenten, selbstorgani-
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Abbildung 20. Durch die Fusion eines natiirlichen Keratinpeptids mit
einer Zellbindungsdomine lassen sich die Eigenschaften eines Keratin-
hydrogels modifizieren."*®!

sierten Nucleotiden usw. bestehen. In der synthetischen Bio-
logie der Coiled-Coils ldsst sich die Komplexitdt von Struk-
turen durch hierarchische Selbstorganisation ,,intelligenter®
Nanostrukturen erhohen, wobei sowohl Coiled-Coil-Bildung
als auch die Eigenschaften der iibrigen Bausteine eine es-
senzielle Rolle spielen.

FEin interessantes Hydrogel wurde erzeugt, das aus stern-
formigem, mit einem lysinreichen Peptid funktionalisiertem
Poly(ethylenglycol) (PEG) besteht. Das Peptid faltet zu
einem Coiled-Coil-Homodimer, das seinerseits durch elek-
trostatische Wechselwirkungen an ein Polysaccharidsegment
(Heparin) eines zweiten sternférmigen PEG bindet, sodass
ein Hydrogel resultiert (Abbildung 21). Dies ist eines der
wenigen Beispiele, bei denen Coiled-Coils auf anderem Weg
als durch Coiled-Coil-Bildung eine Selbstorganisation ver-

mitteln.['*)]
+ x 4%

Abbildung 21. Bildung eines Hydrogels durch Coiled-Coil-Polysaccha-
rid-Bindung.['!

Es wurden Hydrogele konstruiert, in denen polypeptidi-
sche Abstandhalter durch zwei Arten von Knotenpunkten
miteinander verbunden sind: durch Coiled-Coil-bildende
Peptide oder durch ein dimerisierendes Enzym (hier: SLAC-
Protein). Die proteinbasierten Knotenpunkte haben eine
zusitzliche Funktion, ndmlich die Coiled-Coils tiber Histidi-
nylreste mit Osmium-Einheiten zu chelatisieren, die die Hy-
drogele leitfihig machen. In seiner dimeren Form zieht das
Enzym Elektronen fiir die bioelektrokatalytische Reduktion
von Disauerstoff zu Wasser heran, mit moglichen Anwen-
dungen in Brennstoffzellen (Abbildung 22).0>
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Abbildung 22. a) Aufbau eines supramolekularen Hydrogels, dessen
Gelbildung durch Coiled-Coil-Faltung und Enzymdimerisierung vermit-
telt wird.* b) Das gemischte Hydrogel erzeugt eine katalytische Um-
gebung fiir die Reduktion von Disauerstoff zu Wasser.

Die Triebkraft fiir die Selbstorganisation von Coiled-Coils
und auch fiir die im vorangegangenen Absatz beschriebene
Enzymdimerisierung ist die dadurch erfolgende Abschirmung
von hydrophoben Aminosduren. Dennoch sind diese amphi-
philen Blocke noch immer wasserloslich und beeinflussen sich
gegenseitig nicht. Die Enzymbindung verlduft auf gleiche
Weise wie in Abwesenheit des Coiled-Coil und umgekehrt.
Rund zehn Jahre, nachdem erstmals die Verkniipfung eines
synthetischen Polymers mit einem Coiled-Coil beschrieben
wurde,* hat man erstmals untersucht, ob auch Coiled-Coils
mit hydrophoben Polymerblécken verbunden werden
konnen.™ In diesem Fall beeinflussen sich die Selbstorga-
nisation des Coiled-Coil und des hydrophoben Blocks ge-
genseitig. Ein heterodimeres Peptid wurde mit Polystyrol und
ein zweites mit Poly(ethylenglycol) gekuppelt, und ihre
Coiled-Coil-Bildung fiihrte zu einem nichtkovalenten, am-
phiphilen Dreiblock-Copolymer, das weiter zu stabformigen
Micellen aggregierte, die sich als temperaturabhéngig erwie-
sen (Abbildung 23).

