DNA-Peptid-Komplexe

Einzelmolekiilexperimente in der synthetischen
Biologie — ein Ansatz fiir das Affinititsranking
DNA-bindender Peptide**
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Norbert Sewald,* Robert Ros und Dario Anselmetti*

Die Genexpression in Eukaryoten wird auf der Ebene der
Transkription durch die spezifische Bindung von Transkrip-
tionsfaktoren an definierte DNA-Sequenzen gesteuert. Auf
diese Weise werden Wachstum, Entwicklung und Differen-
zierung der Zellen reguliert. Die Moglichkeit, mithilfe modi-
fizierter synthetischer Transkriptionsaktivatoren'™ steuernd
in den Stoffwechsel eingreifen zu konnen, bietet interessante
Perspektiven fiir die molekulare Zellbiologie im Rahmen der
Biomimetik und synthetischen Biologie.>* Zum Design
biologisch aktiver synthetischer Enzyme und neuer Protein-
basierter Materialien bietet sich die Kombination von bioor-
ganischer Bottom-up-Synthese und Einzelmolekiil-Affini-
titsspektroskopie an. Gegenstand solcher Untersuchungen
sind beispielsweise der Beitrag einer einzelnen erkennenden
Helix zur Sperzifitit der DNA-Bindung eines kompletten
Proteins, der Einfluss einer einzelnen punktmutierten Ami-
nosdure auf die biologische Spezifitit und Affinitit, die
minimale Sequenzldnge eines Peptids, die Bindungsspezifitit
gewdhrleistet, sowie das Design kiinstlicher Proteine, die ein
synthetisches Helix-Turn-Helix(HTH)-Bindemotiv enthal-
ten.

Eine interessante Fragestellung ist es hierbei, die Spezi-
fitit der DNA-Bindung von synthetischen Peptiden mit einer
der Bindedoméne eines Transkriptionsfaktors dhnlichen Se-
quenz aufzukldren. Wir untersuchten ein 20-Peptid mit der
nativen Sequenz des bindenden Epitops aus dem Transkrip-
tionsaktivator PhoB (E. coli) sowie drei Punktmutanten
dieses Peptids.
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PhoB ist ein Transkriptionsaktivator, der nach der Phos-
phorylierung durch PhoR an die Phosphat-Box in der Pro-
motorregion des Phosphatregulons pho bindet und die Ex-
pression der Gene des Phosphathaushaltes reguliert.”! Das
Protein”! besteht aus einer regulatorischen Phosphorylie-
rungsdoméne im N-terminalen Bereich PhoB(1-127) und
einer DNA-bindenden Doméne im C-terminalen Bereich
PhoB(128-229). In Deletionsexperimenten wurde nachge-
wiesen, dass PhoB(139-229) spezifisch an DNA bindet; es
erkennt die Sequenz TGTCA in doppelstriangiger DNA. Die
NMR-Struktur der regulatorischen Domine und der DNA-
bindenden Domine PhoB(126-229)"! sowie die Kristall-
struktur im Komplex mit DNA sind bekannt (Abbil-
dung 1a)."Y Strukturell gehort die DNA-bindende Domine
von PhoB zur Familie der ,,winged helix-turn-helix“-Proteine
mit der Topologie B'-B>-B*-p*-a'-p’-o-a’-BS-p7, wobei die
starre Biegung (turn) durch eine Schleife (loop) ersetzt ist.
Diese Familie ist charakterisiert durch ein N-terminales
vierstringiges p-Faltblatt (B'-p*p*-p*), eine a-Helix (o), die
durch eine kurze B-Faltblatt-Einheit (8°) mit einer weiteren a-
Helix (a®) verbunden ist, gefolgt von einer dritten o-Helix
(o) und einer B-Haarnadelschleife (B%-p’). Helix o, die
DNA-Erkennungsregion, ist eine amphiphile Helix, die mit
o? durch eine Schleife verbunden ist."”? Die B-Haarnadel-
schleife (B°-turn-f’) wird auch als ,recognition wing“ be-
zeichnet.!"”

