Highlights

Peptidliganden

Metallionen bindende Peptide:
von der Katalyse zur Proteinmarkierung

Giulia Licini* und Paolo Scrimin*

Stichworter:
Homogene Katalyse - Kombinatorische Chemie -
Metallionen - Peptide - Sensoren

4720

M etallionen gehoren zu den wichtigs-
ten Cofaktoren in Proteinen. Sie haben
entscheidende Aufgaben bei der Steue-
rung der Proteinaktivitdt an allosteri-
schen und katalytischen Wirkorten. Na-
tiirliche Aminosduren enthalten in den
Seitenketten verschiedene funktionelle
Gruppen, die Metallionen binden kon-
nen. Nehmen diese Gruppen in der
Proteinsequenz eine geeignete, durch
die Sekundir- und Tertidrstruktur des
Polymers festgelegte Position ein, so
binden sie je nach Art und Position
viele Metallionen mit oft bemerkens-
werter Selektivitit. Es iiberrascht daher
nicht, dass Chemiker bei der Wahl von
Liganden fiir Metallionen fiir unter-
schiedliche Anwendungen zunehmend
auf Peptidsequenzen zuriickgreifen.!!
Dabei nutzen sie hdufig natiirliche Se-
quenzen, von denen bekannt ist, dass sie
ein bestimmtes Metallion binden. Dar-
iiber hinaus haben Forscher die beste-
hende Vielfalt an koordinierenden
Strukturmotiven aus natiirlichen Ami-
nosduren erweitert, indem sie neue
Strukturen synthetisierten und spezifi-
sche Endgruppen in Peptidsequenzen
einfiihrten.””) Zu den bisher beschriebe-
nen Anwendungen gehort die Synthese
von Katalysatoren fiir Reaktionen, die
nicht unbedingt ein biologisches Gegen-
stiick haben miissen, ebenso wie die
Herstellung von Sensoren fiir analyti-
sche Zwecke.
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Einer der Hauptvorteile von Peptid-
sequenzen gegeniiber anderen Baustei-
nen ist, dass sie durch Festphasensyn-
these leicht zuginglich sind und dem-
nach eine kombinatorische Methode zur
Herstellung von Substanzbibliotheken!”!
zur Verfiigung steht. Die Entwicklung
von Screening-Methoden fiir diese Bib-
liotheken ist jedoch schwierig. Bei die-
ser Strategie muss die Bindungsstirke
der Liganden fiir Metallionen abge-
schitzt und die Aktivitdt der Komplexe
entsprechend ihrer spéteren Verwen-
dung als Katalysatoren oder Sensoren
untersucht werden.

Funktionale Metallpeptide sind
zweifellos die attraktivsten Zielverbin-
dungen. Francis und Jacobsen entdeck-
ten in kombinatorischen Bibliotheken
metallbindender Liganden neuartige
Peptidkatalysatoren fiir die Epoxidie-
rung von Alkenen."! Berkessel und
Hérault beschrieben einen kombinato-
rischen Zugang zur Phosphatspaltung
durch hydrolytische Metallopeptide.®!
Ihre Strategie ermoglichte das direkte
,On-Bead-Screening“ einer Bibliothek
aus 625 festphasengebundenen Undeca-
peptiden mit einem chromogenen Phos-
phat-Modellsubstrat. So konnten sie
aktive Verbindungen nachweisen, deren
Wirksamkeit in Losung ebenfalls ge-
priift wurde. Ferner gelang Long et al.
die kombinatorische Optimierung des
Tripeptids Xaa-Xaa-His, das an Ni**-
Ionen bindet, und die auf Desoxyribose
basierende (oxidative) Spaltung von B-
DNA.®l Dazu synthetisierten sie zwei
Substanzbibliotheken (aus 18 natiirli-
chen Aminosduren, aufler Cys und
Trp), in denen sie die erste und zweite
Position des Liganden variierten. Das
optimierte Metallopeptid Ni**-Pro-Lys-
His spaltete DNA um eine Grofenord-
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nung besser als die Referenzverbindung
Ni**-Gly-Gly-His, die als Ausgangs-
punkt des Selektionsprozesses diente.
Interessanterweise 4dnderten sich die
Metallkomplexierung und die Selektivi-
tdt des optimierten Metallopeptids fiir
AT-reiche Sequenzen nicht, wihrend
die Affinitit der DNA-Bindung nur
leicht zunahm. Wie Versuche mit Mo-
dellverbindungen ergeben haben, héngt
die beobachtete Steigerung der Aktivi-
tat hauptsichlich von der Bindungsgeo-
metrie ab.