3.3. Coiled-Coil-Systeme

Das Ziel der synthetischen Biologie ist die Erschaffung
funktioneller Systeme, und dies erfordert die Wechselwirkung
mehrerer selbstorganisierter Komponenten. Die Aufgabe
besteht also darin, Bausteine oder Aggregate, wie die in den
obigen Abschnitten beschriebenen, mit anderen selbstorga-
nisierten Strukturen so zu verbinden, dass sich die Eigen-
schaften der Komponenten zu einem funktionellen System
kombinieren. Alle bislang entwickelten Systeme sind relativ
einfach, denn sie basieren zumeist auf Coiled-Coil-Einheiten,
kaum jedoch auf Aggregaten. Zudem zielen die bisher ent-
wickelten Systeme lediglich auf die Modifizierung oder Mo-
dellierung natiirlicher Vorginge ab: Es existiert noch kein
synthetisch-biologisches System, das einen origindren Zweck
hitte.

Wissenschaftler machen sich die synthetische Biologie der
Coiled-Coils seit einiger Zeit zu Nutze. Eine Technik zur
Visualisierung von Proteinkomplexen in lebenden Zellen ist
die biomolekulare Fluoreszenzkomplementation, die darauf
beruht, dass spezifisch assoziierende chemische Einheiten an
Proteinfragmente fusioniert werden und die Wechselwirkung

www.angewandte.de

© 2010 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

A. Kros und H. Robson Marsden

a)
TI
| #
b) 96°C ‘. -
“
l Tl
¢ 25°C

Abbildung 23. Hierarchische Selbstorganisation eines Blockcopolymers
auf der Basis von Coiled-Coils. Die Coiled-Coil-Faltung erzeugt ein am-
phiphiles, nichtkovalentes Blockcopolymer (hellblau: Polystyrol, rot
und blau: Coiled-Coil-bildende Peptide, gelb: PEG). Die Faltung der
Peptide geht mit der Aggregation des hydrophoben Polymerblocks
unter Bildung stabférmiger Micellen einher (a). Erwdrmen fiithrt zur
Dissoziation des Coiled-Coil und zum Morphologiewechsel zu einer
kugelférmigen Micelle (b), die nach der Riickfaltung des Coiled-Coil
(durch Abkiihlen) bestehen bleibt (c).""

dieser Einheiten in der Zelle dann die Proteinfragmente zu
einem funktionellen, fluoreszierenden Komplex verbindet.
Coiled-Coil-Peptide, die in spezifischer und stabiler Weise
binden (z.B. der Coiled-Coil-Bereich des Transkriptionsfak-
tors GCN4), und gentechnisch entwickelte Peptide wurden
fiir diesen Zweck eingesetzt.!'">> Alternativ konnen auch
die Wechselwirkungen natiirlicher Coiled-Coil-Proteine vi-
sualisiert werden, indem man diese mit Fragmenten kleiner,
fluoreszierender Proteine fusioniert.'” In einem Beispiel fiir
eine solche Strategie wurde ein dimeres Hetero-Coiled-Coil
zur Markierung von Proteinen in lebenden Zellen eingesetzt.
Eines der Peptide wurde rekombinant an den oberfldchen-
exponierten Terminus eines transmembrandren Rezeptor-
proteins gekniipft. Das entsprechende Peptid wurde mit der
fluoreszierenden Markierung versehen und dem Kultur-
medium zugesetzt. Innerhalb einer Minute hatte das fluo-
reszenzmarkierte Peptid durch Bildung von Hetero-Coiled-
Coils die Zelloberflidchen iiberzogen. Die Funktion des Re-
zeptors blieb von der Bildung der Coiled-Coils unbeeinflusst
(Abbildung 24).1'%!

In anderen Beispielen, die stirker synthetischen Charak-
ter haben, wurden Coiled-Coil-Einheiten und Lipidaggregate
kombiniert. In einem Fall wurden unterschiedliche Coiled-
Coil-bildende Peptide Losungen von Liposomen zugesetzt.
Die positiv geladenen Peptide adsorbieren an die Liposom-
oberflichen und bewirken eine Aggregation der Vesikel
(Abbildung 25). Obschon die Lipidpackung gestort wird,
bleiben Fusion oder Leckage der Liposomen aus. Dieses
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Abbildung 24. Visualisierung von Coiled-Coil-Wechselwirkungen:

a,b) Exprimieren von Zellen mit Coiled-Coil-markierten Oberflichenpro-
teinen (griin). Nach Zugabe des komplementiren Peptids (links drei
Heptaden; rechts vier Heptaden) wird die spezifische molekulare
Wechselwirkung an der Oberfliche nachgewiesen (rot, c). Das Sonden-
peptid mit vier Heptaden erwies sich als die effektivere Markierung."*
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Abbildung 25. Vesikelaggregation durch Coiled-Coil-Faltung und Wech-
selwirkung des kationischen Coiled-Coil mit negativ geladenen Mem-
branlipiden.”

