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P roteine und Peptide werden oft als Maschinerie des Lebens
beschrieben. Schon die einfachsten Bakterien haben Hun-
derte von Proteinen; zusammen iiben diese Proteine Tau-
sende von unterschiedlichen Funktionen aus. Die Zuverlés-
sigkeit dieser Funktionen hiangt von der Spezifitét ab, mit der
die einzelnen Komponenten der Maschinerie, die Proteine,
miteinander wechselwirken.

Studiert man die Formen und Funktionen von Proteinen
und fiihrt diese auf ihre Aminosiduresequenz zuriick, so kann
man die ,,Regeln® der Selbstorganisation des Peptids aufde-
cken, wodurch wiederum das De-novo-Design von Peptiden
sowie neuartige Formen und Funktionen zugénglich wer-
den.! Gut verstanden ist das Design linearer Aminosiure-
sequenzen, die sich zu definierten Sekundirstrukturen oder
-motiven falten, etwa zu a-Helices oder p-Faltbléttern. Eine
schwierigere Aufgabe ist das MaBschneidern von spezifischen
Wechselwirkungen zwischen diesen Motiven, d.h. zwischen
exakt positionierten Seitenketten. Durch bessere Kontrolle
der intermolekularen Wechselwirkungen ldsst sich die Funk-
tionalitdt des hergestellten Peptidaggregats und entsprechend
sein Anwendungspotenzial verbessern.

Bis vor kurzem bestand das Repertoire chemischer
Hilfsmittel, mit dem eine molekulare Peptid-Peptid-Erken-
nung induziert werden kann, aus vier nichtkovalenten
Wechselwirkungen von Aminosédure-Seitenketten: ionischen
Wechselwirkungen, =~ Wasserstoffbriicken, = hydrophoben
Wechselwirkungen und nt-Stapelung.”” Unlingst beschrieben
Zheng und Gao nun ein neues Instrument, ndmlich die
Quadrupolwechselwirkung (Abbildung 1), eine Verfeinerung
der mi-Stapelung.”! Wie diese Hilfsmittel angewendet werden,
um die Peptid-Peptid-Wechselwirkungen spezifisch zu ma-
chen, wird in diesem Highlight besprochen. Hauptsachlich
geht es hierbei um die Doppelwendel(Coiled-Coil)-Aggre-
gationsform, die innerhalb der ,,Peptidmaschinerie” am bes-
ten verstanden ist.[*”!
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Abbildung 1. Kalottenmodell der Fliche auf Fliche gestapelten
aromatischen Seitenketten von Phenylalanin und Perfluorphenylalanin.
Gezeigt ist die Verteilung des elektrostatischen Potentials; blau: posi-
tiv; rot: negativ. Phenyl und Perfluorphenyl haben ein entgegengesetz-
tes Quadrupolmoment, was eine elektrostatische Nettoanziehung zwi-
schen den mt-Oberflichen erméglicht.?!

1. Hydrophobe Wechselwirkungen: Im Allgemeinen ist der
hydrophobe Effekt die stiarkste Komponente bei Wech-
selwirkungen, die die Quartérstruktur von Proteinen und
Peptiden aufbauen. Besonders wichtig zur Stabilitdtsver-
starkung der Komplexe ist der Grad der sterischen Pass-
genauigkeit hydrophober Seitenketten. Allerdings sind
diese Wechselwirkungen nicht so spezifisch wie die
Wechselwirkungen zwischen hydrophilen Seitenketten.
Bei den Doppelwendelstrukturen waren hydrophobe
Designprinzipien am effizientesten fiir die Festlegung des
Oligomerisierungsgrades oder der relativen Orientierung
von o-Helices in Komplexen und nicht so sehr fiir die
Spezifizierung der Bindungspartner. In De-novo-Peptiden
wird diese starke, aber nichtexklusive Form der moleku-
laren Erkennung durch andere Mechanismen spezifischer
Bindung erginzt.

