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Kurzzusammenfassung

Eine der wesentlichen Eigenschaften von Proteinen ist die Fahigkeit zur Faltung in
eine dreidimensionale, biologisch aktive (native) Konformation, welche von der
Aminosduresequenz (Primérstruktur) bestimmt wird. Bereiche innerhalb eines
Proteins, die eine eigenstdndige, autonome Faltung (Sekundéarstruktur) aufweisen
werden dabei als Doménen oder Module bezeichnet und bestimmen neben der
Faltungstopologie auch die Funktion eines Proteins. Wahrend sich Protein-
Interaktionsdoménen wie beispielsweise WW-Doménen durch eine spezifische
Bindungsaffinitit gegeniiber einem Liganden auszeichnen, haben Oligomerisierungs-
module (z.B. Coiled Coils) die besondere Fihigkeit zur Selbsterkennung im Sinne
eines molekularen ,ReifSverschluss”. Da viele Proteinmodule auch im isolierten
Zustand, also unabhidngig von ihrer nattirlichen Proteinumgebung, Faltung und
Funktion bewahren, sollten im Rahmen dieser Arbeit zunichst kleine, mehrmodulare
Proteine  baukastenartig synthetisiert und anschlieSend zu neuartigen,
multifunktionalen Proteinkomplexen kombiniert und spektroskopisch charakterisiert

werden.

Im synthetischen Teil dieser Arbeit wurden zundchst verschiedene WW-Doménen
und o-helikale Coiled Coils seperat mittels Festphasensynthese synthetisiert, wobei
erstere als Funktionsmodule und letztere als Oligomerisierungsmodule mit homo-
und heteroassoziativen Eigenschaften gewdhlt wurden. Gemdfs einem , Baukasten-
Prinzip” wurden die einzelnen Module anschlieffend mittels nativer chemischer
Ligation (NCL) zu neuartigen Proteinen zusammengeschaltet. Wie geeignete
biophysikalische Untersuchungen dieser Zwei-Doménen-Proteine zeigten, bleiben
sowohl die Faltung (Sekundérstruktur) als auch die Funktion der jeweiligen Module
im Ligationsprodukt erhalten. Mit Hilfe der assoziativen Eigenschaften der Coiled
Coil Einheiten konnte schliefslich auch ein heteromerer Vier-Modul-Komplex mit
definierten Eigenschaften generiert und somit das grofie Potential dieses modularen

~Baukasten-Prinzips” erfolgreich unter Beweis gestellt werden.
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Abstract

One of the most significant features of proteins is their physical ability to fold into a
three-dimensional, biologically active conformation, the native state, which is
determined by the amino acid sequence (primary structure). Regions within a protein
that show an individual folding (secondary structure) are called domains or modules
and usually determine its overall topology and function. While protein-interaction
domains such as WW-domains are characterized by a strong affinity towards certain
ligands the unique self-recognition ability of various oligomerization modules (e.g.
coiled coils) allow them to act as a molecular “zipper”. Since many isolated protein
modules preserve their individual folding even under non-physiological conditions
our goal was to synthesize tailor-made peptides in a modular fashion and combine

them to novel multifunctional protein complexes.

In the synthesis part of this work several WW domains and o-helical coiled coils were
at first separately synthesized on solid phase. While the former being responsible for
functionality the latter were chosen as homo- and heteroassociative segments.
Combination of both via native chemical ligation (NCL) then yielded novel
bimodular proteins in a “building block” fashion. As subsequent biophysical studies
revealed, neither the folding (secondary structure) nor the functionality of the
individual domains were significantly altered upon chemical ligation. Using the self-
recognizing nature of the coiled coil subunits we were furthermore able to generate a
quaternary heteromeric complex with well-defined properties successfully

demonstrating the great potential of this modular "building block" principle.
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Gencodierte Aminosduren, die in den Synthesen verwendet werden:
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1. Einleitung

1.1. Proteindominen als modulare und selbstorganisierende Bausteine

Proteine sind makromolekulare Polypeptide, die an nahezu allen intra- unter
interzelluldren Prozessen beteiligt sind.l'2l Neben Strukturproteinen (z.B. Kollagen
oder Keratin) und Transport- oder Speicherproteinen (z.B. Himoglobin) sind hier vor
allem Enzyme und Hormone zu nennen, die wichtige biologische Prozesse im
Organismus steuern.B! Entscheidend fiir die Funktion eines Proteins ist dabei nicht
nur die Zusammensetzung der Aminosdurekette (Primérstruktur), sondern auch
deren sequenzabhingige rdumliche Faltung in unabhingige Bereiche, die als
Doménen oder Module bezeichnet werden. Diese bilden eine kompakte Anordnung
von Sekunddrstrukturelementen (a-Helices, f-Faltbldtter oder f-Schleifen) und sind
durch komplexe Linker miteinander verbunden.*7] Die vielfiltige Kombination von
Modulen nach einem ,Baukastenprinzip” bildet die Grundlage fiir den Aufbau
zahlreicher Proteine mit unterschiedlichen Faltungstopologien und Funktionen.
Zudem haben viele Proteinmodule die Fahigkeit, auch aufierhalb des Proteins ihre
definierte Sekundérstruktur einzunehmen, welche essentiell fiir ihre biologische

Aktivitat ist.[8-12]

Modul (Doméne)

N-Terminus s s e ’ - '— s e s w0 C-Terminus
_ J
v

2

Protein mit modularer Architektur

Schema 1. Die modulare Architektur von Proteinen (schematische Darstellung).
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Neben solchen modularen Verkniipfungen spielt die Selbsterkennung (gerichtete
Assoziation) von Proteinen eine elementare Rolle in zelluldren Prozessen. Hierbei
bewirken diverse intermolekulare hydrophobe und ionische Wechselwirkungen, dass
Peptid- oder Proteinsegmente als “Reifiverschluss” fungieren, welcher die Proteine
an die sie kovalent gebunden sind, zusammenhlt. Ein bekanntes Beispiel hierftir sind
Transkriptionsfaktoren, die an bestimmte Sequenzen der DNA binden. [13]

Eine interessante Herausforderung fiir die Wissenschaft ist es, die Modularitdt und
Fahigkeit zur Selbstorganisation einzelner Proteindoménen fiir die Konstruktion von
neuartigen Proteinen sowohl in vivo als auch in vitro zu nutzen. Die dieser Arbeit
zugrunde liegende Strategie besteht darin, die freie Kombinierbarkeit einzelner
Module zu nutzen, um multifunktionale Proteine mit mafigeschneiderten, definierten
Eigenschaften zu konzipieren. Gleichzeitig soll die Fahigkeit bestimmter Doménen
zur molekularen Selbsterkennung genutzt werden, um modular aufgebaute Proteine
(bestehend aus assoziativen und funktionellen Modulen) mit individuellen
funktionellen Eigenschaften baukastenartig zusammenzuschalten und somit die

Herstellung von multifunktional Proteinkomplexen zu ermoglichen (Schema 2).

funktionelle Module

tm
chemlsg_h miteinander >
R (H]

assoziative Module

5 ! modular aufgebauter Proteinkomplex

Schema 2. Modular aufgebaute Proteinkomplexe mit definierten Eigenschaften. Funktionelle
und assoziative Module (Oligomerisierungsmotive) konnen iiber einen Linker miteinander
verkniipft werden (hier: zu einem Zwei-Modul-Protein) und durch gerichtete Assoziation der
Oligomerisierungsmotive (hier: Dimerisierungsmodule) baukastenartig zu einem Protein-
komplex mit unterschiedlichen funktionellen Eigenschaften miteinander kombiniert werden.
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Als Beispiel fiir die erfolgreiche Realisierung eines solchen modularen Konzepts sei
hier die Entwicklung von kiinstlichen Antikérpern mit neuen Bindungs-
eigenschaftenl! oder die gerichtete Enzym-Reassemblierung genannt.l’s] Dartiiber
hinaus spielt die modulare Synthese auch im Rahmen der synthetischen Biologie eine
grofie Rolle, bei der durch die Zusammenfiihrung von synthetischen und
biologischen Einheiten neuartige Molekiile, Gewebe oder Zellen geschaffen werden

sollen.[16]

1.2. Strategien zur Synthese von modularen Proteinen

Fiir die Synthese modularer Proteine stehen mehrere Strategien zur Verfligung,
wobei neben molekularbiologischen Ansdtzen (Proteinexpression) auch die
chemische Proteinsynthese genutzt werden kann.718] Im Gegensatz zu den
alternativen rekombinanten Methoden der Proteinsynthese liegen die Vorteile der
chemischen Synthese besonders in der multiplen Handhabung. So erlaubt ein hoher
Grad an Automatisierung eine parallele Synthese von mehreren Peptiden in kurzer
Zeit. Weiterhin konnen Modifikationen durch den Einsatz von proteinogenen als
auch nicht-proteinogenen Aminosduren in die Polypeptidkette erreicht werden. Fiir
die chemische Synthese von Peptiden und Proteinen hat sich vor allem die von
Merrifield entwickelte Festphasensynthese (SPPS) an einem polymeren Trager als
eine sehr effektive Methode bewihrt, welche mit einer orthogonalen Schutzgruppen-
strategie einhergeht.['92l] Im Hinblick auf die modulare Synthese von Proteinen
konnen zusitzlich Ligationsmethoden genutzt werden, die es erlauben, ein Protein
aus mehreren einzelnen Fragmenten zusammenzusetzen.[2226] Besonders praktikabel
und von grofier Bedeutung sind vor allem chemoselektive Ligationsstrategien, die
das gezielte Zusammensetzen eines Proteins aus einzelnen ungeschiitzten
Fragmenten, wie Dominen oder Peptiden, erlauben und zu einer nativen
Peptidbindung an der Verkniipfungsstelle fithren (Schema 3).[27291 Diese haben
zudem den Vorteil, dass aufgrund der chemoselektiven Reaktion zweier terminaler
funktioneller Gruppen keine Schutzgruppen notwendig sind und die Ligation unter

milden Bedingungen in wéssrigen Losungen durchgefiihrt werden kann.
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Peptid 1 Peptid 2

COO"

*NH3

OH

CHs NH;
chemische Ligation
(chemoselektive Reaktion)
Hg*

coor
*NH3

Schema 3. Chemoselektive Ligation ungeschiitzter Fragmente.

Als eine ausgezeichnete Methode fiir die chemoselektive Kupplung zweier
ungeschiitzter Peptidfragmente hat sich vor allem die native chemische Ligation
(NCL) bewdhrt.?0l Dartiber hinaus kommt die NCL auch in Kombination mit
biosynthetischen, rekombinaten Methoden, wie beispielsweise der Ligation
exprimierter Proteine (EPL, Expressed-Protein-Ligation), zur Anwendung.[3132
Derartige semisynthetische Ansitze erlauben die Verkniipfung synthetischer mit
rekombinanten Fragmenten, was prinzipiell den Zugang zu Proteinen
unterschiedlichster Grofle ermoglicht, die im Anschluss fiir biologische und

biophysikalische Studien zur Verfiigung stehen.



EINLEITUNG

1.2.1. Native chemische Ligation (NCL) als Werkzeug fiir die modulare

Synthese von Proteinen

Eine bemerkenswerte Weiterentwicklung des Ligationsprinzips nach Wieland et al.[27]
gelang Kent & Dawson et al. 1994 mit der Einfiihrung der nativen chemischen
Ligation (NCL), welche heute eine der Ileistungsfdhigsten Methoden zur
Peptidligation darstellt.?0] Der Vorteil der NCL besteht darin, vollstindig native
Strukturen mittels chemischer Synthese zu konstruieren. So umfasst diese
Kupplungsmethode die chemoselektive Verkniipfung zweier ungeschiitzter
Peptidfragmente unter Bildung einer nativen Peptidbindung. Dabei findet zwischen
einem C-terminalen Peptidthioester und einem zweiten Peptidfragment mit N-
terminalem Cystein-Rest zunéchst eine chemoselektive, reversible Umesterung statt,
bei der die nukleophile Thiolgruppe des Cysteins mit dem C-terminalen Thioester
des zweiten Peptidfragments reagiert. Der anschlieffende geschwindigkeits-
bestimmende Reaktionsschritt ist die sogenannte intramolekulare S—N Umlagerung
(Acyltransfer), bei der ein fiinfgliedriger, zyklischer Ubergangszustand unter
Ausbildung einer stabilen Peptidbindung durchlaufen wird (Abb. 1). Die
Chemoselektivitdt beruht hierbei auf der Tatsache, dass nur N-terminale Cysteine mit
freier Aminogruppe einen Acyltransfer erlauben, wéahrend interne Cysteine lediglich
»inaktive” Thioester bilden, die keine Peptidbindung ausbilden kénnen. Ein weiterer
wesentlicher Vorteil der nativen chemischen Ligation liegt in der relativ einfachen
Durchfiihrung der Reaktion unter milden Bedingungen, in wéssrigen Pufferlosungen
und bei neutralem pH-Wert. Dartiber hinaus konnen alle proteinogenen
Aminosduren auf C-terminaler Seite an der NCL teilnehmen, wobei die
Seitengruppen der Aminosduren am Thioester einen bedeutenden Einfluss auf die
Geschwindigkeit der NCL haben. So beeinflussen sterisch anspruchsvolle
Seitenketten, wie beispielsweise die der Aminosduren Leucin, Isoleucin oder Valin,
die Reaktionsgeschwindigkeit der Umesterung nachteilig.®3 Dariiber hinaus hangt
die Geschwindigkeit der Umesterung auch von der Natur des Thioesterderivats ab,
so dass bevorzugt Arylthioester eingesetzt werden, um einen schnellen Thiol-
Thioester-Austausch gewdahrleisten zu kénnen (Aryl > Alkyl).343] Ein intrinsischer
Nachteil der NCL ist jedoch die Notwendigkeit fiir das Vorhandensein eines N-

terminalen Cysteins. Um dieses Problem zu umgehen, bietet sich hier beispielsweise
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die Einfiihrung von sogenannten Auxilliaren an, die am N-Terminus eines Peptids
angebracht werden und nach der Hilfsgruppen-vermittelten Ligation wieder leicht

entfernt werden konnen.[36]

chemoselektive Ligation
H

R
N-terminales Peptid SR1 + C-terminales Peptid
N A HoN
H
O

reversible
Thioesterlibertragung

+RLSH|- RL-SH

H
N
N-terminales Peptid >/ﬁ\/2'
R
C-terminales Peptid

irreversible,
intramolekulare
S/N Umlagerung

H
N C-terminales Peptid
N-terminales Peptid

Abbildung 1. Mechanismus der nativen chemischen Ligation. (R = Seitenkette der
entsprechenden Aminosdure, R! = Benzyl-, Phenylrest).

Insgesamt stellt die NCL jedoch ein dufierst leistungsstarkes Werkzeug zur Ligation
dar und findet inzwischen eine breite Anwendung in der Proteinsynthese.
Dementsprechend sollen im Rahmen dieser Arbeit Peptide in einer modularen Art
und Weise zu kleinen Proteinen kombiniert werden, wobei die NCL als “Klebstoff”

fiir die kovalente Verkniipfung zweier Module eingesetzt werden kann.
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1.2.2 Synthese von Peptidthioestern fiir die native chemische Ligation

Der einfache Zugang zu C-terminalen Peptidthioestern steht im Fokus vieler
Bemiihungen, da diese insbesondere fiir die NCL unverzichtbare
Ausgangsmaterialien sind und damit wichtige Bestandteile fiir die Proteinsynthese
darstellen. Fur gewohnlich werden C-terminale Peptidthioester mittels
Festphasensynthese (SPPS) sowohl mit der Boc- als auch der Fmoc-Strategie
hergestellt.l’740] Obgleich sich die Boc-SPPS-Strategie fiir die Thioestersynthese
bewédhrt hat, bedarf die Abspaltung vom Harz aufgrund der stark sauren
Bedingungen (Fluorwasserstoff oder Trifluormethansulfonsdure) einer speziellen
Laborausrtistung. Im Gegensatz dazu wird die Fmoc-SPPS-Strategie mit milderen
basischen Abspaltbedingungen fiir die Bildung von Peptidthioestern bevorzugt,
welche allerdings durch die Basenlabilitdt der Thioester (Hydrolyse) eingeschrankt
wird. Bekannte Beispiele fiir die Generierung von Peptidthioestern mittels Fmoc-
SPPS sind die sogenannten ,safety catch”-Linker.#142 Dabei kommt ein
Alkansulfonamid-Linker zum Einsatz, der im Anschluss an die Fmoc-SPPS mit
Diazomethan[*l oder lodacetonitrili*4l in ein Sulfonamid {tiberfiihrt wird und durch
anschlieflende Abspaltung mit nukleophilen Thiolen den o-Thioester liefert. Ein
alternativer Ansatz fiir die Synthese von Thioestern, welcher auch im Rahmen dieser
Arbeit genutzt wurde, beinhaltet die Verwendung von sdurelabilen Trityl-Harzen,
welche eine Abspaltung der Peptide unter leicht sauren Bedingungen und den Erhalt
der Seitenschutzgruppen ermoglicht (Abb. 2).41 Die freie C-terminale
Carboxylfunktion wird nach Aktivierung (z.B. DIC und HOBt) durch Zugabe eines
geeigneten Thiols (z.B. p-Acetamidothiophenol) verestert. Nach Abspaltung aller
Seitenschutzgruppen mit TFA wird der vollstindig entschiitzte Peptidthioester

erzeugt.

e O ¢ ¢ -
(o 54O 5158 o (o oon L () o

Abbildung 2. Strategie fiir die Synthese eines Peptidthioesters an einem Trityl-Harz. (TFA =
Trifluoressigsdure, SG = Schutzgruppen der entsprechenden Aminoséduren, R! = Phenyl- bzw.
Benzylrest).
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1.3. Geeignete Domadnen fiir die Synthese modular aufgebauter Proteine

Das Konzept der modularen Synthese mafsgeschneiderter Proteine nach einem
Baukasten-Modell bedarf geeigneter struktureller Einheiten (z.B. Doménen oder
Sekundarstrukturelemente) mit folgenden Eigenschaften: Sie miissen eine gefaltete
Konformation (Sekundarstruktur) einnehmen, die mit dem Erhalt der biologischen
Aktivitdat (Protein-Interaktion/-Wechselwirkung) einhergeht sowie unter physio-
logischen Bedingungen stabil sein. Ferner sollten sie frei kombinierbar und beziiglich
Struktur- und Interaktionsstudien mittels bioanalytischer Methoden (z.B. CD-

Spektroskopie) leicht zu analysieren sein.

Auf der Basis von Vorarbeiten in der Gruppe ,Molekulare Bibliotheken” wurden in
dieser Arbeit Coiled Coils als Oligomerisierungmodule ausgewdhlt, deren
Faltungseigenschaften gut untersucht sind und die sowohl eine gerichtete
Assoziation ermoglichen sowie eine hohe Stabilitdt im isolierten Zustand aufweisen.
Desweiteren wurden WW-Domidnen als funktionelle Motive fiir die Synthese
modularer Proteine ausgewéhlt. Diese biologisch relevanten Doménen sind
synthetisch zuganglich und kénnen unabhéngig von ihrer nativen Proteinumgebung

eine gefaltete f-Faltblatt-Struktur einnehmen.

1.3.1. Das Coiled Coil Motiv - Verwendung als Oligomerisierungsmodul

Das o-helikale Coiled Coil ist ein in der Natur weit verbreitetes Strukturmotiv,
welches erstmals 1953 von Crick beschrieben wurde und in diversen biologisch
aktiven Proteinen zu finden ist.[*0] Bestehend aus zwei oder mehreren o-helikalen
Polypeptidketten, die umeinander zu einer ,Superhelix” gewunden sind, haben
Coiled Coils die Eigenschaft homo- oder heteromere Assoziationsnetzwerke zu
bilden.l#”] Aufgrund dieser besonderen Fahigkeit zur Selbstorganisation bzw.
Selbsterkennung sind Coiled Coil Peptide geradezu pradestiniert, um funktionelle
Einheiten sowie Aggregate oder Systeme zu konstruieren und folglich als Protein-

Interaktionsbausteine zu fungieren.[4s]
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Die Selbstorganisation ist auf ein wiederkehrendes Heptadenmuster zurtickzuftihren
(-a-b-c-d-e-f-g-),, welches durch die Aminosduresequenz gegeben ist (Abb. 3). Dieses
Aminosduremotiv beinhaltet unpolare Aminosédurereste an den Positionen a und d
(z.B. Leucin, Isoleucin oder Valin), die ineinander greifen (,, knobs-into-holes”) und eine
amphipathische Helix mit einem hydrophoben Kern ausbilden, was die Triebkraft ftir
die Stabilitédt des Coiled Coil Faltungsmotivs darstellt.[*9] Die restlichen Positionen b, ¢
und f sind tberwiegend hydrophil, wobei die Positionen e und g mit geladenen
Aminosdureresten (z.B. Glutaminsdure und Lysin) besetzt sind und durch die
Bildung von nichtkovalenten inter- und intrahelikalen Wechselwirkungen (wie z.B.

Salzbriicken) zur Spezifitiat der Bindung beitragen.[50

A B

lonische
Wechselwirkungen

hydrophobe

W

lonische
Wechselwirkungen

Abbildung 3. Dimeres paralleles Coiled Coil. A. Helixrad-Diagramm eines homodimeren
Coiled Coils, welches die sich wiederholenden Sequenzeinheiten von sieben Aminosduren
(~heptad repeat”) mit den Positionen a bis g (bzw. a” bis g') darstellt. B. Seitenansicht des
parallelen Coiled Coils. Das Helixgertist wird durch die beiden Zylinder und die
Aminosdurepositionen a bis g (bzw. a’ bis g') durch Kreise visualisiert. (Die Abbildungen sind
der Publikation von Arndt et al.[50 entnommen).

