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Collagene bestehen aus drei identischen oder unterschiedli-
chen Polypeptidketten, die sich in einer tripelhelicalen Su-
perstruktur variabler Stabilitdt umwinden. Obwohl die Form
insgesamt einem biegsamen Stab entspricht, enthalten Col-
lagene auch Bereiche geringer Tripelhelixstabilitdt und sogar
Unterbrechungen dieser Struktur. Die lokale Stabilitdt und
die Erkennungsmotive fiir Wechselwirkungen mit anderen
Proteinen der extrazelluldiren Matrix werden durch die
Aminoséduren in X- und Y-Position der sich wiederholenden
Gly-Xaa-Yaa-Tripletts definiert und feinjustiert, wobei der
Glycinrest an jeder dritten Position notwendig ist, um das
kompakte Verdrillen der drei linkshidndigen Polyprolin-II-
Helices in die rechtshindige Tripelhelix zu ermoglichen.!!
Ausfiihrliche Studien an synthetischen Modellpeptiden haben
klar das Tripeptid Gly-Pro-Hyp als giinstigstes Triplett zur
Stabilisierung der Tripelhelix identifiziert,™™? und Kristall-
strukturen von Collagenpeptiden ermoglichten detaillierte
Einblicke in die Wasserstoffbriickennetzwerke dieser sehr
reguliren periodischen Tertidrstruktur.”

Aus Faltungsstudien an natiirlichen Collagenen und ihren
Fragmenten wurde ein Reif3verschluss-artiger Faltungsme-
chanismus abgeleitet, bei dem die cis-trans-Isomerisierung
des Prolins der geschwindigkeitsbestimmende Schritt ist.!'¢!
Ohne cis-Prolinisomere ist die Faltung sehr schnell und in der
Zeitskala vergleichbar mit der Faltung anderer periodischer
Strukturen wie der a-Helix.”) Um besseren Einblick in die
Faltung und Stabilitdt der Collagentripelhelix zu erhalten,
sollte jedoch ein Modellsystem vorhanden sein, das, mit
einem ultraschnellen Konformationschalter ausgestattet, ein
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Verfolgen der Faltungsereignisse mit zeitaufgeloster Spek-
troskopie ermoglicht. Diese Aufgabe wurde hier gelost,
indem ein speziell entwickeltes Azobenzolderivat in Form
einer Seitenkettenverbriickung als lichtschaltbare struktu-
relle Klammer in die Collageneinzelketten eingebaut wurde,
um die notwendigen Anderungen im Konformationsraum fiir
Faltung und Entfaltung der Collagentripelhelix auszulosen.

Das Konzept der ultraschnellen Modulation von Kon-
formationszustdnden und zugehorigen biophysikalischen Ei-
genschaften mithilfe eines Azobenzolchromophors wurde in
friitheren Arbeiten von uns und anderen etabliert.!”! Die er-
folgreiche Anwendung dieses Konzepts zur Lichtsteuerung
von a-Helices”! und kiirzlich auch von p-Haarnadelstruktu-
ren® als einfachste Tertidrstruktur fithrte uns dazu, die
giinstigen optischen Eigenschaften des Azobenzols mit der
reguldren Superstruktur der Tripelhelix zu einem Modellsys-
tem zu kombinieren, das fiir die zeitaufgeloste Spektroskopie
der Collagenfaltung gut geeignet ist. Die Strategie bestand
darin, zwei Seitenketten in (Pro-Hyp-Gly),-Collagenpeptiden
durch das Azobenzolchromophor zu verkniipfen (Schema 1).
Als Collagenpeptid wurde das N-acetylierte and C-amidierte
(Gly-Pro-Hyp),-Gly-Gly wegen seiner relativ hohen thermi-
schen Tripelhelixstabilitit gewihlt.”) Geeignete Sequenzpo-
sitionen fiir die Anbindung der intramolekularen Azoben-
zolklammer wurden mit Molecular Modeling so bestimmt,
dass das trans-Azobenzolisomer eine stabilere Tripelhelix
bildet als das cis-Isomer. Da 100% trans-Azobenzolisomer
durch thermische Relaxation im Dunkeln erreicht werden
konnen, kann die Entfaltung von einem vollstdndig gefalteten
Zustand aus gestartet werden.