Modellsystem konnte eingesetzt werden, um die gegenseiti-
gen Effekte von Lipidmembranen und Coiled-Coil-Peptiden
experimentell zu untersuchen.!>’!

Wie in Abschnitt 2.3 beschrieben wurde, dringen Hiill-
viren in Zellen ein, indem sie eine pH-abhingige Kon-
formationsédnderung unter Beteiligung eines Coiled-Coil-
Komplexes auslosen. Peptide, die mit viralen Hiillproteinen
einen extrem stabilen Komplex bilden, konnten eine Mog-
lichkeit bieten, die Infektionsrate durch Viren zu vermindern.
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Zum Screening solcher Inhibitoren benétigt man eine effizi-
ente Sensorplattform. In diesem Zusammenhang wurde ein
Coiled-Coil-Trimer basierend auf einem natiirlichen Virus-
protein an tragerfixierten Lipiddoppelschichten verankert
und die Peptidbindung an das Coiled-Coil verfolgt. Das
Konzept wurde anhand von zwei bekannten Inhibitorpepti-
den demonstriert, wobei der Bindungsvorgang mit AFM und
Ellipsometrie verfolgt wurde. Um zu einem funktionstiichti-
gen System zu gelangen, ist es aber noch ein weiter Weg.*®!

Ein anderes synthetisch-biologisches System wurde ent-
wickelt, das nicht auf die Hemmung der viralen Membran-
fusion, sondern auf deren Nachahmung abzielt. Ein Peptid,
das bei niedrigem pH-Wert ein a-helicales Trimer bildet,
wurde iiber seinen C-Terminus in einer liposomalen Dop-
pelschicht verankert. Am N-Terminus exponierte es einen
Tryptophylrest. Bei niedrigem pH-Wert, wenn das Peptid eine
helicale Konformation einnimmt, kommt es zur Fusion der
Liposomen (wenn auch nur langsam und unter Freisetzung
des Vesikelinhalts) durch Tryptophanyleinschub in benach-
barte Liposomen. Dieser Vorgang ist analog zur Fusions-
sequenz viraler Fusionsproteine.

Das letzte Beispiel, das wir hier vorstellen, basiert auf der
molekularen Erkennung der im Zusammenhang mit den
Zellmarkierungsexperimenten erwidhnten Peptide, die hier
aber nicht als Sensoren eingesetzt werden, sondern um starke
Veridnderungen an einem System zu bewirken. Die Peptide
wurden iiber einen kurzen flexiblen Abstandhalter an ein
membranverankertes Phospholipid gebunden. Strukturell
sind die Lipopeptide vereinfachte Versionen der SNARE-
Proteine, die an der Fusion der Lipidmembran in vivo be-
teiligt sind. Die Lipopeptide wurden in Liposomen eingebaut
(siche Abbildung 11, Abschnitt 2.3), und die Bildung von
Hetero-Coiled-Coils zwischen Liposomen fithrte zur Lipo-
somenfusion; der Prozess zeigte die Schliisselmerkmale na-
tirlicher Membranfusionsvorginge (Abbildung 26). Weil
dieses synthetische System einfacher ist als natiirliche Syste-
me, sind keine lange Coiled-Coils notwendig, damit die
Peptide ihre Funktion erfiillen: Der SNARE-Komplex (vier
Helices mit jeweils sechs oder sieben Heptaden) und der Li-
popeptidkomplex (zwei Helices mit je drei Heptaden) indu-
zieren beide die Fusion. Das beschriebene Fusionssystem
ermoglicht es, einen in eukaryotischen Zellen ablaufenden
Vorgang — die Fusion membranumgrenzter Organellen —
nachzubilden und so besser zu verstehen. Es ebnet auch den
Weg zu neuen Funktionen, z.B. zur Vektorisierung von
Wirkstofftransportliposomen.!>)