Dartiber hinaus werden der Oligomerisierungszustand (Homomer, Heteromer etc.),
die Bindungsrichtung (parallel oder anti-parallel) sowie die Lange und die Stabilitait
durch die Aminosduresequenz bestimmt.511 Die molekulare Erkennung von Coiled

Coils ermoglicht die nichtkovalente Bindung von Biomolekiilen oder Strukturen.
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In der Natur fungieren Coiled Coils u.a. in Biomolekiilen als Proteinbinder von
Zellbestandteilen  (z.B. Bildung von Signaltransduktionskomplexen  und
Transkriptionsfaktoren),521 ~ strukturelle Abstandhalter (z.B. Separierung von
Zellwdnden und Membranen),53 Vermittler von Membranfusionen (SNARE
Proteinkomplexe)54l sowie als dynamische Module (z.B. Motorproteine).55 Diese
unterschiedlichen Funktionen hat sich die biochemische Forschung zu Nutze
gemacht, um Coiled Coil basierte Grundeinheiten mit diversen anderen
(biologischen) Komponenten zu funktionellen Systemen zu kombinieren. So setzten
beispielsweise Jiang et al. die Selbstorganisation von Coiled Coils fiir ihre Studien ein,
um das Assoziationsverhalten von o-Synuclein zu untersuchen.l5 Desweiteren
konnten Boato et al. synthetische, virusartige Partikel mittels Coiled Coil
Assoziationen  generieren.’’l. Neben dem Phdnomen der molekularen
Selbsterkennung bietet sich das Coiled Coil Motiv zusidtzlich wegen seiner
kontrollierbaren Merkmale und Variabilitdt als Baustein fiir die Synthese an. Die
wichtigsten Eigenschaften sind dabei die festgelegte Form und Grofle, die sich aus
dem Heptadenmuster ergebende Stabilitit und Vielfalt der Strukturen und
Funktionen, die direkte Sequenz-Struktur Abhdngigkeit und schliefilich die
Moglichkeit zur Funktionalisierung am C- und N-Terminus. Basierend auf Coiled
Coil Interaktionen besteht eine besondere Herausforderung in der Synthese von
Proteinen mit individuellen Funktionen, welche sich auf gewtinschte Art und Weise
in einem Oligomerisierungskomplex kombinieren lassen konnen. Damit eroffnen sich
neue Wege, natiirliche Prozesse zu verstehen und zu modifizieren, mit dem Ziel,
multifunktionelle Systeme zu erzeugen, welche biologische Prozesse im Organismus

zielgerichtet beeinflussen kénnen.

1.3.1.1. Der GCN4 Leucin-Zipper - Ein typisches Dimerisierungsmodul

Ein populédrer und umfassend charakterisierter Coiled Coil Vertreter aus der Familie
der bZip-(basic region leucine zipper)-Transkriptionsfaktoren ist die GCN4 (general
control protein)-Doméne, die fur die Aktivierung von mehr als 30 Genen in der
Aminosdure-Biosynthese verantwortlich ist.[58] Das gesamte GCN4-Protein umfasst
281 Aminosduren und setzt sich aus der Leucin-Zipper Domdne und einem DNA

bindenden, basischen Motiv zusammen.
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Bei der Leucin-Zipper Doméne handelt es sich um ein Dimerisierungsmodul,
bestehend aus zwei 33 Aminosdure langen o-Helices, die sich wie eine Art
Reifsverschluss (zipper engl. Reifsverschluss) ineinander ftigen und so an die basischen
Motive in der DNA Sequenz binden (Abb. 4, A). Dabei ragen die Leucinreste des
einen Proteins der o-Helix heraus und bilden mit den Leucinresten des anderen
Proteins eine Coiled Coil Domine.” Die Interaktion beider Helices folgt dem ,,Crick
Prinzip”, wobei die Aminosduren in a und d Positionen den hydrophoben Kern
ausbilden, wéhrend die benachbarten Aminosduren in e und g Positionen durch
Ausbildung von Salzbriicken zur inter- und intramolekularen Stabilitdt und Spezifitit
beitragen.l®0] Die d Positionen sind ausschliefilich von Leucin besetzt, wiahrend die a
Positionen von Valin besetzt werden (Abb. 4, B). Somit kommt es zur Ausbildung
hydrophober Kontaktfldchen. Jedoch ist die Position a in der dritten Heptade mit der
polaren = Aminosdure  Asparagin = besetzt, deren Relevanz  fir  die
Dimerisierungsvorgange mit Hilfe verschiedener Untersuchungen belegt wurde.[61]
O’Shea et al. konnten 1989 zusdtzlich die parallele Orientierung beider Helices

nachweisen.[62]

Abbildung 4. Der GCN4 Leucin-Zipper. A. Homodimere bZIP-Domidne des
Transkriptionsfaktors GCN4 Leucin-Zipper assoziiert an DNA (Die Abbildungsdaten sind der
PDB: 1YSA entnommen).[®3l B. Helixrad-Darstellung des GCN4 Leucin-Zippers. Die
tiberkreuzten Pfeile repriasentieren die hydrophoben Interaktionen zwischen beiden Helices
und die gestrichelten Pfeile inter- und intramolekulare Salzbriicken.

11
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Aufgrund seiner gut aufgelosten Kristallstruktur stellt das GCN4-Protein ein ideales
Forschungsmodell fiir Coiled Coil Untersuchungen mit unterschiedlichen Ansétzen
dar. So untersuchten Portwich et al. die homo- und heterospezifischen Assoziations-
eigenschaften der Leucin-Zipper Domdne des GCN4-Proteins auf der Grundlage der
SPOT-Technologie auf Zellulose-Membranen.[*] In diesem Zusammenhang wurden
die Einfliisse von Aminosduresubstitutionen auf die Assoziation analysiert und die
Stochiometrien mittels biophysikalischer Methoden {iberpriift. Ausgehend vom
natiirlich vorkommenden Leucin-Zipper Wildtyp wurden Substitutionsanalysen auf
Aminosdureebene durchgefiihrt, wobei bestimmte Aminosduren im Wildtyp-Peptid
jeweils gegen jede nattirliche Aminosdure ausgetauscht und auf eine Zellulose-
Membran gespottet (,Festphasen-screening”) wurden. Durch einen derartigen
Austausch von mehreren Aminosduren konnte ein Wechsel von homomeren Coiled
Coil  Strukturen zu  heteromeren  Strukturen herbeigefithrt werden.[5]
Dementsprechend resultierten u.a. zwei synthetische GCN4-Varianten, die sich in
ihren homo- und heterospezifischen Assoziationseigenschaften unterscheiden (Abb.
5). Im Gegensatz zur Variante 1 (LZ1l), die alleine weder homo- noch
heteroassoziatives Verhalten zeigt, bildet die synthetische GCN4 Leucin-Zipper
Variante 3 (LZ3) eine homospezifische Coiled Coil-Assoziation zum Homotrimer.

Dagegen wurden zwischen LZ1 und LZ3 Assoziationen zu Heterodimeren

beobachtet (Abb. 5).
|~ 0P

Leucin-Zipper Leucin-Zipper
Variante 1 (LZ1) Variante 3 (LZ3)

Abbildung 5. Assoziationsnetzwerk der synthetischen GCN4 Leucin-Zipper Varianten.
Dargestellt sind die synthetischen GCN4 Leucin-Zipper Varianten LZ1 und LZ3, die durch
Aminoséduresubstitutionen und Doppelaustausche mittels SPOT-Technologie erhalten
wurden.[¢4]

Hinsichtlich der Synthese modular aufgebauter, kleiner Proteine sollen die Leucin-
Zipper Varianten LZ1 und LZ3 im Rahmen dieser Arbeit als Oligomerisierungsmo-
dule eingesetzt werden, da auf diese Weise gerichtete Selbstorganisationen zu

heteromeren Coiled Coils genutzt und kontrolliert werden kénnen.
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1.3.2. Die WW-Domaiine - Verwendung als funktionelles Proteinmodul

Obgleich WW-Doménen zu den kleinsten in der Natur vorkommenden Protein-
Protein-Interaktionsmodulen gehoren, spielen sie eine wesentliche Rolle in
biochemischen Vorgidngen, wie z.B. in Signaltransduktionsprozessen, als Co-
Aktivatoren wahrend der Transkription und in der RNA Prozessierung.l¢6-¢°] Ferner
sind WW-Domé&nen vermittelte Komplexe an diversen Krankheiten wie
beispielsweise Alzheimer und Chorea Huntington beteiligt.”0721 Diese bis zu 40
Aminosduren langen Proteinmodule besitzen die Fahigkeit, prolinreiche
Peptidmotive und phosphorylierte Tyrosin-, Serin- bzw. Threonin-Liganden zu
binden. 7374 Zusétzlich erkennen einige Interaktionsmodule ihre Tandemliganden,
welche durch rdumliche Ndhe untereinander Faltung induzieren kénnen (Tandem
WW-Domainen). [7>77] Die Sekundérstruktur der WW-Doméne wird durch ein drei-
strangiges, antiparalleles f-Faltblatt bestimmt.[678] Charakteristisch und gleichzeitig
namensgebend sind die beiden hochkonservierten Tryptophane (W), die 20 bis 22
Aminosduren voneinander entfernt liegen. Unabhédngig von ihrer natiirlichen
Proteinumgebung ist die WW-Doméne in der Regel auch im isolierten Zustand in der
Lage, ihre Sekundarstruktur einzunehmen und ist insofern als Modellsystem fiir

Faltungs- und Stabilitdtsuntersuchungen préadestiniert.

1.3.2.1. WW-Domainen des TCERG1-Transkriptionsfaktors

Der menschliche Transkriptions-Elongations-Regulator 1 (TCERG1), auch bekannt als
das CA150-Protein, wurde in Neuronen des Gehirns und aufierdem in hoheren
Konzentrationen auch im Hirngewebe von Patienten mit dem Chorea Huntington
Syndrom gefunden.[”” Bestehend aus 1098 Aminosduren, umfasst das TCERGI-
Protein sechs FF- und drei WW-Domédnen (Abb. 6, A), welche die modulare
Architektur des Transkriptionsfaktors bilden, und bindet tiber diese u.a. an die RNA
Polymerase II und prolinreiche Sequenzen.80] Die Assoziation von WW-Doménen mit
Krankheiten (wie z.B. Alzheimer und Chorea Huntington) prddestiniert diese
Doménen fir Wissenschaft und Forschung als bevorzugte Untersuchungsmodelle,
um die zu Grunde liegenden biologischen Mechanismen aufzukldren und

gegebenenfalls nachhaltig zu beeinflussen.

13
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Abbildung 6. Aufbau des menschlichen Transkriptions-Elongations-Regulators TCERGI1. A.
Schematische Darstellung des im Nukleus lokalisierten TCERG1-Proteins (UniProtKB/Swiss-
Prot: O14776), welches sechs FF- und drei WW Dominen enthalt: WW1 (132-164), WW2 (429-
462) und WW3 (528-561). Die WW-Doménen des TCERGI-Proteins fungieren als Co-
Aktivatoren wihrend der Transkription im Nukleus.[®! B. NMR-Struktur der zweiten WW-
Doméne (PDB: 1EOL)78l. Dargestellt ist die antiparallele, dreistrangige f-Faltblatt Struktur. C.
NMR-Struktur der dritten WW-Doméne (PDB: 2DK7)Bll. Diese enthilt neben dem, fiir WW-
Dominen, typischen f-Faltblatt-Motiv auch eine kurze o-Helix in Richtung C-Terminus.

In der Arbeitsgruppe ,Molekulare Bibliotheken” wurden die verschiedenen WW-
Domainen, insbesondere die WW2-Domidne (auch FBP28-Domédne genannt), des
TCERG1-Transkriptionsfaktors hinsichtlich ihrer Eigenschaften wie Faltung, Stabilitét
und Bindungsverhalten untersucht.l2l Wahrend die WW2-Doméne (Abb. 6, B)
aufgrund ihrer Stabilitit im isolierten Zustand als ein geeignetes
Untersuchungsmodell fiir Faltungs- und Ligandenbindungsstudien genutzt wurde,
konnten Otte et al. fur die isolierte WW3-Doméne (Abb. 6, C) weder eine korrekte
Faltung noch eine Bindung an ein spezifisches Ligandenmotiv beobachten.[®] Fiir die
Synthese der WW3-Doméne wéhlten Otte et al. jedoch nur den Sequenzabschnitt
einschliefllich der pg-Faltblattregionen aus. Der kurze o-helikale Abschnitt wurde

nicht in die zu synthetisierende Sequenz mit einbezogen (vgl. Abb. 6, C).
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Dies fiihrt zu der Annahme, dass die C-terminale, kurze o~-Helix moglicherweise zur
Stabilisierung der WW3-Domidne und somit zur Ausbildung einer definierten
Konformation beitragt.

Angesichts der vorhandenen experimentellen und theoretischen Expertise wurde in
der vorliegenden Arbeit im Rahmen der Synthese kleiner, modularer Proteine mit
definierten FEigenschaften die WW2-Doméne zur Funktionalisierung der Leucin-
Zipper ausgewdhlt. Ferner wurde mit Hilfe der im isolierten Zustand ungefalteten
WW3-Domaine {iberpriift, ob eine modulare Verkniipfung mit einem co-helikalen
Motiv, wie dem Leucin-Zipper, zu einer Stabilisierung der p-Faltblattstruktur und
folglich zu einer Faltungsinduktion fiihrt. Zusédtzlich wurde das Faltungs- und
Stabilitdtsverhalten dieser, im Coiled Coil-Proteinmodul kovalent gebundenen WW-

Domaénen, mit dem der isolierten WW-Doménen (Referenzstruktur) verglichen.

1.4. Biophysikalische Methoden zur Analyse modular aufgebauter Proteine

Heutzutage erlauben es verschiedene biophysikalische Untersuchungsmethoden, wie
beispielsweise NMR- und CD-Spektroskopie, die Struktur von kleinen organischen
Molekiilen bis hin zu komplexen Proteinen aufzukldren. Zusidtzlich koénnen
kalorimetrische Methoden wie die isotherme Titrationskalorimetrie (ITC) genutzt
werden, um Protein-Protein- bzw. Protein-Ligand-Wechselwirkungen zu
untersuchen. Fiir die Analyse der strukturellen Eigenschaften wie Faltung, Stabilitét
und Ligandenbindung der modular aufgebauten Zwei-Dominen-Proteine (WW-
Doménen und Coiled Coils) sollen diese Verfahren zum Einsatz kommen. Wahrend
in dieser Arbeit hauptsdchlich die CD-Spektroskopie zur Untersuchung der Se-
kundérstruktur der Peptide angewendet werden soll, konnen die Faltungszustinde
der WW-Dominen in den WW-Leucin-Zipper-Konstrukten u.a. mit Hilfe von 'H-
NMR-Spektroskopie anhand charakteristischer Signalmuster bestimmt werden.
Weiterhin konen mit Hilfe von ITC-Messungen thermodynamische Parameter
beztiglich der Selbstassoziation der Coiled Coils sowie der WW-Doménen mit den

entsprechenden Liganden ermittelt werden.

15



EINLEITUNG

1.4.1. Circulardichroismus (CD)-Spektroskopie zur Bestimmung der

Sekunddrstruktur von modular aufgebauten Proteinen

Eine Variante der Absorptionsspektroskopie, die eine hervorragende
Untersuchungsmethode zur schnellen Bestimmung der sekundédren Struktur und
Faltung von Proteinen darstellt, ist die sogenannte Circulardichroismus-(CD)-
Spektroskopie.84l Chirale Molekiile sind optisch aktiv, wobei die unterschiedliche
Absorption von links- und rechts zirkular polarisiertem Licht an chiralen Zentren
eines Molekiils als Circulardichroismus bezeichnet wird.®5 Aufgrund ihrer
Zusammensetzung aus chiralen, optisch aktiven Aminosduren tragen Peptide und
Proteine wesentlich zum Circulardichroismus bei und eignen sich folglich als
Analyten fiir CD-spektroskopische Untersuchungen. Neben den Chromophoren des
Peptidriickgrats konnen auch aromatische Reste in den Seitenketten der
Aminosduren zum Circulardichroismus beitragen. Ein charakterisitischer
Spektralbereich zur Bestimmung der Sekundérstruktur ist dabei die Fern-UV-Region
von 170 bis 250 nm. In diesem Bereich werden die Absorptionsbanden durch die
n—n+ und n—n* Uberginge der peptidischen Amidgruppen dominiert, woraus
charakteristische ~CD-Spektren fiir die jeweiligen Sekundéarstrukturelemente
resultieren (Abb. 7). 186871 Das Fern-UV CD-Spektrum einer a-Helix ist durch eine
positive Bande bei 192 nm und durch zwei negative Minima bei 208 und 222 nm
charakterisiert. Erwartungsgemafs zeigen Coiled Coils in CD-Experimenten ebenfalls
die typischen Signale fiir a-Helices. Wéahrend die Absorptionsbanden um 222 nm
(n—n*-Ubergang) Hinweise iiber den a-helikalen Gehalt geben, ist die bei 208 nm
gelegene Absorptionsbande (n—n*-Ubergang) ein Merkmal dafiir, dass die Helix
einzel- oder wie in Coiled Coils mehrstrangig vorliegt.¥8] Zusitzlich liefert das
Elliptizitdtsverhdltnis der beiden Minima ([0]x./ [0]2s) Hinweise auf den
Oligomerisierungsgrad und wird fiir Coiled Coils allgemein als > 1 und fiir isolierte
Helices als < 0,86 beschrieben.® Im Gegensatz zu helikalen Strukturen ist das CD-
Spektrum eines antiparallelen S-Faltblatts durch eine positive Absorptionsbande bei

195 nm und ein negatives Signal bei 218 nm gekennzeichnet (Abb. 7).
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Dartiber hinaus sind die Intensitdten der Banden von fS-Faltblatt-Strukturen deutlich
geringer als die der o-helikalen Banden. Folglich werden die p-Faltblatt-Signale in

Spektren von Proteinen, welche beide Strukturelemente enthalten, von den o-

helikalen Signalen tiberlagert.[ 911

80+ —— o-Helix
—— p-Faltblatt
60 - random coil Struktur

2

Molare Elliptizitat ¢/k° cm” dmol™ —s

T T T T T T T T T 1
190 200 210 220 230 240
Wellenlange A/nm —s

Abbildung 7. Charakteristische Fern-UV Circulardichroismus-(CD)-Spektren einer o-Helix,

eines f-Faltblatts und einer ungeordneten random coil-Struktur.

Insgesamt ist die CD-Spektroskopie eine exzellente Methode um niitzliche Hinweise
fir entsprechende Sekundérstrukturelemente in einem Protein bzw. Peptid zu
gewinnen. Zudem lassen sich Konformationsdnderungen, die beispielsweise durch

Peptid-Peptid- bzw. Peptid-Ligand-Interaktionen hervorgerufen werden, sehr gut

untersuchen und beschreiben.
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2. Zielsetzung

Im Rahmen dieser Arbeit sollen die strukturellen Eigenschaften von modular
aufgebauten Zwei-Domdnen-Proteinen am Beispiel WW-Doménen funktionalisierter

Coiled Coils und einem heteromeren Komplex untersucht werden.

Im synthetischen Teil der Arbeit sollen zunichst geeignete Strategien zur Synthese
der Assoziations- und Funktionsmodule entwickelt werden. Anschliefsend sollen die
einzelnen Module chemisch synthetisiert und durch native chemische Ligation (NCL)

kovalent miteinander verkniipft werden.

Im bioanalytischen Teil der Arbeit sollen die modularen Zwei-Doménen-Proteine
mittels CD-, NMR- und ITC-Messungen hinsichtlich ihrer strukturellen Eigenschaften
wie Faltung, Stabilitdat und Fahigkeit zur Assoziation sowie zur Bindung spezifischer

Liganden untersucht werden.
Diese Arbeit soll folgende Fragestellungen beantworten:

1. Nehmen die Module in den jeweiligen Peptidkonstrukten eine definierte
Sekundarstruktur ein ?

2. Wie wirkt sich die Zusammensetzung der einzelnen Module auf deren Faltung
und Stabilitdt aus ?

3. Ist das funktionelle Modul im Gesamtpeptid in der Lage seinen spezifischen
Liganden zu binden (Konservierung der biologischen Aktivitit) ?

4. Lassen sich die unterschiedlichen modularen Peptidkonstrukte mittels
Assoziation der Oligomersierungsmodule zu einem funktionellen Komplex

zusammenschalten ?
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3. Ergebnisse und Diskussion

3.1. Konzept fiir die Synthese WW-Dominen funktionalisierter Coiled Coils

Im Rahmen dieser Arbeit sollte zu Beginn ein geeignetes Synthesekonzept fiir die
modulare Herstellung von WW-Doménen funktionalisierter Coiled Coils entwickelt
werden. Hierzu sollten die einzelnen Assoziations- und Funktionalitdtsmodule, also
die GCN4 Leucin-Zipper-(LZ)-Varianten und die zwei WW-Doménen des TCERG1-
Proteins, vorab separat synthetisiert und anschlieffend kovalent miteinander
verkniipft werden. Die Strategie beinhaltete zun&chst die Festphasen-Peptidsynthese
(SPPS) der LZ- und WW-Segmente nach dem Fmoc-Protokoll.’2l Fiir die finale,
kovalente Verkniipfung der Peptidsegmente sollte auf die native chemische Ligation
(NCL) zuriickgegriffen werden, um eine Ausbildung einer nativen Amidbindung zu
erreichen.B] Um die Segmentverkniipfung beider Peptide via NCL gewéhrleisten zu
konnen, war die Verwendung geeigneter Harze, sowie die Synthese von Peptiden mit
N-terminalen Cysteinrest und C-terminalen Thioester notwendig. Letzteres bedarf
zundchst der Herstellung des Carboxyl-Peptids mittels SPPS und einer weiteren
Umsetzung zum o-Thioester. Es ist bekannt, dass einige WW-Domdnen, wie
beispielsweise die WW2-Domine des TCERGI1-Proteins, schwierig zu synthetisieren
sind, da sie schon wéhrend der Synthese zu Aggregationen neigen, welche zu
Loslichkeitsproblemen fithren und mit einer Zunahme an Abbruchsequenzen
einhergehen.[] Folglich wére jede weitere Umsetzung dieser Peptide mit
zusdtzlichen Ausbeuteverlusten verbunden.ll Diesbeziiglich sollten die WW-
Doménen nach der Festphasensynthese nicht weiter zu C-terminalen Thioester
umgesetzt werden. Einfacher wire es, die WW-Domainen als N-terminale Cysteinyl-
Peptide und die Leucin-Zipper-Peptide als C-terminale Peptidthioester zu
synthetisieren, um anschlieflend beide Peptide mittels chemoselektiver Ligation
miteinander verkniipfen zu kénnen.