2. lonische Wechselwirkungen: Aminosduren mit geladener
Seitenkette sind wichtige Faktoren fiir die Einfithrung von
Spezifitat in Peptidkomplexe, und diese Strategie wird
auch am hiufigsten angewendet. Oft wird die Spezifitit
durch ein ,negatives Design® erreicht, d.h., eine be-
stimmte Struktur bildet sich durch Destabilisierung der
anderen Komplexmoglichkeiten.”! Viele heterodimere
Doppelwendelstrukturen haben angrenzend an den hy-
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drophoben Kern geladene Reste, die so angeordnet sind,
dass die eine Helix positiv und die andere negativ geladen
ist, sodass keine Homodimere gebildet werden konnen.
Auch durch Kontrolle der intermolekularen elektrostati-
schen Wechselwirkungen durch Anderungen im pH-Wert
oder der Salzkonzentration lésst sich die Bindungsspezi-
fitdt des Peptids dndern. Dieses Konzept wurde anhand
iterativer pH-Zyklen demonstriert, durch die spezifisch
eine, zwei oder alle drei Helices einer urspriinglich tri-
meren Doppelwendelstruktur ausgetauscht wurden.

3. Wasserstoffbriicken: Auch mit Wasserstoffbriicken lésst
sich in die Doppelwendelstrukturen Spezifitit einfiihren,
indem Wasserstoffbriicken bildende Reste in den hydro-
phoben Kern eingebaut werden. Der korrekte Einbau von
polaren Resten, die Wasserstoffbriicken bilden konnen,
begiinstigt eine bestimmte Niedrigenergiestruktur gegen-
iiber anderen moglichen Strukturen. Welch hohe Bin-
dungsspezifitdt die Wasserstoffbriicken in die Doppel-
wendel-Wechselwirkung einbringen, zeigte beispielhaft
die Bildung von drei verschiedenen Heterodimeren aus
Losungen von sechs Peptiden. Die Selektivitdt entstand
durch den Austausch einer einzigen (entweder natiirlichen
oder von Harnstoff abgeleiteten) Wasserstoffbriicken bil-
denden Aminoséure in einer Kernposition des jeweiligen
Peptids.”

4. m-m-Wechselwirkungen: Aromatische Wechselwirkungen
haben eine hydrophobe und eine elektrostatische Kom-
ponente, die sich aus dem Quadrupolmoment ergibt.”®! Im
Proteinzentrum sind derartige Wechselwirkungen haufig
anzutreffen und dienen zur Stabilisierung von Peptid-
wechselwirkungen von a-Helices und f-Faltblittern. Wie
die hydrophoben Wechselwirkungen wurden auch m-rt-
Wechselwirkungen vor allem dafiir genutzt, um spezifische
Konfigurationen in Homokomplexen zu stabilisieren,
weniger zur Induktion von spezifischen Wechselwirkun-
gen zwischen verschiedenen Peptiden.®] Wegen ihrer
Komplexitédt infolge der schlecht bestimmbaren hydro-
phoben und elektrostatischen Komponenten, variabler
Packungsgeometrien und Wechselwirkungen mit anderen
Einheiten sind n-nt-Wechselwirkungen als Hilfsmittel zum
Peptiddesign noch nicht gut verstanden.

Nun haben Zheng und Gao gezeigt, dass die Quadrupol-
wechselwirkung als neues Instrument genutzt werden kann,
um Peptidwechselwirkungen spezifisch zu machen. In einer
aktuellen Arbeit demonstrieren sie, wie eine korrekte Plat-
zierung von aromatischen und perfluorierten aromatischen
Ringen gezielt selektive Protein-Protein-Wechselwirkungen
hervorbringen kann.”! Das Peptid a,D faltet normalerweise
zu einem Homodimer, bei dem jedes Peptid eine Helix-
Schleife-Helix-Konformation einnimmt. Dabei geht eine
Phenylalaninseitenkette jeder Helix eine Flache-auf-Fliche-
Stapelung ein, wodurch ein hydrophober Kern aufgebaut
wird. Eine Doppelmutante, bei der beide Phenylalaninreste
gegen ihre fluorierten Gegenstiicke ausgetauscht sind, bildet
ebenfalls ein Dimer mit der gleichen Struktur. Der fluorierte
Komplex ist stabiler (Schmelztemperatur 80°C bei 25 um
gegeniiber 30°C fiir den Wildtyp), denn die Fluoratome sind
hydrophober als die Wasserstoffatome. Werden beide stabi-
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len Dimere gemischt, findet ein vollstindiger Ubergang vom
Homo- zum Heterodimer statt (Abbildung 2).”! Die Spezifi-
tat des Heterodimers beruht auf der Quadrupolwechselwir-
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Abbildung 2. Durch die Quadrupolstapelung zwischen aromatischen
Ringen und ihren perfluorierten Gegenstiicken kénnen spezifische
Protein-Protein-Wechselwirkungen erzeugt werden. Dies resultiert in
der exklusiven Bildung von Heterodimeren, wenn zwei entsprechende
Homodimerpaare gemischt werden.?!

