
Konformativ eingeschr‰nkte Peptide

Neuropeptid-Y-Analoga mit b-
Aminocyclopropancarbons‰ure-Einheiten sind
die k¸rzesten linearen und selektiven Peptide am
Y1-Rezeptor**

Norman Koglin, Chiara Zorn, Raphael Beumer,
Chiara Cabrele, Christian Bubert, Norbert Sewald,
Oliver Reiser* und Annette G. Beck-Sickinger*

Professor Peter Welzel zum 65. Geburtstag gewidmet

Neuropeptid Y (NPY) ist das h‰ufigste Neuropeptid im
zentralen Nervensystem der S‰uger; es besteht aus 36
Aminos‰uren und ist C-terminal amidiert. NPY ist als bis
heute st‰rkstes Stimulans der Nahrungsaufnahme in Ratten-

metrie erhalten werden.[1,11] Die Stufenhˆhen der beobach-
teten Antimonmodifikation sind den Abst‰nden der Sb4-
Molek¸le in den Gitterlagen vergleichbar (Abbildung 5) und
zeigen somit den dreidimensionalen Charakter der kristalli-
nen Strukturen. Es liegt daher nahe, dass auch die hier
vorgestellte Antimonmodifikation eine nahezu kubische
Gitterstruktur aufweist.

Dabei zeigen die geordneten Bereiche auf AuSb2 generell
neben der lateralen auch eine st‰rkere vertikale Ausdehnung.
Da bei grˆ˚eren Bedeckungen (¸ber 3 ML) keine geordneten
Sb4-Bereiche mehr identifiziert werden kˆnnen, kˆnnten die
geringeren Abst‰nde zwischen den Sb4-Molek¸len auf AuSb2
darauf hinweisen, dass sich die im Vergleich zu MoS2
ausgedehnteren Strukturen n‰her an der kritischen Grˆ˚e
befinden, ab der die Umwandlung in die amorphe Phase
stattfindet.[12] Eine weitere mˆgliche Erkl‰rung der unter-
schiedlichen intermolekularen Abst‰nde auf den beiden
Substraten mag in einer unterschiedlichen Wechselwirkung
von Sb4 mit MoS2 und AuSb2 liegen. Zuk¸nftige Experimente
und eine detaillierte theoretische Modellierung der Sb4-
Strukturen auf den Substraten kˆnnten ¸ber diese Frage
weiteren Aufschluss geben.

Experimentelles
Die Herstellung der d¸nnen Antimonfilme erfolgt im Ultrahoch-
vakuum (Basisdruck: 4 î 10�11 mbar) durch Aufdampfen von Sb4-
Molek¸len aus einem effusiven, widerstandsgeheizten Ofen (Tempe-
ratur: 330 8C; Aufdampfen mit 0.1 nms�1; Sb: 99.9999%, Johnson-
Matthey). Die Schichtdicke wird inMonolagen (ML) von Sb-Atomen
angegeben. Die Pr‰paration der MoS2-Substrate erfolgt durch
Spalten entsprechend Literaturangaben.[13] Bei der Herstellung der
AuSb2-Oberfl‰chenlegierung wird von einem Au(111)-Substrat aus-
gegangen.[14] Darauf bildet sich bei Abscheidung von weniger als
1 ML Antimon bei Raumtemperatur selbstst‰ndig die Oberfl‰chen-
legierung AuSb2 mit der Ausrichtung (100) aus.[15] Das RTM vom
Beetle-Typ[16] befindet sich in einer direkt an die Pr‰parations-
kammer angeschlossenen Analysenkammer.[17] Zur Erhˆhung des
Bildkontrastes werden die RTM-Daten bei der Aufnahme direkt
elektronisch differenziert. Dies l‰sst die RTM-Bilder so erscheinen,
als ob sie von der Seite her beleuchtet werden.
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und Mausmodellen bekannt. Andere wichtige biologische
Funktionen sind die Gef‰˚verengung in peripheren Blut-
gef‰˚en, die Regulation des Verhaltens sowie die Modulie-
rung von Schmerzempfindungen und epileptischen Anf‰l-
len.[1]

In S‰ugern werden die Aktivit‰ten von NPY durch
mindestens drei verschiedene G-Protein-gekoppelte Rezep-
toren vermittelt (Y1, Y2 und Y5). Da NPY subnanomolare
Affinit‰ten an allen drei Rezeptorsubtypen aufweist, ist es
bislang schwierig, die physiologischen Funktionen jedes
einzelnen Rezeptors in vivo zuzuordnen. Die Kenntnis der
jeweiligen bioaktiven Konformation an jedem Rezeptor ist
daher f¸r die weitere Entwicklung von Subtyp-selektiven
Liganden unerl‰sslich. Durch einzelne Aminos‰uresubstitu-
tionen konnte gezeigt werden, dass insbesondere der hoch-
konservierte C-terminale Teil des NPY-Molek¸ls mit seinen
zwei positiv geladenen Arginin-Seitenketten in Position 33
und 35 sowie das Tyrosinamid in Position 36 eine ‰u˚erst
wichtige Rolle f¸r den Erkennungsvorgang durch den jewei-
ligen Rezeptor spielen. Wegen seiner Flexibilit‰t konnte
diesem wichtigen Teil des Molek¸ls bisher jedoch keine
definierte Struktur zugeordnet werden. Es wird daher ange-
nommen, dass verschiedene Sekund‰rstrukturen des C-Ter-
minus f¸r die Selektivit‰t gegen¸ber den Rezeptorsubtypen
verantwortlich sind.