Die Darstellung der benétigten LZ-Peptidthioester setzte zundchst die SPPS mit einer
orthogonalen Schutzgruppenstrategie voraus, an die sich die Veresterung der C-

terminalen Carboxylgruppe zu einem Thioester anschliefst (Schema 4, A).
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Um wéahrend der Thioesterbildung gezielt nur die C-terminale, freie Carboxylgruppe
zu verestern und gleichzeitig unerwtinschte Reaktionen am N-terminalen, freien
Amin sowie an den Seitengruppen zu verhindern, miissen diese nach der Abspaltung
des Peptids vom Harz geschiitzt vorliegen. Dies erfordert eine N-terminale
Schutzgruppe, die einerseits wdhrend der Harzabspaltung erhalten bleibt und
andererseits nach der Thioesterbildung zusammen mit den restlichen Schutzgruppen
im Peptid unter denselben Bedingungen entfernt werden kann. Hierfiir eignet sich
besonders die tert-Butyloxycarbonyl-(Boc)-Schutzgruppe. Diese bleibt unter milden
sauren Bedingungen (z.B. wéhrend einer Essigsdure vermittelten Abspaltung der
Peptide vom Harz) erhalten, ist jedoch mit starken Sduren, wie TFA, abspaltbar
(Schema 4, b). Die Wahl eines Trityl-(Trt)-Harzes ermoglicht es, die Peptide unter
milden, sauren Bedingungen sowie unter Erhalt aller Seitenschutzgruppen vom Harz
abzuspalten und die C-terminalen Carbonsduren zu generieren (Schema 4, c). Es
sollten Trityl-Harze gewdhlt werden, die bereits mit der ersten Aminosdure
vorbeladen sind.[%! Der Vorteil solcher Harze liegt in der einfachen Handhabung, da
das Harz nicht aufwendig mit der ersten Aminosdure beladen werden muss. Fiir die
Umsetzung des geschiitzten LZ-Peptids mit freier C-terminaler Carboxygruppe sollte
ein Thiol, hier p-Acetamidothiophenol, verwendet und durch anschlieffende finale
Abspaltung aller Schutzgruppen der ungeschiitzte LZ-Peptidthioester erzeugt
werden (Schema 4, d).[45]

Die Herstellung der WW-Peptide sollte ebenfalls unter Verwendung der Festphasen-
Synthese erfolgen (Schema 4, B). Im Hinblick auf die NCL sollten die WW-Peptide
mittels Fmoc-SPPS synthetisiert und nach Einfithren eines N-terminalen Cysteins
vollstandig vom Harz abgespalten werden (Schema 4, e-f). Da fiir die Cysteinyl-WW-
Peptide keine weiteren Umsetzungen vorgesehen waren, wurden S RAM-Harze
gewdhlt, die es erlauben die Zielpeptide unter sauren Bedingungen abzuspalten.[%!
Abschlieflend sollten die ungeschiitzten LZ- und WW-Segmente mittels nativer
chemischer Ligation unter neutralen Bedingungen kovalent miteinander verkntipft
werden und zu den entsprechenden Leucin-Zipper-WW-(LZWW)-Zielpeptiden
ftihren (Schema 4, C).
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B
Fmoc*
TI’I HN—( ,
Trt- Harz S RAM Harz
Einfuhrung einer
N-terminalen Schutzgruppe Cysteinkupplung
(Tr)S
be Trt
Abspaltung vom Harz
unter Erhalt der Schutzgruppe
Schutzgruppen- und
Harzabspaltung
Bu
Boc—|LZ Peptid OH
\ E(
Pbf  Trt
C
1. Thioesterbildung (p-Acetamidothiophenol)
2. Schutzgruppenabspaltung
j)\ C HS
i SON native chemische i NH,
(e}
o (o)
g

N-Terminus H,N—|LZ Peptld leS‘ ww Peptld C-Terminus

Schema 4. Synthesekonzept fiir WW-Domaénen funktionalisierte Leucin-Zipper-(LZ)-Peptide.
A. Fmoc-basierte SPPS der Leucin-Zipper Peptide (a-c) mit anschlieSender Veresterung der
freien Carboxygruppe zum LZ-Thioester (d). B. Fmoc-basierte SPPS der N-terminalen
Cysteinyl-WW-Peptide (e, f) mit anschlieSender Schutzgruppen- und Harzabspaltung (g). C.
Finale Verkniipfung der LZ- und WW-Segmente zum LZWW-Ligationsprodukt (h) mittels
NCL.
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Die zu synthetisierenden Sequenzen der Leucin-Zipper-Varianten und der WW-

Peptide des TCERG1-Proteins sind in folgender Tabelle 1 aufgefiihrt.

Name Peptidsequenzen AS
1 Lzl ARMKQLEDKV!’EELLSKNYHL2°ENEKARLEKL3OVA oz, 32
la 1zl Thio ARMKQLEDKV'’EELLSKNYHL2ENEKARLEKL3'VA oq, 32
2 LZ3 ARMKQLEDKV!’EELLSKIYHN2°ENEVARLKKL3OVA r; 32
2a Lz3 Thio ARMKQLEDKV!’EELLSKIYHN?°ENEVARLKKL'VA.qy, 32
3 WW2 CGGAVSEWTE!YKTANGKTYY?YNNRTLESTW *EKPQ g, 34
4 WW3 CGGVATAPIP!OGTPWCVVWTG?°DERVFFYNPT3°TRLSMWDR ;38

Tabelle 1. Sequenzen der GCN4 Leucin-Zipper-Varianten und der TCERG1-WW-Doménen.
Die wunterstrichenen Aminosduren markieren die Positionen, wo der Einsatz von
Pseudoprolinen zur Syntheseoptimierung erfolgte. AS = Aminosdure, R1 = -NH;, R2 = -SR
Thioester.

Die aufgrund ihres Assoziationsverhaltens ausgewédhlten Sequenzen der LZ1- und
LZ3-Peptide (1) und (2) entsprechen den GCN4 Leucin-Zipper-Mutanten, welche mit
Hilfe der SPOT-Synthese durch Doppelsubstitutionen an der GCN4 LZ-
Wildtypsequenz von M. Portwich et al. erhalten wurden.[*4 Die LZ1-Variante (1)
resultierte aus dem Austausch von Valin (wt) gegen Leucin (V—K24) und Lysin (wt)
gegen Glutaminsdure (K—E2) wihrend fiir die LZ3-Variante (2) Asparagin (wt)
gegen Isoleucin (N—I'7) und Leucin (wt) gegen Asparagin (L—N2) ersetzt wurde. Die
ausgewdhlte WW2-Sequenz (3) entspricht der von S. Tremmel et al. modifizierten
Sequenz.l””l Hier wurde zur Vermeidung einer Aspartimidbildung Asparaginsdure
gegen Asparagin (N°) substituiert. Die WW3-Sequenz (4) entspricht dem nativen
Wildtyp der dritten WW-Doméne des TCERGI1-Proteins (UniProtKB/Swiss-Prot:
014776). Da fiir die native chemische Ligation N-terminale Cysteinyl-Peptide
benotigt werden, wurde jeweils ein nicht-sequentielles Cystein am N-Terminus der
WW-Dominen (3, 4) eingefiihrt (Tabelle 1). Dies wurde unter der Annahme
durchgefiihrt, dass die Modifikation keinen Einfluss auf die strukturellen
Eigenschaften der WW-Doménen hat, da der Einsatz der Cysteinreste nicht an
relevanten Faltblattregionen erfolgt. Zusatzlich wurden jeweils zwei Glycinreste als
Abstandhalter zwischen der N-terminalen Aminosdure und dem nicht-nativen
Cysteinrest eingefiigt (3, 4). Ferner sollten an geeigneten Sequenzabschnitten durch

die Verwendung von Oxazolidin-Dipeptiden, den sogenannten Pseudo-
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prolinen, die Bildung von Aggregaten unterbunden und folglich die Synthesequalitit
und -ausbeute gesteigert werden.l% %] Fur die Synthesen wurden Lys(Boc)-Thr-
(yMeMe pro)-OH, Glu(OtBu)-Ser(yMeMepro)-OH, Ala-Thr-(yMeMe pro)-OH, Trp(Boc)-
Thr(yMeMe-pro)-OH und Leu-Ser(yMeMe pro)-OH eingesetzt. Die unterstrichenen
Aminosduren in Tabelle 1 markieren die Positionen, an denen Oxazolidin-Dipeptide
zur Syntheseoptimierung eingebaut wurden.

Fiir die Synthese der LZ-Varianten (1) und (2) als C-terminale Peptidthioester musste
die freie C-terminale Carbonsdure des jeweiligen LZ-Peptids in einen C-terminalen
Thioester umgewandelt werden (Schema 4 A, d). Um die Veresterung ausschliefSlich
an der ungeschiitzten Carbonsdure zu ermdoglichen, musste deshalb die N-terminale
Aminogruppe geschiitzt werden. Zu diesem Zweck wurde, wieder unter der
Annahme, dass die Einfithrung eines nicht-sequentiellen Alanins keinen Einfluss auf
die Sekundarstruktur hat, ein a-Boc-Alanin an den N-Terminus der entsprechenden
LZ-Sequenz (1) und (2) gekuppelt (Tabelle 1). Die sdurelabile Boc-Schutzgruppe sollte
im Anschluss an die Thioesterformation zusammen mit den restlichen
Seitenschutzgruppen mit TFA abgespalten werden. Schliefdlich sollte die NCL
zwischen 1a und 4 sowie 2a und 3 zu den entsprechenden kovalent gebundenen
LZWW-Zielpeptiden fiihren. In Abbildung 8 sind die Gesamtsequenzen der zu
synthetisierenden LZWW-Peptide zusammengefasst. Nach schrittweisem Aufbau der
jeweiligen LZ-Segmente 1a und 2a sowie der WW-Segmente 3 und 4 erfolgt die
Segmentverkniipfung von 1la und 4 bzw. 2a und 3 via NCL zum gewiinschten

LZIWWS3- (Abb. 8, A) bzw. LZ3WW2-Peptid (Abb. 8, C).

Ligations-
Schnittstelle

|

A A'RMKQLEDKV'EELLSKNYHL2ENEKARLEKL3VACGGVATAPYIPGTPWCVVWSTGDERVFFYN®PTTRLSMWDR"

Al AR (C33 R70
B « P o

la 4

C  A'RMKQLEDKVEELLSKIYHN2ENEVARLKKL*VACGGAVSEW#TEYKTANGKT*YYYNNRTLES®*TWEKPQ%

D ‘Al A‘SZACSS 966
2a 3

Abbildung 8. Aminosduresequenzen der LZWW-Peptide. A. LZIWW3-Sequenz (1-70), B.
Schematische Darstellung der LZ1- (1a) und WW3-Segmente (4) fiir die NCL Reaktion zum
LZ1WW3-Ligationsprodukt. C. LZ3WW2-Sequenz (1-66). D. Schematische Darstellung der
LZ3- (2a) und WW2-Segmente (3) fiir die NCL Reaktion zum LZ3WW?2-Ligationsprodukt.
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3.2. Synthese der Oligomerisierungs- und Funktionsmodule
3.2.1. Synthese der GCN4 Leucin-Zipper

Die Synthesen der GCN4 Leucin-Zipper-Varianten wurden im 0.05 mmol MafSstab
an einem mit Alanin vorbeladenen Trityl-Harz mittels automatisierter
Festphasensynthese nach dem Fmoc-Protokoll durchgefiihrt.2 Aufgrund dessen ist
in Schema 5 exemplarisch nur die Synthese von 1la dargestellt. Ausgehend von
vorbeladenen Harzen mit Alanin wurden die jeweils 32 Aminosduren langen Peptide
(1) und (2) vom C- nach N-Terminus synthetisiert (Schema 5, a). Die Leucin-Zipper-
Peptide wurden schrittweise durch Fmoc-Strategie assembliert, wobei mit einem
Aminosdureiiberschuss von 4 Aquivalenten (bezogen auf die Harz-Grundbeladung)
gearbeitet wurde. Zur Aktivierung kam PyBOP (4 Aquiv.) in Gegenwart von NMM
in DMF bzw. NMP zum FEinsatz. Da fiir die Ligationsexperimente Peptidthioester
benotigt wurden, war die Synthese C-terminaler Thioester notwendig. Aus diesem
Grund sollte nach Aufbau und Harzabspaltung des Peptids die Carboxylgruppe
verestert werden. Um unerwiinschte Nebenreaktionen an ungeschiitzten
Seitengruppen zu unterbinden, sollte das Peptid vollstindig geschiitzt, jedoch mit
freiem C-Terminus, vorliegen. Daher musste eine N-terminale Schutzgruppe
eingefiihrt werden, die wahrend der Abspaltung des Peptids vom Trityl-Harz stabil
gegeniiber milden sauren Bedingungen ist. Folglich wurde Boc-Ala-OH (5 Aquiv.)
mit HOBt (5 Aquiv.) und DIC (5 Aquiv.) in DMF an den jeweiligen N-Terminus
gekuppelt (Schema 5, b). Der Einsatz des Trityl-Harzes ermdoglichte die Abspaltung
der LZ-Peptide (1) und (2) vom Harz mit Essigsdure und TFE in DCM (1:1:3), unter
Erhalt aller Seitenkettenschutzgruppen der Aminosduren, sowie der N-terminalen
Boc-Schutzgruppe (Schema 5, c). Anschlieflend wurden die geschiitzten Rohpeptide
mit p-Acetamidothiophenol (15 Aquiv.) und DIC (2 Aquiv.) in wasserfreiem DCM
und unter Sauerstoffausschluss tiber Nacht zu C-terminalen Thioestern (1a) und (2a)
funktionalisiert (Schema 5, d). Nach Entfernen des Losungsmittels erfolgte die finale

Abspaltung aller sdurelabilen Schutzgruppen an den Seitenketten und am N-

Terminus mit TFA in Gegenwart von Scavangern fiir 3-4 h (Schema 5, e).
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o,
HN—Ala__o O
aIO -
4 eq Fmoc-AS-OH
a) n Aminoséure Kupplungen| 4 eq PyBOP

8 eq NMM
in DMF

Automatisierte Synthese

H2N-*RMKQLEDKVEELLSKNYHLENEKARLEKLVA

Manuelle Synthese

5 eq Boc-Ala-OH
b) Boc-Ala Kupplung | 5 eq HOBt

5eqDIC

in DMF

Boc-*ARM KQLEDKVEELLSKNYHLENEKARLEKLVA

e HN-Q

0]

c) Abspaltung vom Harz unter | DCM:AcOH:TFE
Erhalt der Schutzgruppen 3:1:1

\

Boc-*ARM KQLEDKVEELLSKNYHLENEKARLEKLVA, _oH
l 5

15 eq p-Aatp
d) Thioesterbildung | 2 eq DIC
in DCM

\ i
BOC-*ARMKQLEDKVEELLSKNYHLENEKARLEKLVAYSON CH,
H
O
0.75 g Phenol

e) Schutzgruppenabspaltung | 0.5 mL dest.H,0

0.5 mL Methylphenylsulfid
0.25 mL 1,2-Ethandithiol

| 10 mL TFA

H,N-ARMKQLEDKVEELLSKNYH LENEKARLEKLVAWKSK:%NiCH3
H

la o

Schema 5. Festphasensynthese der LZ-Peptidthioester. Die LZ1-Variante (1a) wird an einem
Tentagel S-TRT-Harz synthetisiert. Anschliefende Thioesterbildung am C-Terminus und
Schutzgruppenabspaltung fithren zu la. Die mit einem Stern * gekennzeichneten Peptide
haben geschiitzte Seitengruppen. Die Synthese der LZ3-Variante (2a) verlduft analog.
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Die Peptidthioester (1a) und (2a) wurden anschliefSend in Ether gefdllt und mittels
préaparativer HPLC gereinigt. Die Analyse der Peptide erfolgte unter Verwendung
von analytischer HPLC und MALDI-ToF-MS (Abb. 9, A-D). In Abbildung 9A bzw. 9C
sind die HPLC Spektren von la bzw. 2a gezeigt. Die Analyse von la mittels
analytischer HPLC zeigte das gewtinschte Peptid bei einer Retentionszeit t. = 13.9
min. Der scharfe Peak mit der entsprechenden Masse (m/z = 3975.2 [M+H]*) liefs auf
ein einheitliches Produkt mit hoher Reinheit schliefien (Abb. 9, B). Die Ausbeute von
1la betrug 19% (38 mg, 9.6 umol). Ebenso konnte 2a tibereinstimmend mit der
erwarteten Masse (m/z = 3945.8 [M+H]*) bei einer Retentionszeit t. = 14.9 min

nachgewiesen werden. Die Ausbeute von 2a betrug von 16% (32 mg, 8.1 umol).

A B
100 4
la 3975.2
M+H]"
X 504
AlAU
A J P SN
0
T T T T T 1 T T T T 1
0 5 10 15 20 25 2000 4000 6000 8000 10000
tr/min —_— m/z —
C D
2a
100 3945.8
M+H]"
{ < %
AlAU
1972.9
L—/’/__\/_,_ [M+2H]2
0
T T T T T T T T T T 1 T T T T 1
0 5 10 15 20 25 2000 4000 6000 8000 10000

t/min  —— miz —=

Abbildung 9. HPLC-Chromatogramm und MALDI-ToF Spektrum der Leucin-Zipper
Peptidthioester (1a) und (2a). A. HPLC-Profil von 1a bei einer Retentionszeit t. = 13.9 min; B.
MALDI-ToF von 1a m/z = 3975.2 [M+H]*; C. HPLC Profil von 2a bei einer Retentionszeit t. =
14.9 min; D. MALDI-ToF von 2a m/z = 3945.8 [M+H]*. Das MS von 2a weist neben dem
einfach geladenen Hauptsignal ein weiteres Signal auf, welches dem zweifach geladenen
Peptid m/z = 1972.9 [M+2H]?* entspricht.
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3.2.2. Synthese der WW2- und WW3-Domainen

Zur Herstellung der WW2-Doméne (3) wurden die von S. Tremmel et al.[%]
eingefiihrten Modifikationen zur Optimierung der Synthese verwendet. Hierzu
zédhlten der Austausch von Asparaginsdure gegen Asparagin (Tabelle 1, D15>—N?),
um die Bildung eines Aspartimids zu verhindern sowie der Einsatz von
Pseudoprolinbausteinen (KT, ES). Ebenso wurden fiir die Synthese des WW3-
Segments (4) die Oxazolidin-Dipeptide LS, WT und AT verwendet (Tabelle 1). Im
Hinblick auf die folgenden Ligationsexperimente wurden am N-Terminus beider
WW-Domainen jeweils ein nicht-sequentieller Cysteinrest sowie ein kurzer Linker
(bestehend aus zwei Glycinresten) eingebaut, welcher im Ligationsprodukt zwischen
den Coiled Coil- und WW-Peptidsegmenten als Abstandhalter fungieren sollte.

Die Synthesen der WW2- und WW3-Peptide (3) und (4) wurden analog im 0.05 mmol
Mafistab mittels automatisierter Festphasensynthese an einem S RAM-Harz
durchgefiihrt. Die Aminosdurekupplungen erfolgten nach dem Fmoc-Protokoll mit
PyBOP und NMM in DMF bzw. NMP. Wihrend das ungeschiitzte Cysteinyl-WW2-
Peptid (3) in guten Ausbeuten von 20% synthetisiert werden konnte, brachte die
Synthese des WW3-Peptids (4) einige Probleme mit sich. Nach saurer Abspaltung
vom Harz mit TFA wurde das Rohpeptid erhalten und mittels analytischer HPLC
analysiert (Abb. 10).

A/AU

t /min ——

Abbildung 10. HPLC-Chromatogramm des WW3-Rohpeptids (4). Der breite Peak resultiert
aus den tberlagerten Peaks, welche durch Abbruchsequenzen wihrend der Synthese
verursacht werden. Die Trennleistung wurde dadurch deutlich herabgesetzt.
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Das HPLC-Chromatogramm zeigt jedoch neben einem Hauptpeak weitere
tiberlagerte Peaks, welche hochstwahrscheinlich auf unvollstindige Umsetzung bzw.
Abbruchsequenzen zuriickzufithren sind. Aufgrund der relativ gleichen
Retentionszeiten der Signale war die Reinigung des Rohprodukts erheblich erschwert
und in Folge konnten nur sehr geringe Mengen des WW3-Peptids (4) erhalten
werden. Unterschiedliche Langenanalysen des WW3-Peptids mittels SPPS haben
ergeben, dass besonders der N-terminale ,VATA"-Bereich die Synthese erschwerte.
Aus diesem Grund wurde im Zuge einer Syntheseoptimierung an den “VATA”-
Sequenzabschnitten nach jedem der beiden Alanin-Aminosdurekupplungen ein
Cappingschritt mit Acetanhydrid in DMF (Ac;O : DIEA : DMF, 2:1:7) durchgefiihrt,
der zu einer Verbesserung der Synthese fiithrte. Andererseits wurde die Sequenz von
4 am C-Terminus, unter der Annahme, dass die p-Faltblatt-Sekundarstruktur
dadurch nicht beeintrachtigt wird, um acht Aminosduren verkurzt (Abb. 11).
Entsprechend der mit Hilfe von NMR-spektroskopischen Untersuchungen
aufgelosten Sekundarstruktur der TCERG1-WW3-Doméne (PDB 2DK?7)81 wurden
nur die drei f-Faltblattregionen (Cys! bis Thr®) in die neue Peptidsequenz (5) mit
einbezogen (vgl. Abb. 6, C).

A CGGVATAPIPYGTPWCVVWTG?DERVFFYNPT®
Cl T30

B

Abbildung 11. Aminosduresequenz des WW3-Segments. A. WW3-Sequenz vom N- zum C-
Terminus (von links nach rechts). B. Schematische Darstellung des WW3-Segments (5)
(schwarze, durchgezogene Linie). Zum Vergleich ist die langere Sequenz von 4 dargestellt
(grau gestrichelte Linie).
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Die Festphasensynthesen der WW-Peptide (3), (4) und (5) sind in Schema 6
dargestellt. Die finale Schutzgruppen- und Harzabspaltung aller Peptide erfolgte in
TFA /H>O/Methylphenylsulfid/1,2-Ethandithiol in Gegenwart von Phenol.