Um den Effekt der Chromophorisomerisierung zu maxi-
mieren, wurde zusétzlich ein relativ starres Acetylen-Ver-
bindungsstiick zwischen Azobenzol und Peptidseitenkette
erdacht. Dementsprechend wurde das bifunktionelle Diiod-
derivat 1 zur Reaktion mit den beiden Thiolen verwendet
(Schema 1). In Anbetracht der stabilisierenden Wirkung von
Iminosduren in X- und Y-Position der Collagentripletts
wurden 4-Mercaptoprolin(Mpc)-Reste gewéhlt, um die
Thiolfunktionen zur intramolekularen Verbriickung bereit-
zustellen. Wihrend Cys-Reste in X- oder Y-Position die Tri-
pelhelixstabilitdt deutlich beeintrichtigen,'” wurde von
einem 4-Mercapto- oder 4-Thioethersubstituenten am Pyr-
rolidinring, wie in 2 bzw. 3 enthalten (Schema 1), unabhéngig
von der Konfiguration ein geringerer Effekt auf die Tripel-
helix erwartet als bei (4R)- and (4S)-Hydroxyprolin. Letztere
beeinflussen durch stereoelektronische Effekte sehr unter-
schiedlich die cis-trans-Isomerisierung sowie die C'-exo- bzw.
C'-endo-Konformation des Pyrrolidinrings.[*>%11]

Entsprechend des Peptiddesigns sollte trotz der bekann-
ten Stabilisierung der Tripelhelix durch C'-endo in X- und C*-
exo in Y-Position, %1 sowohl ein Pro-Rest in X- als auch
ein Hyp-Rest in Y-Position durch (2545)-Mpc ersetzt
werden, um Peptid 2 herzustellen (Schema 1). Der Schmelz-
punkt (als Merkmal fiir die Stabilitét) der Tripelhelix von 2 in
wassriger Losung (7, =34.5°C) war dementsprechend 8.5°C
niedriger als beim Referenzpeptid Ac-(Pro-Hyp-Gly),;-Gly-
Gly-NH, (T, =43°C; in Ubereinstimmung mit #hnlichen
Peptiden**)).
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Schema 1. Synthese eines Collagenpeptids mit einer intramolekularen Seitenkette-Seitenkette-Ver-
kniipfung tiber eine lichtsteuerbare Azobenzolverbindung. Das Collagenpeptid ist aus priparativen
Griinden C-terminal mit zwei Glycinresten verlingert, um eine Bildung von Diketopiperazin zu ver-

(Gly-Pro-Hyp),-(Gly)z-NH,
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turbereich von 4 bis 60°C ermog-
licht es jedoch, eine qualitative
Rangordnung der Tripelhelixstabi-
litat festzustellen: 3 > Referenz-
peptid > 2. Der endgiiltige Nach-
weis der tripelstrangigen Collagen-
struktur von 3 wurde mit NMR-
Messungen erbracht. Diffusionsex-
perimente weisen den trimeren
Charakter der Peptide unter diesen
Bedingungen nach. Die chemischen
Verschiebungen der "N-Gly-Amid-
protonen von etwa d =7.7 ppm sind
typisch fiir die gefaltete Tripelhe-
lixstruktur (entfaltete und Polypro-
lin-II-Spezies zeigen Werte groBer
als 0=8.0ppm), wihrend ihre
Temperaturabhingigkeit (weniger
negativ als —4.5 ppbK™') die Was-
serstoffbriicken der Collagensuper-
helix anzeigt.'”! 2D-'H,"*N-Korre-
lationsspektren (FHSQC) ermogli-
chen die selektive Beobachtung der
Glycinreste vor dem zweiten Mpc-
Rest in 3. Die linke Seite von Ab-
bildung 2 zeigt, dass entsprechend
der Verschiebung der Einzelketten

meiden;"% Mpc = (2S,45)-Mercaptopyrrolidin-2-carbonsaure (4-Mercaptoprolin).