Die Arbeitsgruppe von Hoveyda
setzte Metallopeptidkomplexe ein, um
eine Reihe recht unterschiedlicher Re-
aktionen stereoselektiv zu katalysieren.
Der entscheidende Schritt, die Identifi-
zierung der wirksamsten Kombination
aus chiralem Ligand und Metallsalz fiir
eine bestimmte Reaktion, erfolgte
durch ein erstes Parallelscreening unter-
schiedlicher Metallvorstufen mit leicht
modifizierbaren (modularen) Liganden.
In allen Fillen wurden Schiff-Basen von
Peptiden mit unterschiedlichen O-, N-
oder P-Donorfunktionen und Ionen so-
wohl friiher als auch spiter Ubergangs-
metalle getestet. Auf diese Weise gelang
die Entwicklung effizienter und hoch
stereoselektiver C-C-Verkniipfungsre-
aktionen wie der Ti'V-katalysierten
CN™-Addition an Epoxide!” und Imi-
ne®l der Al'-katalysierten CN"-Addi-
tion an Ketone,"! der Zr"-katalysierten
Addition von Dialkylzink an Imine,™”
der Cu-katalysierten konjugierten Ad-
dition an Enone" und der Allylsubsti-
tution."” So erwiesen sich Pyridinylpep-
tidderivate als wirksame chirale Ligan-
den fiir die Cu-katalysierte allylische
Substitution von di- und trisubstituier-
ten Alkenen. Mit diesem Katalysator-
system gelang die Synthese von (R)-(—)-
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Sporochnol mit 82% Gesamtausbeute
und 82 % ee."”!

Die Optimierung der Reaktionsbe-
dingungen gelang mit einem rationalen
anstelle eines kombinatorischen Scree-
nings in folgenden Schritten (Schema 1):
a) Identifizierung der reaktivsten Sub-
strate und Metallvorstufen (Allylphos-
phate und CuCN) sowie der fiir die
Addition von Et,Zn in THF am besten
geeigneten Schiff-Base. Unter diesen
Bedingungen erzielten die beiden bes-
ten Liganden zunichst wenig beein-
druckende ee-Werte von 34% und
26%. b) Identifizierung der besten
Kombination aus Ligand und Cu-Salz
aus den zuvor gewihlten Liganden und
sechs Kupfersalzen. c¢) Bestimmung des
optimalen Peptids (Lange der Amino-
sduresequenz, C-terminale Gruppe).
d) Feinabstimmung der Schiff-Base
und der ersten Aminosidure. Durch
dieses Selektionsverfahren konnten die
ee-Werte mit Aryl-disubstituierten Al-
kenen auf bis zu 87% und mit Aryl-
trisubstituierten Alkenen auf bis zu
90 % gesteigert werden. Ahnliche Enan-
tioselektivititen wurden mit einem
nichtrationalen Verfahren erhalten, bei

Ph

dem Parallelbibliotheken von Substra-
ten, Losungsmitteln und Metallionen
durchmustert wurden.*!% Diese Beob-
achtung weist darauf hin, dass bei der
Entwicklung eines katalytischen Sys-
tems kleine gebiindelte Bibliotheken
ebenso gute Ergebnisse liefern konnen
wie eine zeitaufwéndigere rationale Me-
thode.

Auf einen wichtigen Aspekt bei der
Wahl von Katalysatoren aus Phosphan-
Peptidliganden und spiten Ubergangs-
metallionen machten Gilbertson et al.
aufmerksam:">¥ die Bestimmung der
besten Kombination aus chiralem Li-
gand und Substrat. Es werden also
Katalysatoren gesucht, die hoch spezi-
fisch fiir ein Substrat sind — eine typische
Eigenschaft von Enzymen. Die Arbeits-
gruppe untersuchte auch die Bedeutung
der Sekundérstruktur des Peptids fiir die
Stereoselektivitdt einer katalytischen
Reaktion anhand der Pd"-katalysierten
Addition von Dimethylmalonat an Cyc-
lopentadienylacetat, wobei die Ligan-
den aus zwei Reihen von Peptidbiblio-
theken mit 96 bzw. 40 Verbindungen
ausgewdhlt wurden. Dabei zeigte sich,
dass 3-Schleifen besser geeignet sind als

cu" (10%)
OPO(OEt);  Ligand (10%) Et H
A T %
Et,Zn (3 Aquiv.) Ph
THF, -30°C, 6h

optimiertes System
bis 90% ee

Screening-Phase |
10-34% ee

d) Optimierung der Schiff—Base/>

und der Aminosduresequenz

Angewandte

Helixkonformationen. In einigen Fillen
werden beim direkten Screening von
Katalysatoren an dem Trdger, an dem
sie synthetisiert wurden, @hnliche Er-
gebnisse erhalten wie in Losung.