HN

1. Fmoc-Abspaltung
20% Piperidin in DMF

Automatisierte

Synthese 2. n Aminoséaure Kupplungen
4 eq Fmoc-AS-OH
4 eq PyBOP
8 eqg NMM
in DMF

H
HoN—*CGGAVSEWTEYKTANGKTYYYNNRTLESTWEKPQ N O o o
3 o) —{
O IN—QD =Q

HZNJC GGVATAPIPGTPWCVVWTGD ERVFFYNPTTRQMWDR—O
4

H,N—*CGGVATAPIPGTPWCVVWTGDERVFFYNPT—Q

5
0.75 g Phenol
Schutzgruppen- 0.5 mL dest.H20
abspaltung 0.5 mL Methylphenylsulfid
0.25 mL 1,2-Ethandithiol
10 mL TFA

H,N—CGGAVSEWTEYKTANGKTYYYNNRTLESTWEKPQ—CONH,
3

H,N—CGGVATAPIPGTPWCVVWTGDERVFFYNPTTRLSMWDR —CONH,
4

H,N—CGGVATAPIPGTPWCVVWTGDERVFFYNPT—CONH,
5

Schema 6. Festphasensynthese der TCERG1-WW-Peptide (3), (4) und (5) an einem S RAM-
Harz. Die mit einem Stern * gekennzeichneten Peptide haben Schutzgruppen an den
jeweiligen Aminsodureseitenketten. Die Synthesen von allen WW-Doméinen (3), (4) und (5)
verlaufen analog.
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Alle Rohpeptide wurden praparativ gereinigt und mittels analytischer HPLC und
MALDI-ToF charakterisiert (Abb. 12, A-D). Die Cysteinyl-WW2-Domaéne (3) konnte
mit einer Ausbeute von 20 % (40 mg, 10.1 pmol) bestimmt und bei einer
Retentionszeit t. = 9.8 min tbereinstimmend mit der gewtinschten Masse m/z =
3975.5 [M+H]* nachgewiesen werden (Abb. 12, A, B). Die Reinheit betrdgt laut HPLC
90%. Ebenso konnte das Cysteinyl-WW3-Peptid (5) bei einer Retentionszeit von t. =
14.3 min mit der erwarteten Masse m/z = 3241.2 [M+H]* identifiziert werden (Abb.
12, C, D). Die Ausbeute des Cys-WW3-Peptids (5) betrug 14 % (22 mg, 6.8 pmol) und
die Reinheit nach einmaliger praparativer HPLC Reinigung ca. 75 %, was sich in der

typischen Verbreiterung des Peaks widerspiegelt.

A B
3
1004 39755
M+HT
I X 50
AlAU -
JL\ PN
. \
T T T T 1 T T T T Y
5 10 15 20 25 2000 4000 6000 8000 10000
t /min m/z —
C D
5 100 -
3241.2
IM+H]"
‘ X 50
AlAU B

T T T T 1
5 10 15 20 25 2000 4000 6000 8000 10000
t./ min —— mliz —

Abbildung 12. HPLC-Chromatogramm und MALDI-ToF Spektrum der Cysteinyl-WW-
Peptide (3) und (5). A. HPLC-Profil von 3 bei einer Retentionszeit t. = 9.8 min; B. MALDI-ToF
von 3 m/z = 3975.5 [M+H]* (Mberrechnet = 3975.3 g/mol); C. HPLC Profil von 5 bei einer
Retentionszeit t, = 14.3 min; D. MALDI-ToF von 5 m/z = 3241.2 [M+H]* (Mberrechnet = 3240.7

g/mol).
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Im Vergleich zu den HPLC-Profilen der WW-Doménen ist zu erkennen, dass die
Reinheit (laut HPLC) der Leucin-Zipper hoher ist, was auf die effizienten Synthesen
der Leucin-Zipper Peptide zurtickzuftihren ist.

In Tabelle 2 sind die LZ- und WW-Peptide zusammengefasst, die fiir die folgenden

Ligationsexperimente relevant sind.

Name Peptidsequenzen M [g/mol]  [M+H]* rzﬁ\%\tjﬂt—* Ausbeute
la 1Lzl Thio  ARMKQLEDKV'’EELLSKNYHLZ2°ENEKARLEKL®‘VA.qg, 3975.6 3975.2 >05 % 19 %
2a Lz3 Thio  ARMKQLEDKV'°EELLSKIYHNZ?°ENEVARLKKL’‘VA.qg, 3945.6 3945.8 >93 % 16 %
3 wWw2 CGGAVSEWTE!°YKTANGKTYY2YNNRTLESTW?’EKPQ.r;  3975.3 39755 90 % 20 %

WW3 kurz  CGGVATAPIP!OGTPWCVVWIG?°DERVEFYNPTO. .. 3240.7 3241.2 75 % 14 %

Tabelle 2. Peptidsequenzen und Massen der synthetisierten LZ-Thioesterpeptide und der
TCERG1-WW-Dominen. M [g/mol] = berechnete Masse, R1 = NH, R2 = p-Acetamido-
thiophenol (p-Aatp). * Peptidreinheit laut analytischer HPLC.

Zusammengefasst kann gesagt werden, dass sowohl die Leucin-Zipper
Peptidthioester (1la) und (2a), als auch die Cysteinyl-WW-Peptide (3) und (5)
erfolgreich synthetisiert werden konnten. Dabei konnten im Falle der LZ-Peptide die
freien Carboxylgruppen mit Hilfe einer orthogonalen Schutzgruppenstrategie
erfolgreich in die entsprechenden Thioester tiberfithrt werden. Zudem wurden die
Synthesen der WW-Peptide durch den Einsatz von Oxazolidin-Dipeptiden
verbessert, worauthin die WW2-Domine (3) in sehr guter Reinheit und Ausbeute
erhalten wurde. Umgekehrt gestaltete sich die Synthese der WW3-Doméne (4) trotz
Einsatz von Pseudoprolinen weitaus schwieriger und fiihrte zu niedrigen Ausbeuten.
Im Zuge einer Syntheseoptimierung wurde die Sequenz von 4 C-terminal verkiirzt
und an den N-terminalen “VATA"”-Sequenzabschnitten Acetylierungen nach beiden
Alanin Aminosdurekupplungen vorgenommen. Dadurch konnte die Synthese
verbessert und 5 im Vergleich zu 4 in hoheren Ausbeuten und Reinheit erzielt

werden.
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3.3. Kovalente Verkniipfung der Oligomerisierungs- und Funktionsmodule:

Synthese der LZWW-Peptide durch native chemische Ligation (NCL)

Trotz der Fortschritte bei der Verwendung der Festphasen-Peptidsynthese stellt die
Synthese von lingeren Peptiden (>40 AS) nach wie vor eine grofie Herausforderung
dar. Der Grund liegt vor allem darin, dass die Wahrscheinlichkeit fiir das Auftreten
von Fehlsequenzen durch unvollstindige Aminosdurekupplungen mit zunehmender
Peptidlinge zunimmt. Infolgedessen werden die Reinheit und Ausbeuten der
Rohprodukte erheblich gesenkt. Um dem entgegen zu wirken untergliedert man
Peptide mit einer Liange von mehr als 40 bis 50 Aminosduren vorzugsweise in
mehrere Peptidsegmente, wobei vorher geeignete Schnittstellen festgelegt werden
miissen. Nach schrittweiser Synthese der jeweiligen Peptidsegmente erfolgt deren
Verkntipfung (Kondensation) zum gewtinschten Zielpeptid.[100. 1011 Die als native
chemische Ligation (NCL) bezeichnete selektive Verknupfung ungeschiitzter
Peptidsegmente in waéssrigen Losungen hat sich hierfiir als Methode der Wahl
erwiesen und erdffnet den Zugang zu grofseren Proteinen in hohen Ausbeuten.[3]
Voraussetzung fiir diese effiziente Methode ist das Vorhandensein eines Thioesters
an der Carboxylgruppe der C-terminalen Aminosdure des einen Peptids (N-
terminales Peptid) und ein Cysteinrest am N-Terminus des anderen Peptids (C-
terminales Peptid). In dieser Arbeit wurde die modulare Synthese von kleinen
LZWW-Proteinen durch native chemische Ligation unter Verwendung der in Tabelle

3 aufgelisteten Peptidsegmente durchgefiihrt.

Ligation Thioester Peptid  + Cystein Peptid Ligationsprodukt
I (1a+5)  1a H,N-LZ1-COR2 5 H,N-WW3-COR1 6 H,N-LZ1-WW3-COR1
II (2a+3) 2a H,N-LZ3-COR2 3 H,N-WW2-COR1 7 H,N-LZ3-WW2-COR1

Tabelle 3. Native chemische Ligation. Die Synthese von LZIWW?3 (6) umfasst die Ligation
zwischen 1a und 5. Die Synthese von LZ3WW?2 (7) umfasst die Ligation von 2a mit 3.
R1 =-NHp, R2 = p-Acetamidothiophenol.

Die Verkniipfung der zuvor synthetisierten und entschiitzten LZ- und WW-
Peptidsegmente erfolgte mittels NCL eines N-terminalen Cysteinyl-WW- und eines
C-terminalen LZ-Segments. Die NCL wurde fiir alle synthetisierten LZWW-Peptide

unter den gleichen Bedingungen durchgefiihrt.
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An dieser Stelle wird beispielhaft nur der Mechanismus fiir die NCL zwischen dem
LZ3-Peptidthioester (2a) und dem Cysteinyl-WW2-Peptid (3) dargestellt (Schema 7).
Zu Beginn der NCL greift die Sulthydrylgruppe (Thiolgruppe) des Cysteinyl-WW-
Peptids (3) den LZ-Thioester (2a) an, woraufhin eine reversible Umesterung am LZ-
Peptidthioester (2a) stattfindet (Schema 7, a). Als Folge ihrer giinstigen Anordnung
zueinander findet ein intramolekularer Angriff der a-Aminogruppe des Cysteinyl-
Peptids (3) auf das Carbonyl-Kohlenstoff des neuen Peptidthioesters statt, wodurch
es zur irreversiblen Ausbildung einer Amidbindung kommt (Schema 7, b). Im Zuge
dieser finalen S/N-Acyl-Umlagerung wird die Reaktion in Richtung der
thermodynamisch stabileren Peptidbindung forciert und es entsteht das

Ligationsprodukt (7).

(0]
Ppla By
ARMKQLEDKVEELLSKIYHNENEVARLKKLVA S H CH3
+

2a
HS
H Nj\’ﬁe GAVSEWTEYKT ANGKTYYYNNRTLESTWEKPQ
2
3

o}

a) reversible Umesterung - HSONiCHa
H

)7\
ARMKQLEDKVEELLSKIYHNENEVARLKKLVA ) /\'

H,N

o GGAVSEWTEYKT ANGKTYYYNNRTLESTWEKPQ

b) irreversible, intramolekulare
S/N Umlagerung

HS
o
)]\ GGAVSEWTEYKT ANGKTYYYNNRTLESTWEKPQ
ARMKQLEDKVEELLSKIYHNENEVARLKKLVA N
H
(6]
7

Schema 7. Mechanismus der nativen chemischen Ligation fiir LZ3WW2. Dargestellt ist die
NCL zwischen dem LZ3-Peptidthioester (2a) und dem WW2-Peptid (3) zum LZ3WW?2-
Ligationspeptid (7). Der Mechanismus fiir die NCL zwischen 1a und 5 verlduft analog.
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3.3.1. Synthese des LZ3WW2-Ligationspeptids

Die Durchfithrung der Ligation zwischen dem LZ3-Peptidthioester (2a) und der Cys-
WW2-Domidne (3) erfolgte in einer Konzentration von 1.25 mM in wissrigem
Ligationspuffer mit geringem Uberschuss (1.1 Aquiv.) an C-terminalem Segment (3).
Daftir wurden 6 M Guanidin Hydrochlorid (GdnHCI), 0.2 M Na;HPO; und 0.02 M
Tris-(2-carboxyethyl)-phosphine (TCEP) in Wasser gelost, der pH-Wert zwischen 6.8-
7.0 eingestellt und anschlieffend mit N>-Gas gespiilt. Das Guanidin Hydrochlorid
fungiert dabei als chaotropes Denaturierungsreagenz, welches die hydrophoben
Wechselwirkungen aufbricht und somit zur Denaturierung (Entfaltung) der
Peptidkette fithrt. Des Weiteren wurde TCEP zur Reduktion von Disulfidbriicken
verwendet. Beide Reagenzien sollten die Zugdnglichkeit der funktionellen Gruppen
wiahrend der Ligationsreaktion gewéhrleisten. Die Ligation wurde mit dem Losen der
Peptide im Puffer, ohne Zusatz von zusitzlichen Thioladditiven gestartet und der
Reaktionsverlauf mittels analytischer HPLC verfolgt. Abbildung 13 zeigt
zusammengefasst die HPLC-Analysen fiir den Verlauf der Ligation zwischen 2a und
3 zu 7. Im Chromatogramm sind bei einer Reaktionszeit von t = 15 min die Peaks fiir
den LZ3-Thioester (2a) und fiir das Cys-Peptid (3) zu sehen. Zusitzlich wurde ein
neuer Peak zwischen den beiden Edukt-Signalen detektiert, der vermutlich auf das
LZ3WW?2-Ligationsprodukt (7) zurtickzufiihren ist. Bereits nach 1 h Reaktionszeit
konnte ein kontinuierlicher Anstieg des Signals bei einer Retentionszeit von t. = 13.9
min beobachtet werden. Nach 2 h entstand das Ligationsprodukt, das eine dhnliche
Retentionszeit wie das N-terminale LZ3-Peptid (2a) aufweist (Abb. 13). Da das Edukt-
Signal von 2a eine fast vollstandige Abnahme zeigte, wurde die Reaktion nach zwei
Stunden durch Einstellung eines sauren pH-Wertes (Verringerung der Nukleophilie
des C-terminalen Cysteins) abgebrochen. Dartiber hinaus wurde ein weiterer Peak bei
einer Retentionszeit von t, = 10.5 min detektiert, welcher auf p-Acetamidothiophenol
zurtickzufiihren ist. Schliefslich konnte das Ligationsprodukt (7) bei einer
Retentionszeit von t: = 13.9 min charakterisiert und durch Massenspektrometrie

eindeutig identifiziert werden (Abb. 14).
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C-terminales Peptid 3

2a N-terminales Peptid

i

Ligationsprodukt 7

|

Al AU
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Abbildung 13. Reaktionsverlauf der NCL zwischen dem N-terminalen LZ3-Pepitdthioester
(2a) und dem C-terminalen Cys-WW2-Peptid (3). Der Reaktionsverlauf wurde mittels
analytischer HPLC bei t = 15 min, 1 h und 2 h verfolgt.
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Abbildung 14. HPLC-Chromatogramm und MALDI-ToF Spektrum des LZ3WW2-
Ligationsproduktes (7). A. HPLC-Profil von 7 bei einer Retentionszeit t; = 13.9 min; B.
MALDI-ToF von 7 m/z = 7754.3 [M+H]*; Das MS von 7 weist neben dem einfach geladenen
Hauptsignal ein weiteres Signal auf, welches dem zweifach geladenen Peptid m/z = 3877.6
[M+2H]?* entspricht.
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Die prédparative Aufreinigung erfolgte tiber eine C18-Sdule. Anschlieflend wurde das
Zielpeptid (7) isoliert und aus Acetonitril/ Wasser lyophilisiert. Abbildung 14 A zeigt
das aufgereinigte HPLC-Chromatogramm des LZ3WW2-Ligationsproduktes (7). Aus
dem HPLC-Chromatogramm konnte durch Peakfldchenintegration eine Reinheit von
98% ermittelt werden. Wahrend im MALDI-ToF Spektrum der Hauptpeak von m/z =
7754.3 [M+H]* mit den berechneten Masse von 7753.6 g/mol tubereinstimmt,
entspricht der zweite Peak m/z = 3877.6 [M+2H]?* dem 2-fach geladenen Ligations-
peptid (Abb. 14, B). Die erhaltene Menge an Ligationsprodukt (7) betrug 26 mg (3.4
pumol), was bezogen auf die eingesetzte Menge von 40 mg (10.1 pmol) LZ3-
Peptidthioester (2a) und 44 mg (11.1 pmol) Cys-WW2 (3) einer Ausbeute von 34%

entspricht.

3.3.2. Synthese des LZIWW3-Ligationspeptids

Die native chemische Ligation zwischen dem LZ1-Peptidthioester (1a) und der Cys-
WW3-Domaine (5) erfolgte ebenfalls in einer Konzentration von 1.25 mM. Beide
Peptide wurden in der Pufferlosung aufgenommen und auf einen pH-Wert zwischen
6.8-7 gebracht. Anschliefiend wurde der Reaktionsverlauf mit Hilfe der analytischen
HPLC verfolgt. Der Ligationsverlauf zwischen 1la und 5 ist in Abbildung 15
zusammengefasst. Zu Beginn der Reaktion (bei t = 15 min) sind die zwei Peaks der
Edukte zu sehen, wobei der Peak fiir das N-terminale Peptid (1la) nach 2 h
Reaktionszeit eine nahezu vollstindige Abnahme der Peakhohe zeigt, welche auf eine
rasche Umsetzung des LZ1-Peptidthioesters (1a) mit dem C-terminalen Cys-Peptid
(5) zurtickzuftihren ist. Allerdings konnte trotz offensichtlicher Umsetzung der
Edukte kein eindeutiger Produktpeak im HPLC-Chromatogramm zugeordnet
werden, was auf nahezu identische Retentionszeiten und folglich auf eine
Uberlagerung des LZ1WW3-Produktpeaks (6) mit dem des Cysteinyl-WW3-Peptids
(5) zurtickzuftihren ist (Abb. 15).
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Abbildung 15. Reaktionsverlauf der NCL zwischen dem N-terminalen LZ1-Pepitd (1a) und
dem C-terminalen WW3-Peptid (5). Der Reaktionsverlauf wurde mittels analytischer HPLC
bei t =15 min, 1 h und 2 h verfolgt. Der Peak des Ligationspeptids (6) {iberlagert sich mit dem
Eduktpeak des Cysteinyl-WW3-Peptids (5) bei einer Retentionszeit von 14.3 min.

Mogliche Griinde, weshalb die Peptide zusammen eluieren und somit gleiche
Retentionszeiten aufweisen, konnen neben materiellen Gegebenheiten der Sdulen
(z.B. Sdulenldnge, Sdulenmaterial) und physikalischen Konstellationen (z.B.
Stromungsgeschwindigkeit, LM-Effekte) auch in ihrer Strukturdhnlichkeit (z.B.
Isomere, dhnlicher aromatischer Charakter) liegen. In diesem Fall liegt der Grund fiir
die Uberlagerung in der Ahnlichkeit der Peptide beziiglich ihrer Polaritdt, weshalb
sich die Trennung als sehr schwierig erwies. Versuche mit flachen Gradienten und
langeren Laufzeiten (10-60% MeCN, 60 min) lieferten nicht die gewiinschte
Trennleistung. Abbildung 16 zeigt das HPLC-Chromatogramm der zusammen
eluierenden WW3- und LZ1WW3-Peptide bei einer Retentionszeit t. = 14.3 min. Der
Peak bei t. = 13.1 min entspricht dem LZ1-Thioester Edukt (1a) wiahrend der Peak bei

t. = 10.8 min p-Acetamidothiophenol zuzuordnen ist.
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Auf der rechten Seite ist ein Einschub, welcher einen Abschnitt des HPLC-
Chromatogramms im Falle des flachen Gradienten (10-60% MeCN, 60 min) zeigt,
wobei die Trennleistung nicht zufriedenstellend war. Im Falle einer Reinigung der
Peptide im prédparativen Mafistab miisste mit grofien Ausbeuteverlusten gerechnet

werden.

8
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L]
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~-13.114

Abbildung 16. HPLC-Chromatogramme der NCL-Reaktionslosung von LZ1 mit WW3. Die
Signale der Edukte und Produkte sind {iberlagert (t. = 14.3 min). Die Trennleistung ist auch
nach Anderung des Gradienten (10-60% MeCN iiber 60 min) sehr gering (siehe
Chromatogramm recht oben).

Schliefillich sollte das Trennproblem vorzugsweise durch eine alternative
Syntheseroute umgangen werden. Durch Anderung der Verkniipfungsstelle fiir die
NCL sollten neue Peptidsegmente synthetisiert werden, die bestenfalls bei
unterschiedlichen Retentionszeiten eluieren und folglich die Trennung des

Ligationsproduktes von den Edukten ermoglichen wiirden.
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3.4. Alternative Strategie fiir die Synthese des LZIWW3-Peptids

Mit dem Einsatz eines nicht-sequentiellen Cysteins kann die NCL theoretisch an jeder
wiinschenswerten Stelle durchgefiihrt und somit unterschiedliche Peptidsegmente
synthetisiert werden. Jedoch ist in der Sequenz des LZIWW3-Peptids (6) ein nativer
Cysteinrest  enthalten, welcher als eine geeignete  retrosynthetische
Ligationsschnittstelle fiir die NCL zur Verftigung steht (Abb.17 A, graue
Markierung). Somit eroffnet sich fiir die Darstellung des LZ1WW3-Peptids eine
alternative Moglichkeit zur Synthese unterschiedlicher Thioester- und Cysteinyl-
Peptidsegmente. Die Schnittstelle fiir die Ligation wurde Richtung C-Terminus
“verschoben” und somit das urspriingliche Leucin-Zipper-Segment bis einschliefSlich
Tryptophan (W#) verldngert werden (Abb. 17, D). Des Weiteren wurde das WW3-
Segment am C-Terminus um acht Aminosdurereste verldngert, die vorher aufgrund
einer Syntheseoptimierung des WW3-Segments (4) weggelassen wurden. Schliefslich
sollte das neue LZ-Segment (1b) ausgehend von Tryptophan (W#) und das neue
WW3-Segment (4b) von Arginin (R%) synthetisiert werden.