Die einzelnen Aminosduren DNA-bindender Peptide und
Proteine leisten ganz unterschiedliche Beitrdge zu Affinitét
und Spezifitidt: Wihrend kationische Seitenketten (Lys, Arg)
héufig nicht-sequenzspezifische ionische Wechselwirkungen
mit dem Phosphat-Riickgrat eingehen, wird die Sequenzin-
formation der DNA durch Wasserstoffbriicken und Van-der-
Waals-Wechselwirkung mit dem Peptid ausgelesen. Die Bin-
dung der Erkennungshelix o’ von PhoB erfolgt in der groBen
Furche der DNA ;" dabei wechselwirkt Arg201 iiber eine
Wasserstoffbriicke mit dem Carb-
oxy-Sauerstoff eines Guanins, wih-
rend Arg193, His 198, Arg200 und
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Abbildung 1. a) Oben: Réntgenstruktur des 2:1-Komplexes von PhoB-
(124-229) mit DNA.'Y Unten: Ausschnitt aus der Rontgenstruktur, der
die Erkennungshelix a® zeigt. b) Schema der kraftspektroskopischen
Experimente. c) Typische Kraft-Distanz-Kurve (nur retraktiver Teil ge-
zeigt).

Tabelle 1: Synthetisierte Peptide des Epitops PhoB(190-209).

Arg203 iiber Salzbriicken mit Mutation Peptidsequenz o [s '] xg [A]"

Phosphatgruppen wechselwirken. - Ac-VEDRTVDVHIRRLRKALEPG-Linker 3.1+21 6.8+1.2

Des Weiteren sind Van-der-Waals- ~ R193A Ac-VEDATVDVHIRRLRKALEPG-Linker 0.07140.053 9.3+2.6

Kontakte von Thr194 und Val197  H198A Ac-VEDRTVDVAIRRLRKALEPG-Linker 49.5+21.2 7.2+35
R203A Ac-VEDRTVDVHIRRLAKALEPG-Linker keine Bindung keine Bindung

an der spezifischen Erkennung be-

teiligt. Arg219 im ,recognition
wing® ist iiber Wasserstoffbriicken
an Desoxyribose-Einheiten gebun-
den.

In vorliegender Arbeit wurde der Beitrag einzelner
Aminoséduren in der DNA-bindenden Helix o zur Affinitit
auf dem Einzelmolekiilniveau untersucht. Dazu wurden
Peptide synthetisiert, in denen Aminosduren, die der Kris-
tallstruktur zufolge Salzbriicken zu Sauerstoffatomen des
Phosphat-Riickgrats ausbilden, jeweils einzeln gegen Alanin
ausgetauscht waren (Tabelle 1). Synthetisiert wurden die
native Sequenz PhoB(190-209) sowie die punktmutierten
Peptide PhoB(190-209) R193A, PhoB(190-209) H198A und
PhoB(190-209) R203A. Wie durch CD-Spektroskopie ge-
zeigt werden konnte, weisen alle Peptide eine o-helicale
Struktur auf. Die Festphasensynthese der N-terminal funk-

Reaktionslinge.

[a] ko: Geschwindigkeitskonstante fiir die Dissoziation des DNA-Peptid-Komplexes; x;: molekulare

tionalisierten Fragmente der Helix o von PhoB erfolgte am
vorher mit einem geeigneten Linker beladenen 2-Chlortrityl-
harz unter Anwendung der Fmoc/tBu-Schutzgruppenstrate-
gie.'¥! Die Peptide wurden durch HPLC mit Acetonitril/
Wasser/TFA-Gradienten aufgereinigt. Die Wechselwirkung
der einzelnen synthetisierten Peptide mit der DNA wurde
mittels AFM-Kraftspektroskopie untersucht.