kung zwischen den gestapelten aromatischen und perfluor-
aromatischen Ringen. Zu dieser molekularen Erkennung
kommt es deswegen, weil das elektrostatische Potential des
aromatischen Molekiils innerhalb des Rings negativ ist; der
perfluorierte Ring hat zwar ein fast ebenso grofies Quadru-
polmoment, zeigt aber wegen der Elektronen ziehenden
Fluorsubstituenten eine umgekehrte Polaritdt mit negativem
elektrostatischem Potential an den Fluoratomen auBerhalb
des Rings. Diese Ladungsanordnung fiihrt zu einer elektro-
statischen Nettoanziehung zwischen den parallelen rt-Flachen
(Abbildung 1).

Der Beitrag, den jedes Phenylalanin-Perfluorphenyl-
alanin-Paar zu der Bindungsenergie des Dimers leistet, wurde
mithilfe von einem  Doppelmutationszyklus  zu
—(1.0£0.3) kcal mol " abgeschiitzt.”! Dieser Wert ist in seiner
GroBenordnung vergleichbar mit dem Beitrag schwacher
Wasserstoffbriicken und allgemein kleiner als der Beitrag
ionischer und hydrophober Wechselwirkungen. Ublicher-
weise haben Proteine und Peptide eine Faltungsstabilitédt von
annihernd 5-10 kcalmol.,® die sich aus einer Kombination
von stabilisierenden und destabilisierenden Wechselwirkun-
gen zusammensetzt. Der kombinierte Betrag dieser Energien
ist um einiges grofer als die Endsumme. Um das Resultat
(beziiglich der Stabilitit wie auch der Spezifitit) infolge des
Zusammenspiels nichtkovalenter Wechselwirkungen genauer
vorhersagen zu konnen, wire es niitzlich, die Quadrupol-
wechselwirkung weiter zu quantifizieren.

Obwohl die Quadrupolwechselwirkung des Phenyl/Per-
fluorphenyl-Paars bekanntermaflen zur molekularen Erken-
nung kleiner Molekiile beitragen kann,™'”) wurde in zwei
fritheren Arbeiten iiber die molekulare Erkennung von
Peptiden oder Peptoiden unter Beriicksichtigung von Qua-
drupolwechselwirkungen keine Stabilisierung beobach-
tet."?l Grund dafiir kénnte das Nichterreichen einer prizi-
sen Stapelgeometrie der aromatischen Ringe sein, die fiir die
Stabilisierung notwendig ist. Daher ist es wahrscheinlich
schwierig, trotz des leichten (chemischen wie auch rekombi-
nanten) Einbaus von Fluorarenen in Peptidsequenzen ent-
sprechende Sequenzen mafzuschneidern, bei denen die
Phenyl- und Perfluorphenylseitenketten eine optimale Sta-
pelgeometrie einnehmen.
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Fassen wir zusammen: Durch Quadrupolwechselwirkung
zwischen aromatischen und perfluorierten aromatischen
Ringen konnte die Spezifitdt der Bindung zwischen Peptiden
effektiv festgelegt werden. Diese Wechselwirkung bietet sich
daher als neues Instrument fiir das Design spezifischer Pep-
tidwechselwirkungen an. Damit sie aber allgemein und zu-
verldssig genutzt werden kann, sind weitere Untersuchungen
notig, beziiglich der Bindungsenergie wie auch der Bin-
dungsgeometrie. Bereits deutlich wurde allerdings, dass die
Quadrupolwechselwirkung das Repertoire der Designregeln
erginzt, die es ermoglichen, Peptide als anspruchsvolle Bau-
steine fiir den Aufbau von Nanomaterialien zu nutzen; damit
erweitert sie auch das Spektrum an funktionellen Peptidag-
gregaten.

Wir sind zwar nach wie vor recht weit davon entfernt,
zuverlassig Peptide auf gewiinschte Funktionen hin zu pro-
grammieren, dank der heute verfiigbaren chemischen Hilfs-
mittel sind wir nun aber besser in der Lage, spezifische
Wechselwirkungen zwischen Peptiden einzurichten. Je grof3er
unser Repertoire an Hilfsmitteln wird, desto groer wird auch
die Bandbreite moglicher ,,Peptidmaschinen werden.
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