A A'RMKQLEDKVEELLSKNYHLXENEKARLEKL*VACGGVATAPYIPGTPWCVVWTGDERVFFYNSPT
Al A32(C33 To2
B [ o & ®
Leucin-Zipper-Segment WW3-Segment
la 5

C A'RMKQLEDKV!EELLSKNYHL?ENEKARLEKL*XVGGVATAPIPYGTPWCVVWTG*DERVFFYNPT®TRLSMWDR®

D & W g Re
1b I 4b

Alternative Ligationsstelle

Abbildung 17: Alternative Strategie fiir die Synthese des LZIWW3-Peptids. A. LZIWW3
Sequenz (6) (1-62). NCL wurde zwischen dem LZ1-Segment (1a) und dem WW3-Segment (5)
durchgefiihrt. B. Schematische Darstellung der Ligationsschnitstelle zwischen Alanin (A32
und Cystein (C%®). C. Sequenz fuir die Alternativsynthese des LZ1WW3-Peptids (6b). NCL
sollte zwischen 1b und 4b durchgefithrt werden. D. Schematische Darstellung der neuen
Ligationsschnitstelle zwischen Tryptophan (W#) und dem nativen Cystein (C%). Die
Sequenzen sind vom N- zum C-Terminus dargestellt (von links nach rechts).
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Dieses Konzept bietet zwei wesentliche Vorteile. Zum einen wird das bereits
vorhandene Cystein als Schnittstelle fiir die NCL zwischen Tryptophan (W#) und
dem nativen Cystein (C%) genutzt und somit entféllt die Einbringung eines nicht-
nativen Cysteinrestes in die native Sequenz. Zum anderen sollten, verglichen mit den
vorherigen Peptidsegmenten (la und 5), zwei Segmente mit unterschiedlichen
Langen und Retentionszeiten resultieren, die sich idealerweise von der Retentionszeit
des Produktes unterscheiden. Die zwei Gylcinreste sollten als Abstandshalter
zwischen LZ und WW-Peptid beibehalten werden. Einen moglichen Nachteil stellt
die Synthese des 44-meren LZ-Segments dar, da es wéhrend der SPPS bei langen
Sequenzen zur Bildung von Nebenprodukten bzw. Abbruchsequenzen kommen
konnte, welche die Aufreinigung erschweren und die Ausbeute herabsetzen. Des
Weiteren wiirde ein Tryptophanrest, der am C-Terminus des Thioesters lokalisiert ist,
aufgrund der relativ grofien Indol-Seitenkette eventuell die
Reaktionsgeschwindigkeit der Umesterung widhrend der Ligationsreaktion

verringern.
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3.4.1. Synthese des LZ1-Peptidthioester Segments

Die Fmoc-basierte Synthese des N-terminalen LZ1-Segments (1b) wurde analog der
Festphasensynthese der LZ-Peptidthioester (1a) und (2a) im 0.05 mmol Mafistab an
einem automatischen Peptidsynthesizer durchgefiihrt, wobei diesmal ein mit
Tryptophan vorbeladenes Trityl-Harz verwendet wurde. Die Aminosdure-
kupplungen erfolgten von W# bis Al (Abb. 17, C) und die Peptidabspaltung vom
Harz wurde (wie fiir 1a und 2a beschrieben) mit Essigsdure unter Erhalt der
Seitenschutzgruppen erreicht. Im Anschluss wurde das geschiitzte Rohpeptid (1b)
mit p-Acetamidothiophenol (15 Aquiv.) und DIC (2 Aquiv.) in wasserfreiem DCM
versetzt und am C-Terminus zum o-Thioester umgesetzt. Im ndchsten Schritt wurde
das Losungsmittel eingeengt und abschliefsend die verbliebenden Schutzgruppen mit
TFA abgespalten. Schliefilich konnte das LZ1-Segment (1b) nach praparativer
Reinigung mittels HPLC bei einer Retentionszeit von t. = 14.1 min und tberein-
stimmend mit der erwarteten Masse m/z = 5109.6 mit einer Reinheit von 99%
nachgewiesen werden (Abb. 18, A und B). Bezogen auf den Synthesemafsstab betragt
die Ausbeute 15% (39 mg, 7.6 umol).
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Abbildung 18. HPLC-Chromatogramm und MALDI-ToF Spektrum des LZ1-Peptidthioesters

(Ib). A. HPLC-Profil bei einer Retentionszeit t. = 14.1 min; B. MALDI-ToF m/z = 5109.6
[M+H]*.
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3.4.2. Synthese des Cysteinyl-WW3-Segments

Die Synthese des C-terminalen Cysteinyl-Segments erfolgte analog der Synthese der
Cysteinyl-Peptide (3) und (5) an einem S RAM-Harz im 0.05 mmol MafSstab mittels
automatisierter Festphasensynthese nach dem Fmoc-Protokoll. Zur Erhohung der
Syntheseeffizienz von 4b wurden erneut Pseudoprolin-Bausteine (WT und LS)
eingefiihrt. Die Kettenverldingerung erfolgte vom C- nach N-Terminus ausgehend
von Arginin (R%) bis zum nativen Cystein (C%) (vgl. Abb. 17, D). Die Kupplungen
wurden mit PyBOP und NMM in DMF bzw. NMP realisiert. Anschlieffende
Abspaltung mit einer TFA-Abspaltlosung lieferte das ungeschiitzte Cysteinyl-
Rohpeptid (4b). In Abbildung 19 ist das HPLC Profil des aufgereinigten
Peptidsegments (4b) bei einer Retentionszeit von t: = 12.9 min und das entsprechende
Massenspektrum dargestellt. Im Gegensatz zur urspriinglichen Synthese von 4, die
durch viele Abbruchsequenzen charakterisiert war, konnte 4b auf diesem Wege mit
einer Reinheit von 93 % (bezogen auf die HPLC) isoliert werden. Die erhaltene Menge
an reinem 4b betrug 23 mg (7.7 mmol), was einer Ausbeute von 15% entspricht. Der
Grund fiir die effiziente Synthese liegt sowohl in der verkiirzten Sequenz (24 statt 37
Aminosdurekupplungen), als auch in der Vermeidung der ,VATA”- Sequenz, was

offensichtlich zu einer Verbesserung der Synthese fiihrte.
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Abbildung 19. HPLC-Chromatogramm und MALDI-ToF Spektrum des Cysteinyl-WW3-
Segments (4b). A. HPLC-Profil bei einer Retentionszeit t. = 12.9 min; B. MALDI-ToF m/z =
2979.3 [M+H]*.
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3.4.3. Synthese des LZIWW3-Ligationspeptids

Die erfolgreiche Synthese der N-terminalen und C-terminalen Peptidsegmente (1b)
und (4b) eroffnete somit eine alternative Moglichkeit zur Herstellung des LZIWW?3-
Zielpeptids (6b) mittels NCL. Hierbei sollten beide Peptidsegmente tiber eine neue
Verkniipfungsstelle zum gewtinschten LZ1WW?3-Peptid fiihren. Die native chemische
Ligation zwischen dem Peptidthioester (1b) und des Cys- Segments (4b) erfolgte
unter den gleichen Bedingungen wie die vorherigen Ligationsexperimente fiir 6 und
7. Beide Peptidsegmente (1b) und (4b) wurden in einer Konzentration von 1.25 mM
im wadssrigen Ligationspuffer bei einem pH-Wert zwischen 6.8-7 gelost und die
Reaktion ohne weitere Zusédtze gestartet. Das C-terminale Segment (4b) wurde in
einem geringen Uberschuss (1.1 Aquiv.) eingesetzt. Die Reaktionsmischung wurde
ftir 2 h bei RT gertihrt und der Reaktionsverlauf mittels analytischer HPLC verfolgt
(Abb. 20).

C-terminales Peptid 4b
l 1b N-terminales Peptid
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Abbildung 20. Reaktionsverlauf der NCL zwischen dem N-terminalen Peptid (1b) und dem
C-terminalen Peptid (4b). Der Reaktionsverlauf wurde mittels analytischer HPLC bei t = 15
min, 1 h und 2 h verfolgt. Das LZIWW3-Ligationsprodukt (6b) hat eine Retentionszeit von t. =
14.4 min.
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Im Vergleich zum vorherigen Ligationsverlauf (5.37, Abb. 15) zeigt das HPLC-
Chromatogramm diesmal klar separierte Signale. In der Kurvenschar in Abbildung
20 ist die Zunahme des Peaks bei t;= 14.4 min zu erkennen, der dem gewiinschten
Ligationsprodukt (6b) entspricht. Gleichzeitig ist die Abnahme der Peaks fiir die
Edukte bei t, = 12.9 min und t. = 14.1 min zu erkennen. Allerdings wurde auch hier
wieder eine Uberlagerung der Edukt-/Produkt-Signale beobachtet. Jedoch war im
Gegensatz zur vorherigen Signaliiberlagerung des Ligationsproduktes (6) mit dem C-
terminalen Peptid (5) (vgl. S.37, Abb. 15) diesmal eine minimale Uberlagerung des N-
terminalen Peptids (1b) mit dem Ligationsprodukt (6b) zu beobachten. Dieses Trenn-
bzw. Reinigungsproblem konnte gliicklicherweise nach Beendigung der Ligation
durch anschliefende Hydrolyse des nicht umgesetzten Thioesters (1b) zur Sdure
umgangen werden, indem der pH-Wert der Reaktionslosung erhcht wurde. Folglich
konnten die Retentionszeiten von 1b und 6b verschoben werden (Abb. 21). Der Peak

bei der Retentionszeit t. = 10.7 min wird durch p-Acetamidothiophenol verursacht.

Ligationsprodukt

N-terminales Peptid
(hydrolysiert)
+
C-terminales Peptid

A/l AU \1

t /min ——

Abbildung 21. Alkalische Hydrolyse des Peptidthioesters (1b) zur Sdure durch Erhchung des
pH-Wertes (mit einer wéssrigen 0.1 mM NaOH-Losung).
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Nach anschlieffender prédparativer Aufreinigung wurde das LZIWW3-
Ligationspeptid (6b) isoliert und aus Acetonitril/ Wasser lyophilisiert. Abbildung 22
zeigt das aufgereinigte HPLC-Chromatogramm und das Massenspektrum des
LZ1WW3-Ligationsproduktes (6b). Die im MALDI-ToF Spektrum gefundene Masse
von 7921.9 m/z stimmte mit der berechneten Masse von 7921.0 g/mol iiberein (Abb.
22, B). Die erhaltene Menge an 6b betrug 17 mg (2.2 umol), was bezogen auf die
eingesetzte Menge von Peptidthioester (1b) (39 mg, 7.6 umol) und Cysteinyl-Peptid
(4b) (25 mg, 8.3 umol) einer Ausbeute von 28% entspricht.

A B

6b 100
7921.9

[M+H]"

AlAU
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Abbildung 22. HPLC-Chromatogramm und MALDI-ToF Spektrum des LZ1IWW3-
Ligationsproduktes (6b). A. HPLC-Profil von 6b bei einer Retentionszeit t. = 14.4 min; B.
MALDI-ToF von 6b m/z = 7921.9 [M+H]*

In Tabelle 4 sind alle synthetisierten Peptidsequenzen aufgelistet, die fiir die
nachfolgenden Strukturuntersuchungen eingesetzt wurden. Die WW-Peptide (3*)
und (4*) wurden im Hinblick auf die CD-Messungen ohne die N-terminale , CGG"-

Sequenz synthetisiert (siehe Material und Methoden M1 und M2).

Name  Peptidsequenzen AS
1 LZ1 ARMKQLEDKV!°EELLSKNYHLZ°ENEKARLEKL3'VA 32
2 LZ3 ARMKQLEDKV!'°EELLSKIYHN?°ENEVARLKKL3'VA 32
3% WW2 AVSEWTEYKT!ANGKTYYYNN?°RTLESTWEKP3°Q 31
4% WW3 VATAPIPGTP!®WCVVWTGDER?*VFFYNPTTRL°SMWDR 35
6b LZ1WW3 A'RMKQLEDKV!’EELLSKNYHL?°ENEKARLEKL:°VGGVATAPIP*'GTPWCVVWTG °DERVFFYNPT°TRLSMWDR 68
7  LZ3WW2 A'RMKQLEDKV!’EELLSKIYHN?°ENEVARLKKL3°VACGGAVSEW!’TEYKTANGKT °YYYNNRTLES®OTWEKPQ 66

Tabelle 4. Synthetisierte Peptide fiir die biophysikalischen Strukturuntersuchungen. Alle
Peptide liegen als C-terminale Amide vor. * Im Hinblick auf die biophysikalischen Messungen
wurden 3* und 4* ohne die N-terminale , CGG”-Sequenz synthetisiert.
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3.5. Biophysikalische Charakterisierung der WW-Dominen funktionali-
sierten Leucin-Zipper Peptide

Die Ausbildung der nativen Struktur der modular aufgebauten Leucin-Zipper-WW-
Peptide ist insofern essenziell, da nur die Ausbildung einer dreidimensionalen
Sekundar- bzw. Tertidrstruktur zu einer biologischen Aktivitit wie beispielsweise zur
molekularen Selbsterkennung oder Protein-Interaktion fithren kann. [102104] Kurz
gesagt: Nur in gefalteter Form sind Peptide biologisch aktiv. Die Struktur und
Aktivitdt von Peptiden und Proteinen kann mit Hilfe biophysikalischer Methoden
untersucht werden. Diese Methoden erlauben es, die in der vorliegenden Arbeit
mittels chemischer Synthese (SPPS, NCL) generierten Peptide hinsichtlich ihrer
strukturellen Eigenschaften zu analysieren.

In dieser Arbeit sollte das Faltungs-, Stabilitdts- und Assoziationsverhalten der WW-
Domidnen funktionalisierter Coiled Coil-Konstrukte untersucht werden. Hierbei
sollten in erster Linie CD- und NMR-Messungen Aufschluss iiber die Konformation
und Stabilitdt der zu untersuchenden Peptide liefern. Vor allem sollte auf die CD-
Spektroskopie als Standardmethode zur Bestimmung der Sekundérstrukturelemente
im Peptid und zur Untersuchung von Konformationsanderungen, die beispielsweise
durch thermische Denaturierung, pH-Wert Anderungen oder Peptid-Ligand
Wechselwirkungen hervorgerufen werden, zurtickgegriffen werden. Um die
Assoziation der Coiled Coils bzw. Wechselwirkungen zwischen den WW-Doménen
mit ihren spezifischen Liganden zu untersuchen und thermodynamische Parameter,
wie z.B. Dissoziationskonstanten zu bestimmen, sollte die isotherme
Titrationskalorimetrie (ITC) angewendet werden.

Generell nehmen Coiled Coils in wissrigem Millieu eine a-helikale Struktur(1%] und
WW-Dominen eine antiparallele, dreistrédngige f-Faltblattstruktur(106-108] ein und
eignen sich daher als interessante Modelle fiir Proteinfaltungs- und Stabilitatsstudien.
Dementsprechend miissten die LZWW-Peptide beide Strukturelemente, also sowohl
einen a-helikalen, als auch einen f-Faltblatt-Anteil beinhalten. Aus diesem Grund
wurden die jeweiligen CD-Spektren der einzelnen LZ- und WW-Peptide und die der
LZWW-Ligationsprodukte aufgenommen und anschlieflend miteinander verglichen.
Die Ergebnisse der biophysikalischen Untersuchungen der chemisch synthetisierten

LZ-, WW- und LZWW-Peptide sind nachfolgend dargestellt.
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3.5.1. CD-spektroskopische Untersuchungen der LZ3-, WW2- und LZ3WW2-
Peptide

Die LZ3-, WW2- und LZ3WW2-Peptide wurden jeweils in gleichen Konzentrationen
(30 pM) im Phosphatpuffer (siehe Material und Methoden) gelost und die
entsprechenden CD-Spektren unter identischen Bedingungen bei 4°C und pH 7.0
aufgenommen. Das Fern-UV CD-Spektrum des LZ3-Peptids (2) ist durch zwei
Minima bei 208 und 222 nm charakterisiert, welche typisch fiir a-helikale Strukturen
sind (Abb. 23). Wahrend die Absorptionsbande bei 222 nm Hinweise iiber den o-
helikalen Gehalt gibt, kann die bei 208 nm gelegene Absorptionsbande ein Merkmal
fir das Vorliegen einer einzel- oder mehrstrangigen Helix sein.[88109111] Dartiber
hinaus liefert das Verhiltnis der Elliptizitatswerte bei 222 nm und 208 nm Hinweise
beztiglich der Oligomerisierung, welches fiir Coiled Coils als [0]2/ [0]20s = 1 und fuir
isolierte Helices [0],,,/ [0]20s < 0.86 bestimmt wurde.[8! Diesbezitiglich wiirde das LZ3-
Peptid mit einem Elliptizitdtsverhdltnis von [0]xy/ [0]xs = 0.76 als eine einzelne o-
Helix, und nicht als Coiled Coil vorliegen, was eigentlich im Widerspruch zu den
vorangegangenen Experimenten von Portwich et al. steht.[¢4] Offensichtlich liegt hier
aber das Gleichgewicht zwischen der einzelstrangigen a-Helix und des Homotrimers
auf der Seite der o-helikalen Struktur. Mogliche Griinde fiir dieses Verhalten wéaren
die Messbedingungen (z.B. pH-Wert, Temperatur, Puffer). Wiahrend die CD-Spektren
in der Arbeit von Portwich et al. in TBS-Puffer bei Raumtemperatur und pH 8
aufgenommen wurden, wurden die CD-Experimente in der vorliegenden Arbeit in
Phosphatpuffer bei 4°C und pH 7 durchgefiihrt.

Im Gegensatz zum LZ zeigt das CD-Spektrum des WW2-Peptids (3*) eine positive
Elliptizitat um 230 nm (Abb. 23). Jedoch sind im vorliegendem WW2-Spektrum keine
klassischen f-Faltblatt-Signale zu erkennen, die ein Minimum bei 217-218 nm und ein
Maximum bei 195-197 nm aufweisen sollten. Generell unterscheiden sich die Fern-UV
CD-Signale der WW-Dominen von denen, die fiir typische antiparallele p-Faltblatt-
Strukturen bestimmt wurden.['12114] Das auffédllige Maximum bei 230 nm l&sst sich
durch die Beitrdge der aromatischen Seitenketten der Tryptophane und Tyrosine
sowie deren rdumliche Anordnung zueinander erkldren.'15116] Demzufolge weist
dieses Signal auf das Vorhandensein einer geordneten f-Faltblatt-Struktur und somit

auf eine gefaltete WW-Doméne hin.
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Des Weiteren liegen die N- und C-Termini der WW-Doméne im gefalteten Zustand
ungeordnet vor, was die Ahnlichkeit mit einem random coil-Spektrum erkldren wiirde

(Minimum bei 195 nm und Maximum 212 nm).[117]
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Abbildung 23. CD-Spektrum der isolierten LZ3- und WW2-Peptide (2 und 3*) bei pH 7 (c ~ 30
uM).

Idealerweise sollte das CD-Spektrum des LZ3WW?2-Ligationsprodukts (7) eine
Kombination der Spektren mit o-helikalen und p-Falblatt Sekundarstrukturen
darstellen. Wie erwartet wird das entsprechende CD-Spektrum des 66 Aminosdure
langen Ligationsprodukts (7) durch zwei Minima um 206 nm und 220 nm sowie eine
kleine positive Bande um 230 nm gekennzeichnet (Abb. 24, A). Auffillig ist, dass die
molare Elliptizitdt bei 220 nm mit -4.9 k° cm? dmol?! deutlich geringer ist als die
molare Elliptizitdit bei 206 nm von -7.5 k° cm? dmol!. Somit liegt das molare
Elliptizitatsverhaltnis mit [0],,0/ [0]206 = 0.63 unter den allgemein ermittelten Werten
fir Coiled Coils, was auf das Vorhandensein einer einzelstrangigen, o-helikalen
Struktur schlieflen ldsst, die vermutlich als Einzelstrang vorliegt. Zudem weist die
leichte Verschiebung des Minimums von 208 nm auf 206 nm auf eine partielle
Helixformation hin, d.h. das Peptid besitzt zusitzlich einen Anteil, der keine
erkennbare Sekundarstruktur aufweist (random coil). Betrachtet man den
Wellenldngenbereich um 230 nm ist ein Signal mit positiver Elliptizitidt zu erkennen,
welches bereits fiir die isolierte WW2-

Domane (3*) beschrieben wurde.
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Wie aus Abbildung 24 hervorgeht, nimmt das Ligationprodukt (7) in Phosphatpuffer
bei pH 7 und 4°C eine definierte rdumliche Anordnung ein, welche die Summe der
einzelnen o-helikalen und p-Faltblatt Spektren (additiver Effekt) darstellt. Beim
Vergleich der LZ3- und LZ3WW2-Spektren miteinander ist zu erkennen, dass das
CD-Signal von LZ3WW?2 (7) (bezogen auf die Minima) im Vergleich zum CD-Signal
von LZ3 (2) nicht so stark ausgepragt ist (Abb. 24, B).
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Abbildung 24. Fern-UV CD-Spektrum von LZ3, WW2 und LZ3WW?2 bei pH 7.0 (c ~ 30 uM).
A. CD-Spektrum des LZ3WW?2-Peptids (7). B. CD-Spektrum der LZ3-, WW2- und LZ3WW?2-
Peptide (2, 3"und 7).
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Eine Erkldarung dafiir wére, dass der Helix-Anteil im LZ3WW2-Gesamtpeptid durch
den p-Faltblatt- und random coil-Anteil entsprechend reduziert wird und
dementsprechend nicht so stark ausgepragt ist wie im isolierten LZ3-Peptid. Es sind
auch keine streng getrennten Ubergéinge im LZ3WW2-Spektrum zu beobachten, da
keine isolierten Sekundarstrukturen (o-Helix bzw. p-Faltblatt) vorliegen, sondern
eine Mischung in der die Sekundarstrukturanteile unterschiedlich stark gewichtet
sind. Analog fiihrt der Sekundéarstrukturbeitrag der Helix im LZ3WW2-Peptid zu
einem Intensitdtsverlust (Abnahme der mittleren molaren Elliptizitdten) des WW-
typischen Signals bei 230 nm im Vergleich zur isolierten WW2-Doméne. Aufgrund
der Uberlappung der entsprechenden a-helikalen und S-Faltblatt-Signale resultiert

ein breites Signal von 220 nm bis ca. 240 nm.
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3.5.2. NMR-spektroskopische Strukturanalyse des LZ3WW2-Peptids

Zur Bestdtigung der aus den CD-Spektren abgeleiteten S-Faltblatt-Struktur des WW-
Segments im LZ3WW?2-Peptid (7) wurden zusdtzlich TH-NMR-Spektren von 7 und
zum Vergleich von der isolierten WW2-Domdne (3*) bei 279 K aufgenommen. In der
Regel kann der Faltungsstatus einer WW-Domaéne mit Hilfe von 'H-NMR-Spektren
bestimmt werden, da stabil gefaltete WW-Doménen charakteristische Signalmuster
zwischen 9.0 und 9.6 ppm und im Bereich um 10 ppm im 'H-NMR-Spektrum
aufweisen.[788283] Dazu gehoren, wie am Beispiel des Spektrums fiir die isolierte
WW2-Domine deutlich wird, die Indol-NH-Signale (Trypthophan-Seitenketten-
Signale), welche die typischen chemischen Verschiebungen um 10 ppm zeigen (Abb.
25). Dartiber hinaus umfasst der Bereich zwischen 9.0-9.6 ppm die Signale der
amidischen Protonen des Peptidriickgrats bei gefalteten Peptiden. Je stabiler eine
WW-Domaine ist, desto schérfer sind die Signale in diesem Bereich des Spektrums.
Fehlen diese Signale, so liegt die WW-Domaéne ungefaltet vor. Ein weiteres Merkmal
fir eine native Konformation sind hochfeldverschobene Protonensignale

aliphatischer Gruppen (0-1.2 ppm).
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Abbildung 25. 1D '"H-NMR Spektrum des im isolierten Zustand gefalteten WW2-Peptids (3*).
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Wie im Falle der gefalteten WW2-Domine (3*) konnten fiir das LZ3WW2-Peptid (7)
ebenfalls charakteristische Signale detektiert werden, die auf eine bestimmte

raumliche Anordnung in einer definierten Tertidrstruktur zurtickzufiihren sind (Abb.