Bei der Einzelmolekiil-Kraftspektroskopie werden spezi-
fische, molekular erkennende Wechselwirkungen zwischen
einzelnen Bindungspartnern in einem breiten Affinitétsbe-
reich von 107> M bis 10~ M!'*!7 untersucht. Detektiert wird
die Verbiegung eines mikrogefertigten Kraftsensors (cantile-
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ver), was die Messung von Kriften im Pikonewton-Bereich
ermoglicht. Das AFM-Prinzip erméglicht die Untersuchung
molekularer Bindungskrifte unter physiologischen Bedin-
gungen, und die AFM-Kraftspektroskopie als experimentelle
Methode wurde bereits auf eine Vielzahl von spezifisch
bindenden biologischen Rezeptor-Ligand-Systemen!!*2?!
sowie auf supramolekulare Wirt-Gast-Systeme angewandt.!"”
Insbesondere gelang kiirzlich die direkte Untersuchung spe-
zifischer nativer Protein-DNA-Wechselwirkungen.>2!

In vorliegender Arbeit wurde die AFM-Kraftspektrosko-
pie zur Untersuchung der spezifischen Bindung zwischen den
in Tabelle 1 aufgefithrten Peptiden und ihrer DNA-Zielse-
quenz angewandt. Das jeweilige Peptid wurde iiber den
kurzen C-terminalen Linker 1,8-Diamino-3,6-dioxaoctan und
den Crosslinker BS® [Bis(sulfosuccinimidyl)suberat] auf ami-
nofunktionalisiertem Glimmer kovalent und gerichtet immo-
bilisiert (Abbildung 1b). Durch diese Immobilisierung wird
die Denaturierung des Peptids durch Physisorption an der
Oberfliche vermieden. PCR-amplifizierte genomische DNA
aus E. coli, die das PhoB-Bindemotiv enthilt (Linge: 600 bp),
wurde als Bindungspartner iiber einen bifunktionellen Poly-
ethylenglycol(PEG)-Linker (molare Masse: 3400 gmol™,
entsprechend einer mittleren Linge von etwa 30 nm) an
eine AFM-Spitze gebunden.”! Der PEG-Linker dient ver-
schiedenen Zwecken. Zum einen erhoht er die sterische
Flexibilitdt des Systems und stellt sicher, dass die Bindung in
rdumlicher Entfernung zur Oberfldche erfolgt. Zum anderen
vereinfacht er die Unterscheidung zwischen einzelnen und
multiplen Dissoziationsereignissen und verringert unspezifi-
sche Adhésion. Dariiber hinaus bewirkt die elastische Deh-
nung des Linkers einen graduellen Anstieg der Kraft bis zum
Bindungsbruch, was die prizise Messung der molekularen
Elastizitit des Komplexes ermoglicht (Abbildung 1c¢). Da die
Elastizitdt fiir jedes Dissoziationsereignis einzeln bestimmt
wird, werden Variationen im entropischen Anteil der Disso-
ziationspeaks berticksichtigt und beeinflussen nicht die sta-
tistische Interpretation.

Die Zusammenstellung der gemessenen Dissoziations-
kridfte zu Histogrammen und die statistische Analyse der
resultierenden Kraftverteilung liefert die wahrscheinlichste
Dissoziationskraft bei einer gegebenen Riickzieh-Geschwin-
digkeit des Kraftsensors. Fiir jedes Histogramm wurden
typischerweise etwa 2000 Kraft-Distanz-Kurven analysiert;
die in den Histogrammen (Abbildung 2 sowie Hintergrund-
informationen) angegebenen Bindewahrscheinlichkeiten be-
ziehen sich dabei auf den Quotienten aus der Zahl der
Dissoziationsereignisse und der Zahl der insgesamt aufge-
nommenen Kraft-Distanz-Kurven (so ergeben z.B. 300 Dis-
soziationsereignisse aus 2000 Kurven eine Bindewahrschein-
lichkeit von 15 % ). Das Maximum der Kraftverteilung lieferte
die wahrscheinlichste Dissoziationskraft.