4. Zusammenfassung und Ausblick

Der gezielte Aufbau von Coiled-Coil-Sequenzen durch
spezifische Auswahl ihrer Bausteine — der Aminosduren —
offnet den Zugang zu einer erstaunlichen Vielfalt an Coiled-
Coil-Einheiten, -Aggregaten und -Systemen. Der Austausch
von nur zwei Aminosduren in einer Sequenz kann eine
drastische Anderung z.B. der Bindungsstirke oder der hier-
archischen Aggregation des Coiled-Coil bewirken. Diese ex-
treme Variabilitdt hat im Verlauf langer Evolutionszeitraume
Coiled-Coils hervorgebracht, die ein enorm breites Spektrum
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Abbildung 26. Vereinfachte Versionen von SNARE-Proteinen werden in
Liposomen eingebettet, und die Bildung des Hetero-Coiled-Coil 16st
die Liposomenfusion aus. a,b) Lichtmikroskopische Aufnahmen zweier
Chargen grofler Liposomen, die jeweils mit einer Sorte eines Lipopep-
tids funktionalisiert wurden. Die Pfeile markieren Beispiele zweier Li-
posomen. c) Beim Vermischen wird die Bildung von Riesenliposomen
beobachtet. Oben) Fusion zweier Lipidmembranen durch Coiled-Coil-
Komplexierung. Einschub unten) Die Fusion zellgroler Liposomen.
MaRstab: 10 um.[*!

von Funktionen in allen Arten von Zellen ausiiben. Coiled-
Coils steuern unter anderem die Bindung von Zellbestand-
teilen, sie bilden Strukturen verschiedenster Groenordnun-
gen, und sie haben dynamische Funktionen wie Hebel,
Kraftiibermittler, Gelenke und Klemmen.

Diese zahlreichen Funktionen bieten eine ausgezeichnete
Grundlage fiir die Erschaffung synthetisch-biologischer Sys-
teme — mit dem wichtigen Vorteil, dass die Korrelation zwi-
schen Aminosduresequenzen und Coiled-Coil-Aggregaten
relativ gut verstanden ist. Es sind zahlreiche Studien be-
schrieben, in denen die Bindungsspezifitdten und -stabilitdten
von Coiled-Coils ausgelotet wurden. Basierend auf diesen
Erkenntnissen hat man die Selbstorganisation von Coiled-
Coil-Einheiten zu Strukturen hoéherer Ordnung untersucht,
wobei reine Coiled-Coil-Aggregate wie auch Coiled-Coil-
Hybride erzeugt wurden. Auch das Ansprechverhalten von
Coiled-Coils auf die Umgebungsbedingungen wurde studiert.
Am Ende der Entwicklung steht ein Bereich, der noch weit-
gehend unerforscht ist: die Kombination von Coiled-Coils
oder Coiled-Coil-Hybriden mit anderen selbstorganisierten
Gebilden zum Aufbau funktioneller Systeme.

Natiirliche Selbstorganisationsprozesse sind hoch ausge-
reifte und funktionell vielseitige Vorginge, bieten aber nicht
immer die beste Losung fiir ein spezifisches Problem. Durch
Aufschliisseln der Natur gelangen wir zu neuen Methoden
und Ansitzen, mit deren Hilfe wir Strukturen konstruieren
konnen, die eine groBere Bandbreite von Funktionen als
natiirliche biologische Systeme haben. Wir konnen Coiled-
Coil-Hybride aufbauen, die in der Natur nicht vorkommen,
und die Selbstorganisation iiber Wege untersuchen, die in
natiirlichen Prozessen ebenfalls nicht realisiert sind. Wir
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konnen die Aggregation von Coiled-Coils, die von der Evo-
lution im Verlauf von Jahrmilliarden hervorgebracht wurde,
als ,,Sprungbrett® in neue Gebiete der synthetischen Biologie
nutzen.

Wir danken Dr. Herman Spaink fiir wertvolle Hinweise.

Eingegangen am 3. September 2009
Ubersetzt von Dr. Thomas Lazar, Paderborn
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