26).

Indol-NH-Protonen Signale o
A ol
NH-Protonen Signale | N

des Peptidriickgrats |

Abbildung 26. 1D 'H-NMR Spektrum des LZ3WW2-Peptids (7). Im Spektrum oben links sind
die chemischen Verschiebungen von 11 - 8.5 ppm dargestellt.

Das NMR-Spektrum des LZ3WW2-Peptids zeigt die signifikanten Peakmuster im
Bereich der amidischen Protonen des Peptidriickgrats zwischen 9.0-9.6 ppm, sowie
die beiden Indol-NH-Protonen der Tryptophan-Seitenketten bei einer chemischen
Verschiebung um 10 ppm. Die gute Signaldispersion ldsst auf eine stabile S-Faltblatt-
Konformation der WW2-Doméne im LZ3WW2-Konstrukt schliefen. Einhergehend
mit den Ergebnissen, die mit Hilfe der CD-Spektroskopie ermittelt wurden, konnte
das Vorliegen einer geordneten Struktur der Seitengruppen und somit eines
gefalteten S-Faltblatt-Zustands des WW2-Segments im LZ3WW2-Peptid (7)

nachgewiesen werden.
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3.5.3. Untersuchungen zur thermischen Stabilitit des LZ3WW2-Peptids

Ein klassisches Merkmal von gefalteten WW-Doménen in Fern-UV CD-Spektren ist
die positive Elliptizitit um 230 nm, welches in CD-Spektren denaturierter WW-
Doménen nicht mehr vorhanden ist. Daher eignet sich die Signaldnderung der
Elliptizitit bei dieser Wellenldnge besonders fiir Entfaltungs- bzw. Faltungs-
experimente und kann CD-spektroskopisch verfolgt werden. Abbildung 27 zeigt die
Verdanderung des Circulardichroismus wéhrend der thermischen Entfaltung des
LZ3WW2-Peptids (7). Bei 4 °C zeigt das WW-typische CD-Signal eine positive
Elliptizitét bei ca. 230 nm, die nach Erhhung der Temperatur auf 90 °C nicht mehr
vorhanden ist. Die Temperaturerh6hung hat also einen unmittelbaren Einfluss auf
die Stabilitit der WW-Doméne im LZ3WW2-Peptid (7). Die Abnahme des
charakteristischen Signals im CD-Spektrum ist in diesem Fall ein Indiz fiir die
Denaturierung des WW-Segments im Ligationseptid (7). Die thermische
Denaturierung verlduft offenbar fiir beide Strukturelemente reversibel. Nach der
Abkiithlung von 90 °C auf 4 °C sind sowohl die Signale fiir a-Helices bei 206 nm und
220 nm, als auch ein verbreitetes Signal um 230 nm fiir die WW-Faltblattstruktur zu
beobachten. Auch hier ist aufgrund der Uberlappung mit dem entsprechenden a-

helikalen Signal bei 220 nm die positive Elliptizitit abgeflacht.
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Abbildung 27. Verdnderung des Circulardichroismus von LZ3WW?2 (7) wihrend der
thermischen Entfaltung. Dargestellt sind die CD-Spektren des LZ3WW?2-Peptids (7) bei 4 °C
und 90 °C sowie nach Abkiithlung von 90 °C auf 4 °C (pH 7, ¢ ~ 30 uM).
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Um zu tberpriifen, ob die Anwesenheit der o-Helix die Stabilitdt der WW-Domaéne
im LZ3WW2-Konstrukt beeintrachtigt, wurden Entfaltungsexperimente an 7 und
zum Vergleich an der isolierten WW2-Doméne (3*) durchgefiihrt. Die thermische
Denaturierung wurde in beiden Fillen in einem Temperaturbereich von 4-90 °C
durch Verfolgung der absoluten Elliptizitdt des CD-Signals bei 230 nm ermittelt (Abb.
28). Der Kurvenverlauf der thermischen Entfaltung von 7 ist durch einen Signalabfall
zwischen 4-30 °C und 30-60 °C gekennzeichnet. Von 70-90 °C bleibt der Verlauf der
Elliptizitat konstant (Abb. 28, A).
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Abbildung 28. Thermische Entfaltung des LZ3WW2-Peptids (7) und der isolierten WW2-
Doméne (3*) verfolgt iiber die Anderung des CD-Signals bei 230 nm (~30 pM, pH 7). A. CD-
Spektrum des LZ3WW2-Peptids (7) bei 230 nm von 4-90 °C. B. CD-Spektrum der WW2-
Doméne (3*) bei 230 nm von 4-90 °C. Es sind die absoluten Elliptizitdten dargestellt.
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Da das CD-Signal bei der gewdhlten Wellenldnge sowohl Signalbeitrdage des p-
Faltblatts als auch Beitrdge der o-Helix enthdlt, lassen sich, wie aus Abb. 28 A
ersichtlich wird, dementsprechend auch keine streng voneinander getrennten
Uberginge beobachten. Fiir 7 wurde eine Entfaltungstemperatur von Tm = 51.2 °C
gemessen und im Vergleich dazu konnte fiir die isolierte WW2-Domaéne (3%) eine
Entfaltungstemperatur von Tm = 50.1 °C bestimmt werden. Auf diese Weise konnte
gezeigt werden, dass der Leucin-Zipper keinen wesentlichen FEinfluss auf die
thermische Stabilitit der WW2-Doméne im LZ3WW2-Konstrukt (7) hat. Abbildung
29 zeigt zusammengefasst die CD-Spektren der einzelnen Temperaturmessungen (10-
90 °C) des LZ3WW2-Peptids (7). Wahrend die thermische Entfaltung des WW-
Strukturanteils mit dem Verlust der Absorptionsbande bei 230 nm einhergeht, sind
die fiir orhelikale Strukturen charakteristischen Minima noch bei hohen

Temperaturen detektierbar.

CD [mdeg]

Temperature [*C]

‘Wavelength [nm]

Abbildung 29. CD-Spektrum des LZ3WW?2-Peptids (7) von 10-90° C bei pH 7.0 (c ~ 30 uM).

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass die im LZ3WW2-Peptid (7) enthaltenden
Strukturelemente (a-Helix und p-Faltblatt) sowohl unabhéngig voneinander falten,
als auch unabhingig voneinander denaturieren. Thermische Entfaltungsstudien
ergaben, dass der o-helikale Leucin-Zipper einen minimalen Einfluss auf die

Stabilitdt der WW2-Domaéine hat.
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3.5.4. Untersuchungen zur pH-abhingigen Stabilitit des LZ3WW2-Peptids

Obgleich die Primérstruktur den nativen Faltungszustand eines Peptids bestimmt,
sind die konformationellen Eigenschaften wie beispielsweise die Ausbildung bzw.
der Erhalt der nativen Sekundarstruktur von verschiedenen Parametern (z.B. pH-
Wert, Temperatur, Konzentration, Losungsmittel ) abhangig.l'’8 Um die voneinander
unabhiéngige Faltung beider Strukturelemente (a-Helix und p-Faltblatt) sowie die
konformationelle Stabilitit des LZ3WW2-Peptids genauer zu untersuchen, wurden
zundchst CD-Messungen bei verschiedenen pH-Werten durchgefiihrt. Hierftir wurde
das LZ3WW2-Peptid (7) jeweils unter sauren, neutralen und basischen Bedingungen
bei gleichbleibender Temperatur (4 °C) und Konzentration (30 pM) vermessen. Die
CD-Experimente bei unterschiedlichen pH-Werten bekriftigten das Bild von zwei
autonomen Strukturelementen im Ligationskonstrukt (7) sowohl im Hinblick auf die
Stabilitdat der o-Helix als auch der pS-Faltblattstruktur. Wie aus den CD-Spektren in
Abbildung 30 hervorgeht, weist die WW-Doméne im LZ3WW2-Peptid unter sauren
bis neutralen Bedingungen (pH 4 bis pH 7) eindeutig ein fiir f-Faltblattstrukturen
typisches Signal um 230 nm auf, wéhrend es unter basischen Bedingungen (pH 9)
nicht beobachtet werden kann (Abb. 30, A). Gleiches Verhalten ladsst sich ebenso im
CD-Spektrum der isolierten WW2-Domine (3*) beobachten (Abb. 30, C). Im
Gegensatz dazu zeigt das Leucin-Zipper-Segment im LZ3WW2-Peptid ein kontréres
Verhalten. Wahrend fiir pH-Werte < 6 keine typischen o-helikalen Signale beobachtet
werden konnen, zeigt das CD-Spektrum bei pH 9 die fiir o-helikale Strukturen
charakteristischen und gut ausgepragten Minima bei 208 nm und 220 nm (Abb. 30,
A). Dieses Verhalten ldsst sich auch fiir die isolierte LZ3-Variante (2) beobachten
(Abb. 30, B). In Anbetracht dieser Ergebnisse ldsst sich schlussfolgern, dass die f-
Faltblattstruktur im sauren pH-Bereich stabil und im basischen instabil ist.
Umgekehrt zeigen die CD-Experimente fiir die o -Helix die grofste Stabilitdt bei pH
9, die durch negativere molare Elliptizitdten bei 220 nm gekennzeichnet ist und mit
einer Erhohung der Helizitdt einhergeht. Dieses Verhalten der pH-induzierten
Anderung der Sekundérstruktur ldsst sich ebenso in den CD-Spektren der isolierten

Leucin Zipper- bzw. WW-Doménen beobachten (Abb. 30, B und C).
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Abbildung 30. CD-Spektren der einzelnen LZ3WW2-, LZ- und WW-Peptide (7, 2 und 3*) bei
unterschiedlichen pH-Werten (4 °C, ¢ ~ 30 uM). A. CD-Spektrum von 7 bei pH 4, 7 und 9. B.
CD-Spektrum von 2 bei pH 4, 7 und 9 C. CD-Spektrum von 3* bei pH 4, 7 und 9.
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Die pH-Abhéngigkeiten der mittleren molaren Elliptizitdten bei 230 nm und 220 nm
des LZ3BWW2-Peptids (7) lassen sich in der nachfolgenden Abbildung anschaulich
darstellen. Die Erhchung des pH-Wertes bei 230 nm geht mit einer rapiden Abnahme
der molaren Elliptizitit einher, welche hochstwahrscheinlich aus einer Anderung
oder dem Verlust der p-Faltblatt-Konformation im WW-Segment des LZ3WW2-
Peptids resultiert (Abb. 31, A). Bekanntermaflen wird die WW-Struktur hauptséchlich
durch die Ausbildung intermolekularer Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den
p-Strangen des Faltblatts stabilisiert. Basische Bedingungen scheinen hier einen f-
Faltblatt-destabilisierenden Beitrag zu leisten, indem die Ausbildung von H-Briicken
gestort wird. Obgleich die molare Elliptizitdt bei 220 nm ebenfalls mit steigendem
pH-Wert der Losung durch eine Abnahme gekennzeichnet ist, bewirkt die Anderung
der molaren Elliptizitdt bei 220 nm in diesem Fall aber eine Erhohung der Helizitat

(Abb. 31, B).
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Abbildung 31. Molare Elliptizititen in Abhéngigkeit vom pH-Wert fiir das LZ3WW2-Peptid
(7) bei 4 °C (~ 30 uM). A. pH-Abhingigkeit der molaren Elliptizitdt von 7 bei 230 nm (5
Faltblatt Signal). B. pH-Abhéngigkeit der molaren Elliptizitdt von 7 bei 220 nm (o-helikales
Signal).

Neben den elektrostatischen und van-der-Waals-Wechselwirkungen wird die Faltung
von Peptiden u.a. durch Wasserstoffbriicken-Bindungen vermittelt. Wahrend diese
hauptséchlich die g-Faltblatt-Struktur stabilisieren, ist die Faltung und Stabilitdt der

Coiled Coils durch zahlreiche inter- und intrahelikale Wechselwirkungen, wie

hydrophobe , packing effects” und ionische Interaktionen bedingt. Auf diese kann
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eine Anderung des pH-Wertes unterschiedlichen Einfluss nehmen.[1191201 Die Rolle
der interhelikalen ionischen Interaktionen wirft jedoch nach wie vor Fragen auf und
ist noch nicht ganz verstanden. Die Komplexizitidt der Interaktionen in Coiled Coils
zeigt sich darin, dass die meisten Experimente immer noch mit Modell-Peptiden
durchgefiihrt werden.[1119] In den vergangenen Jahren riickten daher besonders
Studien zur Untersuchung der interhelikalen Wechselwirkungen von o-helikalen
Coiled Coils in den Fokus, welche neben Untersuchungen zur Stabilitdt auch solche
zur Oligomerisierung umfassen. Beispielsweise konnte in verschiedenen
Experimenten mit Modellpeptiden gezeigt werden, dass die interhelikalen ionischen
Wechselwirkungen zur Ausbildung von Coiled Coil Formationen nicht essentiell
sind, obwohl sie die Bildung von Hetero- gegeniiber Homo-Assoziationen steuern
konnen. 8]

Zusammengefasst sind fiir die Ausbildung und Stabilitdt der Sekundéarstruktur die
intra- und intermolekularen Wechselwirkungen entscheidend, die jedoch durch
zahlreiche Faktoren, wie beispielweise pH-Wert, Temperatur, Konzentration etc.
beeinflusst werden. Hinzu kommt, dass die Seitenketten der Aminosduren
ausschlaggebend fiir das Sdure-Base-Verhalten und die damit verbundenen
Konformationsanderungen von Peptiden sind. Aufgrund dieser enormen Vielzahl
von moglichen Wechselwirkungen im Coiled Coil Peptid ist es an dieser Stelle nicht
moglich, anhand der in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente eine eindeutige
Erklarung fiir die beobachteten pH-abhidngigen Konformationsinderungen im

LZ3WW?2-Peptid (7) zu geben.
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3.5.5. Untersuchungen zur konzentrationsabhingigen Stabilitit des

LZ3WW?2-Peptids

Der Einfluss der Peptidkonzentration auf die Sekundédrstruktur im LZ3WW2-
Ligationsprodukt (7) wurde mittels CD-Spektroskopie untersucht. Hierftir wurde 7
bei drei verschiedenen Konzentrationen (10, 30 und 50 pM) vermessen. Aus dem
Kurvenverlauf der CD-Spektren fiir das o-helikale Signal folgt eine Anderung der
molaren mittleren Elliptizititen bei 208 nm sowie 220 nm mit zunehmender
Konzentration (Abb. 32). Wahrend die fiir o-helikale Strukturen typischen Minima
mit steigender Konzentration intensiver werden, nimmt das fiir p-Faltblatt-
Strukturen charakteristische Maximum bei 220 nm mit zunehmender Konzentration

ab (Abb. 32).
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Abbildung 32. CD-Spektren des LZ3WW2-Peptids (7) bei drei unterschiedlichen Konzen-
trationen von 10, 30 und 50 uM (4 °C und pH 7).

In Abbildung 33 sind die mittleren molaren Elliptizititen in Abhdngigkeit von den
verschiedenen Peptidkonzentrationen fur das LZ3WW2-Peptid (7) bei einer
Wellenldnge von 230 nm bzw. 220 nm zusammengefasst. Wahrend eine Konzen-
trationserhohung von 10 auf 30 uM zur starken Abnahme der Elliptizitdt bei 230 nm
fiihrt (Abb. 33, A), fiithrt die gleiche Erh6hung der Konzentration zu keinen bzw. sehr
geringen Anderungen der mittleren molaren Elliptizitit bei einer Wellenliénge von

220 nm (Abb. 33, B).
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Erst ab einer Konzentration von 30 uM findet ein auffillig starker Abstieg der
molaren Elliptizitdt statt, welcher in diesem Fall auf eine Erhohung des
orhelikalen Gehalts hindeutet (Abb. 33, B). Eine mogliche Erkldarung fiir diese
Beobachtung ist die intermolekulare Wechselwirkung der Helices bei hoheren
Konzentrationen. Denn bei Helix-Helix-Wechselwirkungen kann es zu einem
Intensitdtsgewinn der Minima im CD-Spektrum kommen, da die Chromophore in
einer Helix miteinander gekoppelt sind, was zu einer stiarkeren Absorption ftihrt.[121]
Letzteres scheint in diesem Fall also nicht unwahrscheinlich, weil die Zunahme der
Signalintensitdt bei hoheren Konzentrationen auftritt. Die Abnahme der mittleren
molaren Elliptizitdt bei 230 nm mit zunehmender Konzentration kann durch die
Uberlappung des WW-typischen Maximums mit dem negativen Minimum bei 220
nm resultieren. Andererseits konnte die Verringerung der positiven Bande um 230
nm aber auch auf den Verlust der fiir WW-Domaénen typischen p-Faltblatt-Struktur
durch Aggregation hindeuten. Studien von Ferguson et al. zeigen, dass die WW2-
Doménen in hoheren Konzentrationen zur Bildung von Protofilamenten neigen,[122]
auf die im Rahmen dieser Arbeit allerdings nicht ndher eingegangen wurde, da alle
CD-Experimente mit niedrigen Konzentration (30uM) durchgefiihrt wurden. Zur
Untersuchung von Aggregaten konnen beispielsweise Rontgenbeugungs-,

Lichtstreuungs- oder Einfarbungsexperimente durchgefiihrt werden.[123]
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Abbildung 33. Molare Elliptizititen in Abhédngigkeit von der Konzentration fiir das
LZ3WW?2-Peptid (7) bei 10, 30 und 50uM (4 °C, pH 7). A. Konzentrationsabhingigkeit der
molaren Elliptizitdt von 7 bei 230 nm (f-Faltblatt Signal). B. Konzentrationsabhangigkeit der
molaren Elliptizitdt von 7 bei 220 nm (o-helikalen Signal).
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3.5.6. CD-spektroskopische Untersuchungen der LZ1-, WW3- und LZIWW3-
Peptide

Die LZ1-, WW3- und LZ1IWW3-Peptide (1, 4* und 6b) wurden jeweils in einer
Konzentration von 30 uM in Phosphatpuffer bei pH 7.0 und 4 °C vermessen. Wie zu
erwarten, zeigt das Fern-UV CD-Spektrum des LZ1-Peptids (1) ein charakteristisches
CD-Spektrum, bedingt durch eine o-helikale Sekundarstruktur, welches durch zwei
ausgeprdagte Minima (208 und 222 nm) charakterisiert ist (Abb. 34). Das
Elliptizitdtsverhdltnis von [0],/ [0],0s= 0.76 deutet auf das Vorliegen einer
einzelstrangigen o-Helix hin, welches mit den vorangegangenen Experimenten von
Portwich et al., in denen die LZ1-Variante als eine einzelstrangige o-helikale Struktur
charakterisiert wurde, iibereinstimmt.l¢4l Das CD-Spektrum des WW3-Peptids (4*)
zeigt im Gegensatz zur gefalteten WW2-Domaine (3*) (vgl. Abb. 23) keine positive
Bande um 230 nm, sondern zwei schwache Minima bei ca. 211 und 229 nm. Das CD-
Signal dhnelt auf den ersten Blick zwar dem eines helixbedingten CD-Spektrumes,
kann jedoch aufgrund der schlecht ausgeprdgten Signale und erheblich
abweichenden Wellenldngen nicht als solches definiert werden. Zudem deutet die
relativ geringe Signalintensitdt auf eine nicht definierbare Struktur bzw. einen sehr
geringen Anteil an geordneten Sekundarstrukturelementen hin, so dass dieses
Spektrum keine Aussage tiber die Konformation des WW3-Peptids (4*) in Losung

zulasst.
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Abbildung 34. CD-Spektrum der isolierten LZ1- und WW3-Peptide (1 und 4*) bei pH 7 (c ~ 30
uM).
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Obgleich die synthetisierte WW3-Sequenz (4*) die gesamte dreistrdangige S-Faltblatt-
Region umfasst (vgl. S.14, Abb. 6 C und Tabelle 4), zeigt dieses Ergebnis, dass das
isolierte Peptid unter den vorherrschenden Bedingungen trotzdem keine geordnete
Struktur einzunehmen scheint und deckt sich mit den vorherigen von Otte et al.
durchgefiihrten Faltungsuntersuchungen.[$3 Die Auswahl der unstrukturierten WW3-
Doméne fiir die Verkntipfung mit der Leucin-Zipper Variante 1 basierte auf zwei
wesentliche Fragestellungen:

1. Welchen Einfluss hat ein nicht gefaltetes WW-Segment auf die o-helikale
Sekundarstruktur des Leucin-Zippers-Segments im LZ1WW3-Zielpeptid?

2. Kann das o-helikale LZ-Segment eventuell die Ausbildung einer A-Faltblatt-
struktur des wungefalteten WW3-Segments im LZI1WW3-Peptidkonstrukt
induzieren?