Die Katalyse hat sich als ausgezeich-
netes Versuchsfeld erwiesen, um das
Wirkungsvermogen von Metallopepti-
den zu priifen. Uber eine neue Anwen-
dung von Metallopeptiden als Fluores-
zenzmarker berichteten Imperiali et al.
Sie untersuchten zunichst Peptidderiva-
te als Fluoreszenz-Chemosensoren fiir
Zn**-Tonen!™! und entdeckten dann ein
Ln**-bindendes Peptid zum schnellen
Nachweis markierter Proteine. Die Ent-
wicklung von Fluoreszenzproteinen als
molekularen Endgruppen kann dazu
beitragen, Zusammenhinge zwischen
komplexen biochemischen Vorgingen
und den Aufgaben lebender Zellen zu
erkennen.!'®! Die Arbeit von Imperialis
Gruppe basiert auf fritheren Untersu-
chungen anderer Forscher iiber Ahn-
lichkeiten der Ionenradien und des Ko-
ordinationsverhaltens von Ca’**- und
Ln**-Ionen gegen Aminosiuresequen-
zen, die in bestimmten Schleifendoma-
nen Calcium-bindender Proteine auftre-

—\ a) bester Schiff-Base-Ligand

Screening-Phase IV
9-47% ee

Screening-Phase Il
5-38% ee

c) beste Peptidstruktur

Vergleichsligand:

Schiff-Base

2-34% ee
H 0 Screening-Phase -1V
A SN N
° N
Ph

o

Screening-Phase llI

OiPr

</ b) bestes Cu-Salz

optimiertes System:

0!
N N
A
| N)\ﬂ/ ¢ NHBU cuen
N (0] \Ph

R'=/Pr, tBu, cHex

Schema 1. Verfahren zur Optimierung einer Peptidligand/Cu-Salz-Kombination fiir die asymmetrische allylische Substitution von Alkenen

nach Hoveyda et al.
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ten.'”! In einer fritheren Arbeit™® wur-
den die aktiven Stellen genau bestimmt,
die fiir die Bindung und Fluoreszenzver-
starkung in Peptiden mit 14 Aminoséu-
reeinheiten entscheidend sind. Beim
Screening” einer groBen Bibliothek
(anndhernd 500000 Verbindungen) aus - "

1 2 [mu n
O_ENHZJH —[.].,. —
O.En

(@2 4 5.6

Peptiden mit der allgemeinen Sequenz @l
Ac-Gly-Xaa-Zaa-Xaa-Zaa-Xaa-Gly- o

Trp-Zaa-Glu-Zaa-Zaa-Glu-Leu (Xaa= o o
potenziell metallbindende Aminosiu- B = FmocPhe(NO;) DzHO :J'SF””GB 0=

ren: Asp, Asn, Ser oder Glu; Zaa = hy- ? HO

drophobe Aminosduren) entdeckten ANP HMBA

Imperiali et al. ein Peptid, dessen Kp-
Wert fiir Tb**-Ionen nur 0.22 um be-
tragt.

Die Autoren vermuteten, dass diese
Lanthanoid-bindenden Endgruppen
(lanthanide-binding tags, LBTs) eine
neue Alternative sein konnten, um fluo-
reszierende Fusionsproteine durch mo-
lekularbiologische Routineverfahren zu
exprimieren. Um das zu priifen, hingten
sie die aussichtsreichsten Sequenzen an
Ubiquitin an (Abbildung 1). Zwischen
das N-terminale His-Fragment und die
LBT-Gruppe wurde eine Gly-Pro-Gly-
Stoppsequenz eingeschoben, um das
Peptid anschlieBend vom His-Fragment
abspalten zu konnen. Die Proteinex-
pression wurde durch die Anwesenheit
der LBT-Endgruppe nicht verringert.
Untersuchungen mit unterschiedlichen
Metallionen ergaben fiir die LBTs eine
gute Selektivitit fiir Tb*™-Ionen. Die