Reaktion des Peptids 2 mit 4,4'-(Diazen-1,2-diyl)bis(N-(4-
iodbut-2-inyl)benzamid (1) ergab das Azobenzolpeptid 3 als
analytisch gut charakterisierte Substanz, die aber nicht aus-
reichend wasserloslich fiir spektroskopische Untersuchungen
war. Daher wurde CD;OH/0.1m AcOH (4:1) als Losungs-
mittel verwendet, zumal die Tripelhelix-stabilisierende Wir-
kung von Wasser/Alkohol-Mischungen lange bekannt ist.[?* 1!
Fiir CD-, NMR- und IR-Messungen wurden Losungen von 3
mit 1 mm Konzentration verwendet, um schnelle Selbstasso-
ziation der Monomere zu Homotrimeren zu erreichen.!*!*!
Nach Aufbewahrung bei 4°C war das CD-Spektrum von
Peptid 3 (Abbildung 1) als trans-Azobenzolisomer unter
diesen Bedingungen konsistent mit einer tripelhelicalen Fal-
tung und einem Rpn-Wert von 0.190,"*) der dem Wert von
Peptid 2 (Rpn=0.190) entspricht, aber sogar hoher ist als
beim  Referenzpeptid  Ac-(Gly-Pro-Hyp),-Gly-Gly-NH,
(Rpn=0.161). Form und Intensitit der CD-Banden sind
jedoch nicht vollig aussagekréftig, da die monomeren Formen
dieser prolinreichen Peptide bekanntlich Polyprolin-II-Kon-
formationen annehmen, die CD-Spektren ganz dhnlich der
Tripelhelix ergeben. Im Vergleich zu Polyprolin-II-Helices,
die unkooperativ entfalten, erfolgen thermisch induzierte
Ubergiinge der Tripelhelix sehr kooperativ.'¥) Der niedrigere
Siedepunkt von wissrigem MeOH verhindert durch die hohe
Stabilitdt der Collagensuperhelix in diesem Losungsmittel
den direkten Vergleich von Schmelzpunkten des Referenz-
peptids Ac-(Gly-Pro-Hyp),-Gly-Gly-NH, und des Vorldufers
2 mit dem des Azobenzolpeptids 3. Ein Vergleich der Ab-
nahme der dichroischen Intensitédt bei 225 nm im Tempera-
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in der Tripelhelix um einen Rest die
N-Gly-Reste der drei Stringe
nicht dquivalent sind.

Nach Belichtung bei 330 nm und 4°C wurde die Bildung
von 27% cis-Isomer festgestellt,'! aber die Anderungen im
2D-'H,"N-FHSQC-Spektrum (fast heteronuclear single
quantum correlation) zeigten keine Entfaltung der Tripelhe-
lix. Bei einer hoheren Temperatur vom 27°C fithrte Photo-
isomerisation zu 45 % cis-Isomer und zusétzlichen Signalen
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Abbildung 1. CD-Differenzspektren (,nachher minus vorher“) des
Peptids 3 bei 1 mm Konzentration in CD;OH/0.1 M AcOH (4:1) nach
Belichtung bei 330 nm, entsprechend trans-cis-lsomerisierung (—),
und bei 420 nm, entsprechend cis-trans-lsomerisierung (s++«+). Ein-
schub: CD-Spektren des thermisch relaxierten, zu 100% vorliegenden
trans-Azobenzolpeptids 3 (—), nach Belichtung bei 330 nm fiir maxi-
malen cis-Anteil (-+++<) und erneuter Belichtung bei 420 nm zur Riick-
isomerisierung in die trans-Form (-----).
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Abbildung 2. "H,>N-FHSQC- (oben) und 'H-NMR-Spektren (unten) des Peptids
3 (1 mm) in CD;0H/0.1m AcOH (4:1), aufgenommen bei 27°C und 500 MHz
vor (links) und nach Belichtung (rechts) bei 330 nm. Neue Signale nach Belich-
tung werden irregulédren Tripelhelices und entfalteten Monomeren zugeordnet;
die beiden Signale fiir das Monomer entsprechen der trans- und cis-Konformati-
on der ("*N-Gly)-Pro-Peptidbindung.
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im NMR-Spektrum (Abbildung 2, rechts), die entfaltetem
Peptid und irreguldren Tripelhelixformen entsprechen. Be-
lichtung bei 420 nm stellte die Tripelhelix nahezu quantitativ
wieder her mit einem Anteil von cis-Azobenzol < 8 %. Da die
thermische cis-trans-Azobenzolisomerisierung auch bei 37°C
langsam ist (¢,,=28.9 h fiir 3, ¢, =25.4 h fiir 1 als Dichlorde-
rivat), kann der photostationdre Zustand von 3 mit ca. 45%
cis-Azobenzolgehalt nach Belichtung bei 27°C NMR-spek-
troskopisch untersucht werden.