Interessanterweise haben He et al. 2009 eine NMR-Struktur der WW3-Doméne des
TCERGI-Proteins in der Protein-Datenbank (PDB: 2DK7) veroffentlicht, aus der
hervorgeht, dass sich C-terminal nach der dreistrdngigen pA-Faltblatt-Region ein
kurzes, o-helikales Segment anschliefit (siehe S. 13, Abb. 6, C).811 Vermutlich tragt
dieser Bereich zur Ausbildung einer geordneten pf-Faltblatt-Konformation bei,
welcher durch die Wechselwirkung mit der Helix stabilisiert wird. Im Prinzip kénnte
daher eine Verkniipfung des WW3-Peptids mit dem o-helikalen Leucin-Zipper (1) zu
einer Strukturinduzierung der WW3-Doméne fithren. Demnach miisste im CD-
Spektrum des LZ1WW3-Ligationspeptids (wie auch beim LZ3WW2-Peptid) neben
einem helikalen Signal auch ein WW-typisches Maximum bei 230 nm detektiert
werden. Allerdings zeigt das CD-Spektrum des Ligationsproduktes (6b) neben den
charakteristischen o-helikalen Banden kein typisches WW-Signal bei 230 nm (Abb.
35, A). Somit wird durch die kovalente N-terminale Verkniipfung mit dem o-
helikalen Leucin-Zipper-Peptid (1) keine Faltung der WW3-Domine induziert.
Umgekehrt zeigen die CD-Experimente, dass das unstrukturierte WW3-Segment im
LZ1WW3-Peptid aber auch keinen destabilisierenden Einfluss auf die o-helikale
Gesamtstruktur des Ligationspeptids (6b) zu haben scheint. Die CD-Spektren der
LZ1-, WW3- und LZ1IWW3-Peptide sind in Abbildung 35 B dargestellt.
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Abbildung 35. Fern-UV CD-Spektrum von LZ1, WW3 und LZ1IWW3 bei pH 7.0 (c ~ 30 pM).
A. CD-Spektrum des LZIWW3-Peptids (6b). B. CD-Spektrum der L1-, WW3- und LZIWW?3-
Peptide (1, 4* und 6b).

Desweiteren wurden auch fiir das LZIWW3-Peptid (6b) pH- bzw. Konzentrations-
Experimente beziiglich einer Anderung der Konformation durchgefiihrt, die fiir das
LZ1-Segment im LZIWWB3-Peptid (6b) gleiche Ergebnisse lieferten, wie die
entsprechenden Experimente fur das LZ3-Segment im LZ3WW?2-Peptid (7). Aus

diesem Grund werden die Ergebnisse an dieser Stelle nicht gezeigt.
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3.5.7. NMR-spektroskopische Strukturanalyse des LZIWW3-Peptids

Das NMR-Spektrum des LZ1WW3-Peptids (6b) zeigte im Gegensatz zur gefalteten
LZ3WW?2-Variante (7) (vgl. 5.52, Abb. 26) keine charakteristischen Signale bei den
entsprechenden chemischen Verschiebungen, da weder die Indol-NH-Signale der
Tryptophanseitenketten um 10 ppm noch die Amid-Protonen Signale zwischen 9.0-

9.6 ppm detektiert werden konnten (Abb. 36).
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Abbildung 36. 1D 'H-NMR Spektrum des ungefalteten WW-Segments im LZ1WW3-Peptid
(6b). Im Spektrum oben links fehlen die charakteristischen Signale fiir gefaltete WW-
Doménen.

Die in den CD-Messungen beobachteten Ergebnisse wurden somit anhand der NMR-
Messung Dbestdtigt. Folglich scheint der orhelikale Leucin-Zipper keinen
stabilisierenden bzw. faltungsinduzierenden Einfluss auf die ungefaltete

WW3-Domine im LZ1WW3-Konstrukt zu haben.
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3.5.8. CD-spektroskopische Untersuchungen zur Assoziation der LZWW-
Peptide

Die assoziativen Eigenschaften der einzelnen GCN4 LZ-Varianten (LZ1 und LZ3)
wurden von Portwich et al. mittels SPOT-Technologie und biophysikalischer
Methoden untersucht, wobei ein Muster von homo- und heteromeren Assoziationen
beobachtet wurde (Abb. 5).1¢4] Dabei wurden zwischen den LZ1- und LZ3-Varianten
heterospezifische = Assoziationen = beobachtet = und  mittels  analytischer
Ultrazentrifugation (AUZ) und CD-Spektroskopie der Coiled Coil Charakter dieser
Assoziationen Dbestidtigt. In der vorliegenden Arbeit wurde die heteromere
Assoziation nochmals belegt, indem zundchst CD-Spektren der einzelnen Leucin-
Zipper-Varianten LZ1 (1) und LZ3 (2), als auch ein 1:1 Gemisch beider Peptide
[LZ1+LZ3] aufgenommen wurden. Das CD-Spektrum von [LZ1+LZ3] zeigt einen
typischen o-helikalen Verlauf mit zwei ausgepragten Minima, welches deutlich unter
den beiden isolierten LZ1- und LZ3-Varianten liegt (Abb. 37, A). Im Vergleich zu den
Signalen der einzelnen LZ-Peptiden ist das [LZ1+LZ3]-Signal bei 222 nm stdrker
ausgepragt und das Elliptizitdtsverhéltnis betrdgt ([0],,0/ [6]20s= 0.9). Zudem miisste
die gemessene CD-Kurve mit der berrechneten (theoretischen) CD-Kurve
tibereinstimmen, wenn keine molekulare Interaktion (also Coiled Coil-Bildung)
zwischen LZ1 und LZ3 im [LZ1+LZ3]-Gemisch vorliegen wiirde, da das theoretische
Spektrum lediglich die Summe beider isolierten Spektren darstellt. Insgesamt zeigen
diese Ergebnisse eine Steigerung des o-helikalen Anteils im [LZ1+LZ3]-Komplex,
welche auf die Bildung eines heteromeren Coiled Coils schliefien ldsst. In Analogie zu
den einzelnen GCN4-Leucin-Zipper Varianten sollten die beiden Ligationskonstrukte
LZIWW3 und LZ3WW?2 nach einer dquimolaren Mischung theoretisch ebenfalls
einen heteromeren [LZ1WW3+LZ3WW2]-Komplex bilden. Das entsprechende
[LZIWW3+LZ3WW?2]-Spektrum zeigt wie erwartet die fiir o~Helices spezifischen
Absorptionsminima bei 220 nm und 208 nm (Abb. 37, B). Im Vergleich zu den
isolierten  Einzelspektren LZIWW2 bzw. LZ3WW2 ist das Signal im
[LZIWW3+LZ3WW?2]-Spektrum deutlich zu negativeren Elliptizititen verschoben.
Auch hier ldsst sich die stark ausgeprdgte negative Bande bei 220 nm auf eine
Zunahme der Helizitdt zurtickzufiihren und die Ausbildung eines Coiled Coil Motivs

vermuten.
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Abbildung 37. Fern-UV CD-Spektrum der LZ- und LZWW-Peptide bei pH 7.0 (c ~ 30 pM). A.
CD-Spektrum der LZ-, LZ3-Peptide (1, 2) und einer dquimolaren Mischung aus LZ1+LZ3. B.
CD-Spektrum der LZIWW3-, LZ3WW?2-Peptide (6b, 7) und einer dquimolaren Mischung aus
LZIWW3+ LZ3WW?2. Die theoretische Summe der beiden LZ1IWW3- und LZ3WW?2-
Einzelspektren ist gestrichelt dargestellt. Das gemessene Spektrum unterscheidet sich deutlich
vom theoretischen. Dies ist auf eine Interaktion von 6b mit 7 zuriickzufiihren.

Anhand des Vergleichs des experimentellen CD-Spektrums mit dem theoretischen
CD-Spektrum und einem Elliptizitdtsverhdltnis von [8]x¢/ [0]20s= 0.9, welches mit
dem Elliptizitdtsverhaltnis fuir den [LZ1+LZ3]-Komplex tibereinstimmt, kann man auf
eine Interaktion der LZIWW3- und LZ3WW?2-Peptide im dquimolaren Gemisch
schliefsen, die mit der Ausbildung einer Coiled Coil Struktur einhergeht.
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Zusammengefasst zeigen die vorliegenden CD-Spektren der synthetisierten LZWW-
Ligationspeptide, dass sich sowohl das Peptid LZIWW3 (6b) als auch LZ3WW?2 (7)
im Circulardichroismus wie die jeweilige Summe der zwei voneinander
unabhédngigen LZ- bzw. WW-Segmente verhalten. D.h. die gefalteten bzw.
ungefalteten WW-Segmente haben keinen Einfluss auf die Struktur der LZ-Segmente
und umgekehrt. Auflerdem ist im CD-Spektrum der &dquimolaren Mischung
[LZIWW3+LZ3WW2] das o-helikale Signal intensiver, was schlussfolgern ldsst, dass
eine Zunahme der Helizitdt aufgrund einer Oligomerisierung der einzelnen LZWW-
Peptide zu einem heteromeren Coiled Coil Komplex stattgefunden hat. Die Abnahme
des Absorptionsmaximums bei 230 nm im CD-Spektrum des [LZIWW3+ LZ3WW?2]-
Komplexes ist auf eine starke Uberlappung mit der negativen Bande bei 220 nm
zuriickschliefSen und nicht auf den Verlust der f-Faltblatt-Struktur. Letzteres konnte

im folgenden Kapite]l NMR-spektroskopisch bekréftigt werden.
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3.5.9. NMR-spektroskopische Strukturanalyse des [LZ1IWW3+LZ3WW?2]-

Komplexes

Im Fern-UV CD-Spektrum von [LZIWW3+LZ3WW2] konnte zwar der typische o-
helikale Signalverlauf von Coiled Coils beobachtet werden, jedoch wies das Spektrum
iiberraschenderweise kein Maximum bei 230 nm auf, welches als charakteristisches
Merkmal fiir gefaltete WW-Doménen beschrieben wird.[%] Infolgedessen sollte die
Aufnahme eines 'H-NMR-Spektrums Aufschluss tiber den Faltungszustand der im
LZ3WW2-Peptid kovalent gebundenen WW2-Segments im [LZ1IWW3+LZ3WW?2]-
Komplex geben. Das aufgenommene NMR-Spektrum gleicht dem des LZ3WW2-
Peptids bzw. der isolierten WW2-Doméne (vgl. S. 51-52) und zeigt erfreulicherweise
die fir WW-Doménen charakteristischen Faltungssignale (Abb. 38). Somit konnte
mittels der NMR-Messung gezeigt werden, dass im [LZIWW3+LZ3WW2]-Coiled

Coil Komplex das WW2-Segment in einem gefalteten f-Faltblatt-Zustand vorliegt.
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Abbildung 38. TH-NMR Spektrum des heteromeren [LZ1WW3+LZ3WW2]-Komplexes. Im
Spektrum oben links sind die typischen chemischen Verschiebungen fiir gefaltete WW-
Doméinen zu erkennen.
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3.6. Untersuchung des [LZIWW3+LZ3WW2]-Komplexes mittels isotherme
Titrationskalorimetrie (ITC)

Wéhrend im Fern-UV CD-Spektrum ein Anstieg des o-helikalen Anteils im
[LZIWW3+LZ3WW?2]-Peptidkomplex beobachtet wurde, was auf eine Assoziation
beider Varianten zu einem heterooligomeren Coiled Coil-Komplex schliefSen ldsst,
sollten zusétzlich isotherme Titrationskalorimetrie (ITC)-Experimente durchgefiihrt
werden, um eine thermodynamische Beschreibung der Interaktion machen zu
konnen.['24 Mit deren Hilfe sollte die Heteroassoziation von LZ1IWW3 (6b) mit
LZ3WW?2 (7) untersucht und entsprechende Bindungskonstanten ermittelt werden.
Dabei wurde schrittweise eine konzentrierte Losung von 7 in der Spritze zu einer
Losung von 6b in der Probenzelle (bzw. 2 zu 1) titriert und bei einer konstanten
Temperatur von 25 °C gemessen. Jede Injektion fiihrte zu einer Warmeanderung in
der Probe, aus der eine Anderung der Heizleistung resultierte, die gemessen wurde.
Die Heteroassoziation des [LZIWW3+LZ3WW2]-Komplexes ist in Abbildung 39
gezeigt. Zum Vergleich wurden analog ITC-Messungen fiir die isolierten LZ-
Varianten LZ1 (1) und LZ3 (2) ohne die WW-Dominen durchgefiihrt. Die ITC-
Experimente fiir die unmodifizierten LZ-Varianten [LZ1+LZ3] wurden unter den

gleichen Bedingungen durchgefiihrt (Material und Methoden Teil M3).

a)
0 T
Ap/l =14
ul s’
_2 T I T I 1
0 2 4
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Abbildung 39. Heteroassoziation der Varianten LZ3WW?2 (7) in LZIWW3 (6b) untersucht
durch isotherme Titrationskalorimetrie (ITC) bei pH 7.0 und 25 °C. a) ITC-Rohdaten wurden
durch Titration von jeweils 10 pL einer ImM Losung von 7 in eine 0.2 mM Losung von 6b
erhalten. Die gemessene Heizleistung ist gegen die Zeit aufgetragen. b) Die beste
Kurvenanpassung (durchgezogene Linie) an die normierten Reaktionswidrmen, Q (Kreise),
ergab eine Dissoziationskonstante von Kp = 43 pM. Dargestellt ist die Reaktionswérme in
Abhéngigkeit der zutitrierten Konzentration (R = molares Verhiltnis von 7 zu 6b).
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ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Das Experiment zeigte einen exothermen Verlauf, wobei mit zunehmender LZ3WW?2-
Konzentration die gemessene Heizleistung abnahm, was auf die zunehmende
Sattigung des Assoziationskomplexes zuriickzufiihren ist. Der [LZIWW3+LZ3WW2]-
Protein-Komplex wird durch enthalpische und entropische Beitrdge stabilisiert und
hat eine Dissoziationskonstante von Kp = 43 uM. Fiir den [LZ1+LZ3]-Coiled Coil
Komplex der unmodifizierten Leucin-Zipper konnte eine Dissoziationskonstante von
Kp = 27 pM bestimmt werden. Diesem Ergebnis zufolge haben die mittels NCL
kovalent gebundenen WW-Doménen in den LZWW-Peptiden nur einen marginalen
Effekt auf Coiled Coil vermittelte Protein-Protein-Interaktionen und die mittels CD-
Spektroskopie erhaltenen Resultate werden somit bekraftigt. Umgekehrt konnte mit
einem weiteren ITC-Experiment mit LZ3WW?2 (7) und einem Polyprolinliganden
(PPPLIPPPPPLPP), gezeigt werden, dass die biologische Funktion der WW2-
Domaine, welche die Erkennung prolinreicher Sequenzmotive in Zielproteinen
umfasst, im LZ3WW2-Peptid (7) unwesentlich durch das Leucin-Zipper-Segment
beeintrdchtigt wurde (Daten sind im Material und Methoden Teil M3 dargestellt). Die
Dissoziationskonstante zwischen 7 und dem Polyprolinliganden wurde als Kp= 80

UM bestimmt, was gut mit den Werten fiir isolierte WW-Doménen tibereinstimmt.[s2]
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4. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde eine geeignete Strategie zur Synthese von
bimodularen Peptiden mit definierten Sekundarstrukturen und Faltungseigen-
schaften entwickelt. Die als Oligomerisierungsmodule vorgesehenen o-helikalen
Leucin-Zipper Varianten LZ1 und LZ3 konnten dabei erfolgreich mittels Festphasen-
Peptidsynthese (SPPS) synthetisiert und anschlieffend in C-terminale Peptidthioester
transformiert werden. Die als funktionelle Module ausgewdhlten WW2- und WW3-
Domaénen des TCERGI1-Proteins liefien sich gleichermafien erfolgreich durch SPPS in
Form N-terminaler Cysteinyl-Peptide unter Anwendung einer Fmoc-Strategie
generieren. Anschliefend wurden die verschiedenen LZ-Thioester und Cysteinyl-
WW-Peptide baukastenartig durch native chemische Ligation (NCL) zu den
jeweiligen LZWW-Peptiden verkniipft, wobei es im Falle des LZIWW3
Ligationsprodukts der Entwicklung einer alternativen Ligationsstrategie bedurfte.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurden die bimodular aufgebauten LZWW-
Ligationspeptide mit Hilfe biophysikalischer Methoden hinsichtlich ihrer
strukturellen Eigenschaften, wie Faltung, Stabilitdt und Bindungsverhalten analysiert.
Durch CD- und NMR-Spektroskopie konnte gezeigt werden, dass die Sekundir-
struktur und Funktion der einzelnen Module in den jeweiligen LZWW-Peptiden
erhalten bleiben. Wihrend das LZ3WW2-Peptid sowohl von einer o-helikalen als
auch einer p-Faltblatt-Struktur geprégt ist, konnte fir das LZIWW3-Peptid lediglich
eine o-helikale Konformation bestimmt werden. Somit scheint das o-helikale LZ1-
Segment keinen faltungsinduzierenden Effekt auf die ungefaltete WW3-Domine im
LZ1WW3-Konstrukt zu haben. Umgekehrt zeigte sich, dass die unstrukturierte WW3-
Domaine die Stabilitit des Leucin-Zippers nicht beeinflusst und demnach keine
synergistischen  Effekte im  Gesamtpeptid auftreten. Das unabhéngige
Faltungsverhalten beider Ligationskonstrukte konnte zudem durch zusatzliche pH-
und Konzentrationsexperimente bestitigt werden. Die Erhaltung der biologischen
Aktivitdt der WW2-Domidne im modularen Peptid wurde schliefilich anhand von

Bindungsexperimenten mit einem Polyprolin-Liganden nachgewiesen.
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ZUSAMMENFASSUNG

Durch die gerichtete Selbstassoziation der LZ-Segmente konnte abschlieffend auch
die Bildung eines quarterndren Coiled Coil Komplexes realisert werden, was das
grofie Potential dieses ,Baukasten-Prinzips” eindrucksvoll verdeutlicht.

In weiterfiihrenden Arbeiten konnte der molekulare Baukasten um weitere Bausteine
erweitert und beispielsweise zur Synthese von multifunktionalen Proteinkomplexen
fir die weitere Untersuchung und Manipulation von biologischen Systemen

verwendet werden.
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5. Material und Methoden

5.1. Chemikalien

Alle Losungsmittel und Reagenzien wurden ohne weitere Reinigung eingesetzt.

Acetonitril Merck TFA(Trifluoressigsdure) Merck
Acetanhydrid Merck TFE (Trifluorethanol) Sigma
a-Cyano-4-Hydroxyzimtsédure Fluka
Dichlormethan Merck
Diethylether J. T. Baker
Diisopropylcarbodiimid Fluka
Diisopropylethylamin Merck
Dinatriumhydrogenphosphat Fluka

N, N-Dimethylformamid Merck
Ethan-1,2-dithiol Merck
Guanidin Hydrochlorid Fluka

HOBt Fluka
Methylphenylsulfid Merck
Methyltertbutylether Merck
N-Methylmorpholin Merck
N-Methylpyrrolidon Fluka
p-Acetamidothiophenol ABCR Karlsruhe
Phenol Merck
Piperidin Merck

PyBOP Novabiochem
TCEP Fluka
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MATERIAL UND METHODEN

5.1.1. Geschiitzte Aminosdure-Derivate und Harze fiir die Peptidsynthese

Boc-Ala-OH

Fmoc-Ala-OH
Fmoc-Ala-Thr(yMeMepro)-OH
Fmoc-Arg(Pbf)-OH
Fmoc-Asn(Trt)-OH
Fmoc—Asp(OtBu)—OH
Fmoc-Cys(Trt)-O

Fmoc-GIn(Trt)-O

Fmoc-Glu(OtBu)-O
Fmoc-Glu(OtBu)-Ser(yMeMepro)-OH
Fmoc-Gly-OH

Fmoc-Leu-OH
Fmoc-Leu-Ser(yMeMepro)-OH
Fmoc-Ileu-OH

Fmoc-Lys(Boc)-OH
Fmoc-Lys(Boc)-Thr(yMeMepro)-OH
Fmoc-Phe-OH

Fmoc-Pro-OH

Fmoc-Ser(tBu)-OH
Fmoc-Thr(tBu)-OH
Fmoc-Trp(Boc)-O

Fmoc-Trp(Boc)- Thr(\yMe Mepro)-OH
Fmoc-Tyr(tBu)-O

Fmoc-Val-OH

TentaGel S Trt-Ala Fmoc (0.25 mmol/ g)
TentaGel S Trt-Trp(Boc)Fmoc (0.22 mmol/ g)
TentaGel S Ram (0.24 mmol/ g)
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Novabiochem

Novabiochem, Jupiter Bioscience
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MATERIAL UND METHODEN

5.2. Chemische Methoden
5.2.1. Automatisierte Festphasen-Peptidsynthese

Alle automatisierten Peptidsynthesen wurden in dieser Arbeit nach der Fmoc-
Strategiel®2l unter Verwendung eines Syntheseautomaten (MultiPep RS, Intavis)
durchgefiihrt. Zudem wurden alle Peptidsynthesen im 0.05 mmol Mafistab an
TentalGel Harzen bei Raumtemperatur und an der Luft durchgefiihrt. Fur C-
terminale Peptidsduren wurden TentaGel S Trt Harze (Beladung 0.22 - 0.25 mmol/g)
und fur Peptidamide TentaGel S Ram Harze (Beladung 0.24 mmol/g) eingesetzt.
Dabei wurden alle Peptide ausgehend vom C-Terminus synthetisiert. Hierfiir wurden
N-Terminal geschiitzte Fmoc-Aminosduren, ebenso nicht-proteinogene Aminosduren
(Pseudoproline), verwendet und in Gegenwart von PyBOP und NMM in DMF bzw.
NMP gekuppelt. Folgende Aminosduren wurden in NMP gelost: Arg, His, Phe, Pro
und alle Pseudoproline. Die Konzentration der in DMF bzw. NMP gelosten Edukte
betrug somit fiir die Fmoc-AS 0.67 M, fiir PyBOP 0.95 M und fir NMM 4 M. Alle
Synthesen wurden in Polypropylenspritzen (20 mL) mit integrierten Kunststofffritten

durchgefiihrt. Die Abspaltung der Fmoc-Gruppe erfolgte in 20% Piperidin/ DMEF.
Die Syntheseschritte sind wie folgt aufgefiihrt:

1. Fmoc-Abspaltung
900 pL einer 20%-igen Piperidin Losung in DMF (v/v) wurden zu dem Harz
pipettiert. Nach 5 Minuten wurde das Losungsmittel fiir 30 s abgesaugt und erneut

20%-ige Piperidin Losung auf das Harz pipettiert (8 min).

2. Waschen
DMF wurde in die Spritzen pipettiert und das Harz fiir 10 s geschiittelt und 1 min
stehen gelassen, bevor das Losungsmittel in 20 s abgesaugt wurde. Dieser

Waschzyklus wurde weitere sechsmal wiederholt (2 x 8500 pL, 5 x 7200 pL).