Reinigungs- DAPase

Start Markierung Stoppsequenz

@ = [-AlaArgProGly-Fmoc

Abbildung 2. Verfahren von Imperiali et al. fir die Synthese und das Screening Tb**-bindender
Peptide. 1) Kupplung von N-o-Fmoc-4-nitrophenylalanin; 2) Kupplung von ANP:HMBA (1:10);
3) Einfiihrung der Spacer-Sequenz; 4) Synthese einer ,Split-and-Pool“-Bibliothek; 5, 6) Entschiit-
zen der Aminosaure-Seitenketten, anschlieRendes GieRen in Agarose mit 50 um Tb**-lonen und
Photolyse. Nach Selektion der lumineszierenden Kigelchen und Aufarbeitung werden sie mit
Tb**-lonen titriert und die Sequenz durch MALDI-MS ermittelt. Fmoc = 9-Fluorenylmethoxycar-

bonyl.

Autoren haben auch ein effizientes
kombinatorisches ,On-Bead-Scree-
ning“ entwickelt,” um Sequenzen mit
noch besserem Bindungsvermogen fiir
dieses Lanthanoidion zu finden. Das
Verfahren nutzt die kombinatorische
»Split-and-Pool“-Peptidsynthese an der
Festphase, bei dem orthogonal spaltbare
Linker ein wirksames zweistufiges
Screeningverfahren ermoglichen (Ab-
bildung 2). Das erste Durchmustern
umgeht die beim
,,On-Bead-Screening®
auftretende  Interfe-
renz dadurch, dass ein
Teil der Peptide pho-
tochemisch abgespal-

t‘g-jlz
H

kmHBHHEHHH 6P Ubiquitin]

Vo

LBT

1. Reinigung an
Ni'-Nitrilotriacetat

2. Entfernung der
His-Markierungen
(DAPase-Enzym)

ten und fiir Untersu-
chungszwecke in einer
Agarosematrix aufge-
fangen wird. Beim
zweiten  Durchmus-
tern werden definierte
wissrige Losungen je-
des Treffers weiter
charakterisiert. In die-
sem Verfahren wur-
den auch Stérungen
durch den festen Tri-
ger vermieden, wie sie
Miller et al.?Y und Da-

Abbildung 1. Die Methode der Lanthanoid-bindenden Endeinheiten
(LBT, links) von Imperiali und Mitarbeitern und ihre allgemeine Synthe-
se LBT-markierter Proteine (rechts). Die His-Gruppe kann mit dem
TAGZyme-Verfahren abgespalten werden (mit dem Enzym Dipeptidyl-
aminopeptidase, DAPase).
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vis et al.?!l beim ,,On-
Bead-Screening” von
Produkten beobachte-
ten, die sie mithilfe

www.angewandte.de

eines trdgergebundenen Katalysators
erzeugten. Mit dieser Screening-Metho-
de und durch weiteres gezieltes Verklei-
nern der Bibliothek wurde die Dissozia-
tionskonstante fiir Tb**-Ionen auf 57 nm
fiir ein lineares Peptid und auf 2 nm fiir
ein durch Disulfidbildung cyclisiertes
Peptid verringert. Zum Beweis wurden
diese Peptidsequenzen zur Bestimmung
der Proteinkonzentration und des Ex-
pressionsprofils eingesetzt. Die Fluores-
zenz des Lanthanoidions ldsst sich fiir
diesen Zweck nur nutzen, wenn die
Bindungsstiarke so grof3 ist, dass mit
Metallionenkonzentrationen gearbeitet
werden kann, die weit unter denjenigen
fiir unspezifische Bindung liegen.

Obwohl die Untersuchungen zu
Peptidliganden® gerade erst begonnen
haben, ist bereits eine eindrucksvolle
Zahl niitzlicher Anwendungen von Pep-
tid-Metall-Komplexen bekannt. Funk-
tionelle Peptide lassen sich nicht nur mit
kombinatorischen Methoden durchmus-
tern, sie konnen auch in Proteine einge-
baut werden, die in vivo exprimiert
werden. Auch nichtnatiirliche Amino-
siuren konnen codiert werden.!
Dadurch eroffnen sich neue Moglich-
keiten fiir die Untersuchung von Pro-
teinen und Zellfunktionen sowie fiir die
Synthese von Generationen neuartiger
Proteine mit ungewOhnlichen Eigen-
schaften.
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