Um zu entscheiden, ob die Peptide spezifisch an die
DNA-Zielsequenz binden, wurden Kompetitionsexperimente
durchgefiihrt. Die Basissequenz und jede Mutante wurden in
einer Serie von Kraftspektroskopie-Experimenten im Stan-
dardpuffer (100 mm Na,HPO,, 50 mm NaCl, pH 7.4) unter-
sucht, gefolgt von einer Serie von Experimenten mit einem
Uberschuss an freiem Bindungspartner (Peptid oder DNA)
als Kompetitor, gefolgt vom Waschen der Probe mit Stan-
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Abbildung 2. Kraftspektroskopische Kompetitionsexperimente mit der
nativen Peptidsequenz (P=Wabhrscheinlichkeit, F=Kraft). a) In Puffer-
|6sung (100 mm NaH,PO,, 50 mm NaCl, pH 7.4) ohne Kompetitor;

b) in Pufferlssung mit Uberschuss an freiem Peptid als Kompetitor;

c) nach Waschen der Probe mit Pufferlésung; d) in Pufferlssung mit
Uberschuss an freier DNA als Kompetitor; e) hach Waschen der Probe
mit Pufferlésung.

dardpuffer und einer weiteren Serie von Experimenten im
Standardpuffer. Abbildung2 zeigt die Ergebnisse dieses
Kompetitionsexperiments fiir das nicht-mutierte Peptid mit
der nativen Sequenz: In (a) ist die Kraft-Verteilung fiir das
Experiment in Standardpuffer mit einer Gesamt-Bindewahr-
scheinlichkeit von etwa 33 % gezeigt; (b) zeigt die Kompe-
tition mit freiem Peptid, die zu einem signifikanten Riickgang
in der Gesamt-Bindewahrscheinlichkeit fiihrt; (c) zeigt, wie
die urspriingliche Bindewahrscheinlichkeit und Aktivitit der
Wechselwirkung nach dem Waschen mit Standardpuffer
wieder erreicht wird; (d) zeigt die analoge Verdringung mit
einem Uberschuss an freier DNA in der Pufferlésung und (e)
die erneute Reaktivierung der Wechselwirkung. In zusatzli-
chen Kontrollexperimenten mit EBNA-DNA-Fragmenten
(EBNA =Epstein-Barr virus nuclear antigen), die keine
PhoB-Bindesequenz aufweisen, konnte keine Bindung fest-
gestellt werden (Daten nicht gezeigt). Diese Ergebnisse
belegen deutlich, dass das Peptid mit der nativen Sequenz
tatsdchlich spezifisch an die Bindesequenz der DNA bindet.

Die gleiche Schlussfolgerung ldsst sich auch aus den
Resultaten der Kompetitionsexperimente mit den Mutanten
R193A und H198A ziehen. Auch in diesen Fillen war die
Verdringung sowohl mit freiem Peptid als auch mit freier
DNA als Kompetitor erfolgreich (sieche Hintergrundinforma-
tionen). Im Falle von H198A war allerdings die Gesamt-
Bindewahrscheinlichkeit etwas geringer als bei den Experi-
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menten mit dem nativen Peptid und der Mutante R193A. Im
Unterschied zu diesen Ergebnissen ergaben die Experimente
mit der Mutante R203A eine &duflerst geringe Zahl an
Bindeereignissen, was eine statistische Analyse unmoglich
machte. Zusammenfassend lédsst sich also festhalten, dass die
spezifische Erkennung der PhoB-Zielsequenz durch die
native Sequenz sowie die beiden Mutanten R193A and
H198A nachgewiesen werden konnte. Angesichts der Tatsa-
che, dass jiingst in Frage gestellt wurde, ob kurze Peptidse-
quenzen mit nur einer a-Helix iiberhaupt zur spezifischen
DNA-Bindung befihigt sind,!"! sind unsere Resultate bemer-
kenswert, insbesondere, wenn man berticksichtigt, dass die
Peptide mit einer Liange von 20 Aminoséduren nur ein relativ
kleines Epitop aus der Bindedomine des Proteins darstellen.