3. Aminosdurekupplung
Nacheinander wurden die jeweiligen Fmoc-Aminosduren in DMF bzw. NMP mit
PyBOP und NMM in einem Mixreservoir aktiviert und zum Harz pipettiert. Uber

eine Reaktionszeit von 20 min wurde das Harz im Abstand von 4 min fiir die Dauer
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MATERIAL UND METHODEN

von 20 s geschiittelt. Anschlieflend wurde die Reagenzlosung fiir 30 s abgesaugt und

der Kupplungszyklus wiederholt (Doppelkupplung).

4. Waschen
DMF wurde in die Spritzen pipettiert und das Harz fiir 10 s geschiittelt und 1 min
stehen gelassen, bevor das Losungsmittel in 20 s abgesaugt wurde. Dieser

Waschzyklus wurde weitere sechsmal wiederholt (2 x 8500 pL, 5 x 7200 pL).

5. Wiederholungen
Fiir die Zyklen 1-10 wurden die Schritte 1.-4. wiederholt. Die Reaktionszeiten der
darauffolgenden Zyklen 11-31 wurden auf 30 min erhdht und ab Zyklus 32 wurden

Dreifachkupplungen mit Reaktionszeiten von jeweils 40 min eingestellt.

6. Finale

Am Ende des Sequenzaufbaus wurden die Harze mit 20% Piperidin in DMF
geschiittelt (1 x 8 min, 1 x 15 min und 1 x 20 min) und abschlieSend mit DMF (1 x
9600 pL, 2 x 7200 pL, 5x 8500 pL), Ethanol (4 x 2400 uL) und Dichlormethan (3 x 1000
nL) gewaschen.

5.2.2. Manuelle Aminosdaurekupplung

Fiir die Synthese der Peptidthioester wurde nach der automatisierten
Festphasensynthese der freie N-Terminus mit einer Boc-Aminosdure orthogonal
geschiitzt. Hierftir wurde das Harz mit einer Losung von Boc-Ala-OH im 5-fachen
Uberschuss, HOBt (1 Aquiv.) und DIC (1 Aquiv.) in DMF versetzt und 2.5 h bei RT
geschiittelt. Anschliefend wurde die Reaktionslosung entfernt und die Kupplung
unter denselben Bedingungen wiederholt (Doppelkupplung).

5.2.3. Probeabspaltungen

Probeabspaltungen wurden durchgefiihrt, um die Vollstindigkeit von Kupplungen
mittels HPLC- und Massenanalyse zu verfolgen. Hierfiir wurden geringe
Harzmengen abgenommen und mit einer Losung aus TFA (10 mL), Phenol (0.75 g),
Wasser (0.5 mL), Methylphenylsulfid (0.5 mL) und Ethan-1,2-dithiol (0.25 mL) fiir 3 -
4 h behandelt und anschliefiend in MTBE gefillt, zentrifugiert und dreimal mit
Diethylether gewaschen.
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5.2.4. Abspaltung der Peptide vom Harz unter Erhalt der Seitenschutz-
gruppen

Wenn die Seitenschutzgruppen bzw. N-terminalen Boc-Schutzgruppen an den
entsprechenden Aminosduren verbleiben sollten, erfolgte die Abspaltung des Peptids
vom Harz in einer Losung aus DCM/TFE/AcOH (3:1:1) bei RT (1 x 2h und 1 x 1 h).
Anschlieffend wurden die vom Harz abgetrennten Abspaltlosungen vereint, mit n-

Hexan dreimal kodestilliert und der Riickstand zweimal aus Dioxan lyophilisiert.

5.2.5. TFA Abspaltung der Seitenschutzgruppen/ Peptide vom Harz

Die Abspaltung der Seitenschutzgruppen der Peptide, sowie die gleichzeitige
Abspaltung vom Harz erfolgte in einer Losung aus TFA (10 mL), Phenol (0.75 g),
Wasser (0.5 mL), Methylphenylsulfid (0.5 mL) und Ethan-1,2-dithiol (0.25 mL) fuir
drei bis vier Stunden bei Raumtemperatur (RT). Bei diesem Vorgang wurden die
Pseudoproline ebenfalls gespalten. Die Abspaltlosungen wurden vom Harz filtriert
und die Peptide in MTBE bei -20 °C ausgefdllt und anschlieffend bei 3500 rpm
(Umdrehungen pro Minute) abzentrifugiert. Der Peptidriickstand wurde mit
Diethylether bei RT gewaschen und ebenfalls abzentrifugiert (3 x 1 min bei 3500 rpm
und 1 x 5 min bei 4000 rpm). Schliefllich wurden die Peptide gereinigt und
lyophilisiert. Je nach Auswahl des Harzes lagen die Peptide als C-terminales Amid (S
RAM Harz) oder C-terminale Saure (Trityl-Harz) vor.
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5.2.6. Synthese der isolierten Leucin-Zipper Peptide

1 HoN-ARMKQLEDKVEELLSKNYHLENEKARLEKLVA-CONH, (M =3825.3 g/mol)
2 HoN-ARMKQLEDKVEELLSKIYHNENEVARLKKLVA-CONH, (M =3795.4 g/mol)

Die Synthesen der isolierten Leucin-Zipper-Peptide (1) und (2) wurden im 0.05 mmol
Mafistab nach der Fmoc-Strategie unter Verwendung eines Syntheseautomaten
(MultiPep RS, Intavis) an TentalGel-S RAM Harzen (208 mg, Beladung 0.24 mmol/g)
durchgefiihrt. Nach Abspaltung der Peptide vom Harz mit TFA, wurden die
vollstandig entschiitzten Peptidamide mittels RP-HPLC gereinigt und lyophilisiert.
Die Ausbeute nach Reinigung betrug fiir (1) 26% (49 mg, 12.8 umol) und fiir (2) 22%
(41 mg, 10.8 umol) bezogen auf den Synthesemaf3stab (0.05 mmol).

A B
1 -
100 3825.7
M+H]
I 8 50
AlAU -
ol I\
T T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 2000 4000 6000 8000
t /min ——= m/z —
2 -
100 3796.1
M+H]*
|
A/lAU
04 H

0 5 ' lIO ' ll5 ' 2‘0 ' 2‘5 ' ' 20‘00 ' 40‘00 ' 60‘00 ' 80‘00
t /min ——= m/z —=

Abbildung M1. HPLC-Chromatogramm und MALDI-ToF Spektrum der Leucin-Zipper-

Peptide (1) und (2). A. HPLC-Profil von 1 bei einer Retentionszeit t. = 12.5 min; B. MALDI-ToF

von 1 m/z = 3825.7 [M+H]*; C. HPLC-Profil von 2 bei einer Retentionszeit t; = 14.0 min; D.

MALDI-ToF von 2 m/z = 3796.1 [M+H]*.
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5.2.7. Synthese der WW-Peptide

3*  HN-AVSEWTEYKTANGKTYYYNNRTLESTWEKPQ-CONH, (M =3758.0 g/mol)
4* HoN-VATAPIPGTPWCVVWTGDERVFFYNPTTRLSMWDR-CONH: (M = 4069.6 g/mol)

Die Synthesen der WW-Peptide (3*) und (4*) wurden ebenfalls nach der Fmoc-
Strategie im 0.05 mmol Mafistab an TentalGel-S RAM Harzen (208 mg, Beladung 0.24
mmol/g) durchgefiihrt. Im Hinblick auf die CD-Messungen wurden die WW-Peptide
(3) und (4) ohne die N-terminale ,CGG"”-Sequenz synthetisiert (vgl. S. 45, Tabelle 4).
Nach Beendigung der Synthese wurden die Peptide mit einer TFA-Losung vom Harz
abgespalten und gereinigt. Die Ausbeute nach Reinigung mittels RP-HPLC betrug fiir
(3*) 22% (42 mg, 11.2 pmol) und fir (4*) 19% (38 mg, 9.3 pmol) bezogen auf den
Synthesemafsstab (0.05 mmol).
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3* 100
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100 -
4x 4070.8
(M+H]

T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25

t /min ———

T T T 1
2000 4000 6000 8000

mlz —

Abbildung M2. HPLC-Chromatogramm und MALDI-ToF Spektrum der WW-Peptide (3*)
und (4*). A. HPLC-Profil von 3* bei einer Retentionszeit t. = 9.7 min; B. MALDI-ToF von 3~
m/z = 3758.5 [M+H]*; C. HPLC-Profil von 4* bei einer Retentionszeit t, = 14.4 min; D. MALDI-
ToF von 4* m/z = 4070.8 [M+H]".
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Die detaillierten Synthesen der fiir die Ligation verwendeten WW-Peptide (3), (4b)
und (5) wurden bereits im Ergebnis-Teil gezeigt und die Ergebnisse sind an dieser

Stelle nochmals zusammengefasst.

3 HoN-CGGAVSEWTEYKTANGKTYYYNNRTLESTWEKPQ-CONH;
40 mg (10.1 umol, 20 %), weifser Feststoff, Retentionszeit t; = 9.8 min
MALDI-MS: berechnet: 3975.3 gefunden: 3975.5

4b HN-CVVWTGDERVFFYNPTTRLSMWDR-CONH,
23 mg (7.7 umol, 15 %), weifler Feststoff, Retentionszeit t. = 12.9 min
MALDI-MS: berechnet: 2978.4 gefunden: 2979.3

5 H:N-CGGVATAPIPGTPWCVVWTGDERVFFYNPT-CONH;
22 mg (6.8 umol, 14 %), weifler Feststoff, Retentionszeit t. = 14.3 min
MALDI-MS: berechnet: 3240.7 gefunden: 3241.2
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5.2.8. Allgemeines Protokoll fiir die Synthese der C-terminalen a-Thioester
Peptide

Die Peptidthioester (1a) und (2a) wurden an einem Fmoc-Ala-Trityl Harz (Beladung
0.25 mmol/g, 200 mg) und 1b am Fmoc-Trp-Trityl Harz (Beladung 0.22 mmol/g, 227
mg) am Peptidautomaten synthetisiert. Anschliefend wurden die Peptide mit
Essigsdure und Trifluorethanol in DCM vom Harz abgespalten (1:1:3, v/v/v), mit n-
Hexan kodestilliert (3x) und zweimal aus Dioxan lyophilisiert. Die N-terminal- und
Seitenkettengeschiitzten Rohpeptide wurden mit p-Acetamidothiophenol (M = 167.23
g/mol, 15 Aquiv.), HOBt (katalyt. Mengen) und DIC (2 Aquiv.) in wasserfreiem DCM
versetzt, mit N>.Gas gespiilt und tiber Nacht bei RT unter N>-Atmosphére geriihrt.
Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und die Peptide wurden mit einer
Losung aus TFA (10 mL), Phenol (0.75 g), Wasser (0.5 mL), Methylphenylsulfid (0.5
mL) und Ethan-1,2-dithiol (0.25 mL) fiir drei bis vier Stunden bei RT komplett
entschiitzt. Im Anschluss wurden die Peptide in MTBE gefillt, abzentrifugiert und
dreimal mit Diethylether getrocknet. Nach anschlieffender Reinigung mittels
préaparativer HPLC und Charakterisierung (analytische HPLC, MALDI-ToF) wurden
die Peptidthioester aus H:O/MeCN lyophilisiert.

la H>N-ARMKQLEDKVEELLSKNYHLENEKARLEKLVA-COSR2
(R2 & C7HsNOZ p-Aatp)

38 mg (9.6 umol, 19 %), weifler Feststoff, Retentionszeit t. = 13.9 min
MALDI-MS: Dberechnet: 3975.6 gefunden: 3975.2

1b HoN-ARMKQLEDKVEELLSKNYHLENEKARLEKLVGGVATAPIPGTPW-
COSR2

(R2 £ C7HsNOZ p-Aatp))

39 mg (7.6 pmol, 15 %), weifser Feststoff, Retentionszeit t. = 14.1 min
MALDI-MS: Dberechnet: 5109.9 gefunden: 5109.6

2a H>N-ARMKQLEDKVEELLSKIYHNENEVARLKKLVA-COSR2
(R2 £ C7HsNOZ p-Aatp)

32 mg (8.1 umol, 16%), weiser Feststoff, Retentionszeit t. = 14.9 min
MALDI-MS: berechnet: 3945.6 gefunden: 3945.8 und 1972.9
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5.2.9. Allgemeines Protokoll fiir die native chemische Ligation

Die native chemische Ligation wurde im waissrigen Puffer durchgefiihrt. Hierfiir
wurden 6 M GdnHCI, 200 mM NaHPO, und 20 mM tris-(2-carboxyethyl)-phosphine
(TCEP) in Wasser gelost und der pH-Wert zwischen 6.8-7.0 eingestellt. Die zu
verkniipfenden Peptide wurden in dem Ligationspuffer mit einer Konzentration von
1.25 mM gelost und die Reaktionslosung anschlieffend mit N> Gas gespiilt und bei RT
geriihrt. Mittels analytischer RP-HPLC wurde die Reaktion tiberwacht und durch
Zugabe von TFA beendet. Im Anschluss wurde das Ligationsprodukt mittels
préaparativer HPLC gereinigt und lyophilisiert.

7 HoN-ARMKQLEDKVEELLSKIYHNENEVARLKKLVA-
CGGAVSEWTEYKTANGKTYYYNNRTLESTWEKPQ-CONH,
26 mg (3.4 umol, 34 %), weifser Feststoff, Retentionszeit t. = 13.9 min
MALDI-MS: Dberechnet: 7753.6 gefunden: 7754.3
Eingesetzten Edukte: 2a 40 mg, 10.1 pmol
3 44 mg, 11.1 pmol

6b HoN-ARMKQLEDKVEELLSKNYHLENEKARLEKLV-
GGVATAPIPGTPWCVVWTGDERVFFYNPTTRLSMWDR-CONH;

17 mg (2.2 pmol, 28 %), weifler Feststoff, Retentionszeit t. = 14.4 min
MALDI-MS: berechnet: 7921.0 gefunden: 7921.9
Eingesetzten Edukte: 1b 39 mg, 7.6 pmol

4b 25 mg, 8.4 umol
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5.3. Analytische und biophysikalische Methoden

5.3.1. Reinigung und Charakterisierung der Peptide - Chromatographische
Methoden

Die Analyse und Aufreinigung der Rohpeptide wurde tiber Umkehrphasen-
Hochleistungs-Fliissigkeitschromatographie (RP-HPLC) an Waters Systemen (Waters,
Eschborn, Deutschland) in analytischem bzw. prdparativem Mafistab bei
Raumtemperatur durchgefiihrt. Als Sdulen dienten C-18 Polyencap Sdulen der Firma
Vydac mit einem Eluentensystem aus zwei Losungsmitteln (Losungsmittel A : Wasser

mit 0.05% TFA; Losungsmittel B : Acetonitril mit 0.05% TFA).

Die Trennung im priparativen Mafistab erfolgte unter Verwendung einer Vydac TP C18
Sdule (250mm, ID 22 mm, PolyEncap 300 A, 15-20 pm; Bischoff Analysentechnik
GmbH, Leonberg, Deutschland) tiber einen linearen Gradienten von 5-60 % Eluent B
tiber 30 Minuten mit einer Flufirate von 20 mL/min. Die UV-Detektion wurde bei
214 nm durchgefiihrt. Es wurden ca. 60-80 mg Peptid in 10 - 20 mL Wasser bzw.
Wasser-/ Acetonitrilgemisch gelost. Alle gereinigten Peptide wurden anschlieffend

lyophilisiert.

Die Trennung im analytischen Mafistab erfolgte unter Verwendung einer Vydac C18
Sdule tiber einen linearen Gradienten von 5-60 % Eluent B tiber 30 Minuten mit einer
Flufsrate von 1.2 mL/min. Dabei wurde eine Peptidlosung von 1 mg/ml hergestellt
und davon 20 pl injiziert. Die UV-Detektion erfolgte analog zur praparativen
Trennung ebenfalls bei einer Wellenldnge von 214 nm. Die gereinigten Peptide lagen

nach Synthese und Reinigung mit Trifluoracetat als Gegenion vor.

5.3.2. Massenspektrometrie

Die Identifizierung der synthetisierten Peptide erfolgte mittels Massenspektrometrie.
MS-Spektren wurden an einem MALDI-ToF-Instrument (Voyager-LT, Applied
Biosystems, Weiterstadt, Deutschland) ausgestattet mit einem Nd:YAG-Laser (337
nm) bei einer Frequenz von 200 Hz aufgenommen. Es wurde jeweils 1 pL der Proben-
16sung mit 1 pL der Matrixlosung (a-Cyano-4-Hydroxyzimt-sdaure in MeCN/Wasser,
2/1 (v/v)) auf die Proben-Platte aufgetragen und an der Luft bei RT getrocknet.
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Die angegebenen Werte sind m/z-Daten. Die Massen (average) der Peptide wurden

mit den Programmen ProtParam tool http:/ /kr.expasy.org/tools/protparam.html und

Ionsource Peptide Mass Calculator http:/ /www.ionsource.com/programs/pepcalc.htm

berechnet und sind in [g/mol] angegeben.

5.3.3. CD-Messungen

Die CD-Spektroskopie wurde genutzt, um Faltungzustinde und Schmelzpunkte der
Peptide zu bestimmen. Alle CD-Spektren wurden an einem Jasco J-720 Spektrometer
(Jasco Corp., Hachioji, Japan) mit einem PTC-348WI Pelletier Temperaturregler (Jasco)
bei einem konstanten Nx-Strom aufgenommen. Die Messungen erfolgten bei
verschiedenen Peptidkonzentrationen zwischen 10 pM und 50 pM in 0.1 cm
Quarzkiivetten mit einem Probenvolumen von 200 pL. Die Peptide wurden in
Phosphatpuffer (wéassrige Losung 154 mM NaF, 10 mM NaH:POs, pH 7.0) oder
Millipore-Wasser gelost. Fiir die pH-Untersuchungen wurden die Peptide in
Phosphatpuffer mit dem gewtinschten pH-Wert gelost. Jeweilige Konzentrationen,
Temperaturen und pH-Werte zu den aufgenommenen Messungen sind bei den
entsprechenden CD-Spektren angegeben. Fiir die Auswertung der CD-Spektren
wurde der Puffer in derselben Kiivette unter identischen Bedingungen vermessen
und das resultierende CD-Spektrum vom Probenspektrum subtrahiert. Fiir die
Darstellung der CD-Spektren wurde die Absorptionsdifferenz AA fuir links und
rechts zirkular polarisiertes Licht gemessen und in die gemessene Elliptizitit
¥ umgerechnet. Die CD-Signale werden in mittlerer molarer Elliptizitdt (also: pro
Aminosdurerest) angegeben und in Abhéngigkeit der Wellenldnge A aufgezeichnet.
Zur Berechnung der mittleren molaren Elliptizitdt pro Rest [8] wurden folgende

Gleichungen verwendet:

b)

[0]m
(6] “xd (6] -
[6]m = molare Elliptizitdt [grad <m?-dmol] d = Schichtdicke [cm]
[6] = mittlere molare Elliptizitit [grad <m? -dmol-] ¢ = Konzentration [mol 1]
¥ = gemessene Elliptizitét [grad] n = Anzahl der Aminos&urereste
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Die gemessenen CD-Rohdaten wurden mit Hilfe der von Prof. Dr. Sandro Keller
(FMP Berlin) zur Verfligung gestellten ,,CD-Deconvolution”-Software in die mittleren
molaren Elliptizitdten [6] in [k grad <m? -dmol!] umgerechnet (k = kilo).

CD-Spektren und die thermische Denaturierung wurden an demselben Gerit

durchgefiihrt. Die Bedingungen waren wie folgt:

CD-Spektren Thermische Denaturierung
Wellenldngenbereich 260 - 190 nm Wellenldnge 230 nm
Datenabstand 0.1 nm Auflésung 0.1°C
Scan-Modus kontinuierlich Heizrate 60 °C/h
Abtastgeschwindigkeit 50 nm/min Temperatur 10-94°C
Empfindlichkeit 50 mdeg Empfindlichkeit 50 mdeg
Bandbreite 1nm Bandbreite 1nm
Antwortzeit 2s Antwortzeit 4s
Akkumulationen 5

5.3.4. NMR-Messungen

Die 1D-'H NMR Spektren wurden von Dr. Peter Schmieder am FMP Berlin
aufgenommen. Die Proben wurden in Puffer (154 mM NaF, 10 mM NaH,PO,, pH 7.0)
bzw. Millipore-Wasser bei einer Peptidkonzentration von 30-40 uM gemessen. Alle
Messungen wurden entweder auf dem Bruker DRX600, Bruker DMX750 oder Bruker
AV900 NMR Spektrometer bei einer Temperatur von 279 K durchgefiihrt.
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5.3.5. Isotherme Titrationskalorimetrie (ITC)-Messungen

Fiir die Bestimmung der Dissoziationskonstanten der modular synthetisierten
LZWW-Peptide und die Untersuchung einer moglichen Bindung der WW2-Doméne
im LZ3WW2 (7) an einen Polyprolin-Liganden wurde in der Gruppe von Prof. Dr.
Sandro Keller ein “VP-ITC MicroCalorimeter” (Microcal Inc.,, USA) genutzt. Die
Konzentrationen der Losungen in der Mefizelle (Analyt) betrugen 100 pM bzw. 200
1M bei einem Volumen von 1.2 mL und die Konzentration der in der Spritze (Titrant)
vorgelegten Losungen betrug 1 mM bei einem Volumen von 500 pL. Es wurden
schrittweise 10 pL Losungsvolumina in die Mefizelle titriert (30 Injektionen). Die
Zelltemperatur betrug 25 °C und die Rithrgeschwindigkeit 307 rpm (revolutions per

minute-Umdrehungen pro Minute).

A B
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Abbildung M3. ITC-Experimente bei pH 7.0 und 25 °C. A. ITC-Rohdaten der Variante LZ3 (2)
in LZ1 (1). C. ITC-Rohdaten von LZ3WW2 (7) in (PPPLIPPPPPLPP),. Die gemessene
Heizleistung ist gegen die Zeit aufgetragen. B. und D. Die beste Kurvenanpassung an die
integrierten Rohdaten (rot) ist durch die blauen Kreise dargestellt. Dargestellt ist die
Reaktionswarme in Abhéngigkeit der zutitrierten Konzentration (R = molares Verhiltnis).
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