Die lichtinduzierte Faltung und Entfaltung von 3 kann
auch mit CD-Spektroskopie verfolgt werden. Die Anderung
der CD-Intensitét ist jedoch gering, da sich CD-Spektren von
tripelhelicalen und Polyprolin-II-helicalen Collagenpeptiden
kaum unterscheiden. Im IR-Spektrum von 3 fiihrt Belichtung
hingegen zu deutlichen Anderungen (Abbildung3). Ein
Vergleich mit dem lichtinduzierten Differenzspektrum von 1
(als stabiles Dichlorderivat) erméglicht es, die zur trans-cis-
Isomerisierung des Azobenzolteils gehorenden Banden zu
identifizieren. Auflerdem lassen sich starke Peptidbanden im
Bereich um 1650 cm ™! (Amid-I) und 1450 cm ' erkennen, die
der Konformationsidnderung bei der Tripelhelixentfaltung
entsprechen.”™ Die Lichtschaltung zwischen trans- und cis-
Azobenzol ist vollig reversibel, wie die CD-Spektren im
Einschub in Abbildung 1 belegen, und Anzeichen von Aus-
bleichen oder Zersetzung wurden auch nach langer Belich-
tung nicht beobachtet. Da bei niedrigeren Temperaturen
(<20°C) nach den NMR-Spektren auch das cis-Azobenzoli-
somer in die Tripelhelix gefaltet ist, kann Lichtschaltung des
gefalteten Anteils nur bei Temperaturen erfolgen, bei denen
der Stabilitdtsunterschied zwischen Tripelhelix und Mono-
meren relativ gering ist, wobei trans-Azobenzolmolekiile
mehr zur Tripelhelix und cis-Isomere mehr zum entfalteten
Zustand neigen.

Zusammen mit der ultraschnellen Isomerisierung des
Chromophors!!”! sollte das Azobenzolcollagenpeptid 3 Col-
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Abbildung 3. FTIR-Differenzspektren (,cis minus trans“) des Peptids 3
(rot) im Vergleich zum Chromophor 1 als Dichlorderivat (gestrichelt),
beide in [Dg]DMSO nach Belichtung. Dem Peptidteil kénnen zusatzli-
che Banden im Bereich 1650 (Amid-1) und 1450 cm™' zugeordnet
werden. Einschub: IR-Spektrum des Peptids 3 in [Dg]DMSO.

lagenfaltungsexperimente mit noch nicht da gewesener
Zeitauflosung bis zum Pikosekundenbereich durch ultra-
schnelle CD-" und besonders IR-Spektroskopie ermogli-
chen. Die TR-Spektren von Collagenpeptiden sind durch
gut ausgeprigte Amidbanden charakterisiert™ und konnten,
zeitaufgelost aufgenommen, wertvolle Information z. B. tiber
die Geschwindigkeiten liefern, mit denen das periodische
Wasserstoffbriickennetzwerk gebildet wird. Insbesondere
wird der direkte Vergleich mit Molekulardynamiksimulatio-
nen moglich, die momentan auf den Nanosekundenbereich
beschriankt sind. Erst kiirzlich wurde in der Tat beobachtet,
dass die schnellsten Faltungs-Entfaltungs-Vorgidnge der Tri-
pelhelixstruktur schneller als die Mikrosekundenauflosung
von Stopped-Flow-Experimenten sind."’

Insgesamt ist es uns somit gelungen, ein Collagenmo-
dellpeptid zu konstruieren, in dem die Stabilitit der Tripel-
helixstruktur vom isomeren Zustand eines Azobenzolchro-
mophors abhéngt. Bei Raumtemperatur kann die Faltung
oder Entfaltung durch Photoisomerisierung des ,,Lichtschal-
ters moduliert werden. Dieses Modellpeptid sollte ultra-
schnelle Faltungs-Entfaltungs-Experimente ermdglichen und
somit eine Verbindung zwischen experimentellen und theo-
retischen Studien der Tripelhelixcollagenstruktur schaffen.
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