Um Informationen iiber die Dissoziationskinetik und die
Energiehyperfldchen zu erhalten, wurden dynamische Kraft-
spektroskopie-Experimente mit der nativen Sequenz und den
Mutanten R193A und H198A durchgefiihrt. Bei der kraftin-
duzierten thermischen Dissoziation eines metastabilen mole-
kularen Komplexes? %’ hingen die gemessenen Dissoziati-
onskrifte von der zeitlichen Kraftentwicklung auf den Kom-
plex ab, die als Belastungsrate (loading rate) bezeichnet wird.
Diese ist gegeben durch das Produkt aus der molekularen
Elastizitdt und der Riickzieh-Geschwindigkeit des Kraftsen-
sors. In unseren Experimenten wurde die molekulare Elasti-
zitdt durch Anpassung der letzten 20 Datenpunkte vor dem
Bindungsbruch in der Kraft-Distanz-Kurve ermittelt. Die
Riickzieh-Geschwindigkeit wurde im Bereich von 10 bis
6000 nms ™" variiert.

Die Ergebnisse der dynamischen Experimente sind in
Abbildung 3 gezeigt. Die aus der Analyse der entsprechenden
Krafthistogramme resultierenden Abrisskrifte sind halblo-
garithmisch gegen die Belastungsrate aufgetragen. Eine li-
neare Regression der Daten liefert zwei wichtige Parameter:
Erstens ergibt die Extrapolation zu verschwindender duf3erer
Kraft F=0 die Geschwindigkeitskonstante der thermischen
Dissoziation, k.. Im Falle der nativen Sequenz ist k= (3.1 £
2.1) s! (Tabelle 1), was einer Zeitkonstanten fiir die Disso-
ziation (Lebensdauer) des Komplexes von 7= (320 £220) ms
entspricht. Interessanterweise dissoziiert der Komplex aus
der DNA und der Mutante R193A langsamer mit k=
(0.071 £0.053) s !, was eine lidngere Lebensdauer von 7=
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Abbildung 3. Dynamische Kraftspektroskopie. m= native Sequenz,
0=R193A, x=HT98A.

(14.1 £10.5) s bedeutet. Demgegeniiber zeigt die Mutante
H198A eine viel hohere Dissoziationsgeschwindigkeit mit
kow=(49.5+21.2) s™!, entsprechend einer kiirzeren Lebens-
dauer von 7= (20 + 8) ms. Dies ist nicht iiberraschend, da in
der Mutante H198A die basische Aminosdure His198 der
nativen Sequenz durch Alanin ersetzt wurde. Der ladungs-
kontrollierte Beitrag zur Affinitdt und damit zur Bindung des
Peptids an die DNA sollte also herabgesetzt sein. Uberra-
schenderweise zeigt die Mutante R193A, in der Arg 193 durch
Alanin ersetzt wurde, eine langsamere Dissoziation und
damit eine lidngere Lebensdauer des Komplexes als die
native Sequenz. Dieses Ergebnis konnte mit einer besser
vorgebildeten a-helicalen Konformation des Peptids in
Losung erklart werden, was in zukiinftigen Experimenten
weiter untersucht werden soll. Im Vergleich zu jiingst publi-
zierten Einzelmolekiilexperimenten mit kompletten Tran-
skriptionsaktivatoren mit einem HTH-Bindemotiv, die klei-
nere Dissoziationskonstanten (2x107™* bis 1.3x1072s ')
und somit lingere Lebensdauern (100-1000s) ergeben,
deuten unsere Ergebnisse auf die Existenz und die Bedeutung
kooperativer Bindeeffekte hin — ein wichtiger Punkt, der
ebenfalls Gegenstand weiterer Untersuchungen sein wird.

Die Affinitit eines Liganden zu seinem Rezeptor, die im
Falle einer 1:1-Kinetik durch die Gleichgewichtskonstante
der Dissoziation Kp=k'k,, gegeben ist, wird von k.
dominiert.’” Unter der Annahme einer diffusionskontrol-
lierten Assoziation mit einer typischen Geschwindigkeits-
konstante von k,,=10°m s %332 fiir die Bindung eines
Peptids an DNA konnen Gleichgewichtskonstanten von K, =
3 x 107%M (native Sequenz), Kp =7 x 10~*M (Mutante R193A)
und Kp=5x10"m (Mutante H198A) abgeschitzt werden.
GemifB AG®° = RTIn K, lassen sich somit die entsprechenden
Differenzen in der freien Reaktionsenthalpie unter Stan-
dardbedingungen fiir die Komplexbildung zu AG°=
—31kJmol™ (native Sequenz), AG°= —41 kJmol™ (Mutan-
te R193A) sowie AG°=-25kJmol™" (Mutante H198A)
abschétzen.

Als weiteren Parameter erhédlt man aus der inversen
Steigung der Regressionsgeraden (Abbildung 3) eine mole-
kulare Reaktionslédnge x;, die 6.8 +1.2 A fiir das native Peptid
und 7.243.5 A fiir die Mutante H198A betrigt (Tabelle 1).
Fiir das Peptid R193A, das auch die ldngste Lebensdauer
aufweist, wird interessanterweise ein groBerer Wert von x; =
9.3 +2.6 A erhalten. Dieses Ergebnis passt zu den vorherigen
Resultaten, denn es deutet darauf hin, dass sich die letzte
Aktivierungsbarriere im Falle dieses Komplexes verhiltnis-
maBig spdt auf der Reaktionskoordinaten befindet; der
Komplex hat somit iiber eine groflere Distanz auf der
Reaktionskoordinate die Moglichkeit, erneut zu assoziieren
(unter der Annahme mikroskopischer Reversibilitit). Dies ist
im Einklang mit der groeren Lebensdauer des Komplexes.

Zusammenfassend ist es zum ersten Mal gelungen, auf
Einzelmolekiilniveau die spezifische Bindung von Peptiden,
die einen Sequenzausschnitt aus der Bindesequenz eines
Transkriptionsaktivators repriasentieren, an DNA nachzuwei-
sen. Die molekularen Dissoziationskrifte einzelner Peptid-
DNA-Komplexe wurden durch AFM-Kraftspektroskopie
quantitativ  untersucht. In Kompetitionsexperimenten
konnte auBerdem die Spezifitit der DNA-Bindung zweier
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Peptid-Mutanten belegt werden. Dynamische Kraftspektro-
skopie-Experimente ergaben eine Abhingigkeit der Bin-
dungskrifte von der dufleren Beladung, was auf eine ther-
misch getriebene Dissoziation schlieBen ldsst. Es wurden
Werte fiir die Dissoziationsgeschwindigkeitskonstanten der
einzelnen Komplexe erhalten, die ein direktes Affinitdtsran-
king der Peptide mit einzelnen Punktmutationen ermogli-
chen. Unsere Resultate unterstreichen die Bedeutung der
Peptidldnge und kooperativer Effekte sowie den Beitrag
einzelner Punktmutationen zur spezifischen Bindung synthe-
tischer Peptide an DNA. Dariiber hinaus belegen sie das
Potenzial, das die Kombination von chemischer Synthese zur
Nachahmung biologischer Systeme (synthetische Biologie)
mit der hohen Sensitivitdt der AFM-Kraftspektroskopie an
einzelnen Molekiilen als Methode zur Untersuchung, zum
Affinitdtsranking und zur Steuerung der Mechanismen und
Eigenschaften molekularer Erkennungsprozesse (molekulare
Nanotechnologie) bietet.
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