Diese Annahme konnte durch Substitutionen best‰tigt
werden, die benachbart zu diesen wichtigen C-terminalen
Positionen eingef¸hrt wurden. Dadurch war zumindest eine
Unterscheidung zwischen einigen Rezeptorsubtypenmˆglich.
So f¸hrte z.B. der Einbau von Prolin in Position 34 der NPY-
Sequenz zu einer signifikant reduzierten Affinit‰t am Y2-
Rezeptor, w‰hrend eine hohe Affinit‰t gegen¸ber dem Y1-
und Y5-Rezeptor aufrecht erhalten werden konnte.[2] Die
Einf¸hrung der Schleifen-induzierenden Ala-Aib-Sequenz in
Position 31 und 32 f¸hrte dagegen zu einem Y5-selektiven
Analogon.[3] W‰hrend der Einfluss der Ala-Aib-Substitution
auf die Peptidstruktur durch NMR-Untersuchungen weiter
untersucht werden konnte, vermochte die Prolinsubstitution
in Position 34 den C-Terminus nicht ausreichend zu stabili-
sieren, um die strukturellen Anforderungen der NPY-Bin-
dung an die anderen Rezeptorsubtypen aufzukl‰ren.[4] Folg-
lich sind neue Herangehensweisen zur Identifizierung der
bioaktiven Konformation insbesondere am Y1-Rezeptor er-
forderlich.

Um das Peptidr¸ckgrat zu rigidisieren und um bestimmte
Sekund‰rstrukturmotive zu induzieren oder zu stabilisieren,
wurden verk¸rzte Analoga der C-terminalen NPY-Sequenz
mit neuartigen, konformativ eingeschr‰nkten Bausteinen
untersucht. Wir erwarteten, dass der Einbau solcher Mime-
tika in die Positionen 32 und 34, und damit in direkter
Nachbarschaft zu den wichtigsten Aminos‰uren Arg33 und
Arg35, besonders effektiv sein w¸rde. Durch diese Strategie
konnten wir b-Aminocyclopropancarbons‰ure-Derivate (b-
ACCs) als neuartige konformativ eingeschr‰nkte Bausteine
identifizieren. Die b-ACCs sind f¸r eine Stabilisierung von
Sekund‰rstrukturen in Peptiden sehr effektiv und vermˆgen
dar¸ber hinaus bekannte konformativ eingeschr‰nkte a-
Aminos‰uren wie Prolin oder a-Aminoisobutters‰ure (Aib)
in ihren Eigenschaften zu komplementieren.

Der Einbau von b-ACC-Bausteinen in Peptide schien
zun‰chst sehr herausfordernd zu sein, da die b-ACCs auf-
grund der 1,2-Donor-Acceptor-substituierten Cyclopropan-
struktur in N-ungesch¸tzter Form einer raschen Ringˆffnung
unterliegen und somit sehr instabil sind. Daher waren
besondere Kupplungstechniken erforderlich, um sie in Pep-
tide einzubauen.[5] Die b-Aminos‰ure 1 (Schema 1) kann
ausgehend von N-Boc-Pyrrol leicht in diastereomeren- und
enantiomerenreiner Form erhalten werden.[6] Daraus wurden
die erforderlichen Dipeptide 2 und 3 synthetisiert, die dann
als Dipeptidbausteine bei der Festphasenpeptidsynthese ein-
gesetzt wurden. Der Einbau der b-ACC enthaltenden Dipep-
tide in die wachsende Peptidkette erfolgte ¸ber einen
manuellen Kupplungsschritt nach TBTU-Aktivierung[7] und
anschlie˚ender Verl‰ngerung durch automatisierte Kupp-
lungsschritte nach Fmoc/tert-Butyl-Schutzgruppenstrategie.[3]

Die so erhaltenen Peptide wurden durch HPLC undMALDI-
MS analysiert, wodurch ein intaktes Cyclopropanringsystem
nachgewiesen werden konnte. Anschlie˚end wurden diese b-
ACC enthaltenden C-terminalen NPY-Analoga mittels Cir-
culardichroismus(CD)-Spektroskopie auf ihre konformativen
Eigenschaften untersucht. Weiterhin wurde an lebenden
Zellen, die selektiv nur einen Rezeptorsubtyp exprimieren,
mithilfe kompetetiver Bindungsassays die Affinit‰t an den
einzelnen Y-Rezeptoren untersucht (Verbindungen 4±15,
Tabelle 1).

Von fr¸heren Studien war bekannt, dass NPY-Molek¸le
in der gesamten L‰nge f¸r eine Bindung an den Y1-Rezeptor
notwendig sind. W‰hrend N-terminal verk¸rzte Analoga wie
NPY(13±36) oder NPY(18±36) nur noch an den Y2-Rezeptor
binden, wird NPY(2±36) noch vom Y2- und Y5-Rezeptor
erkannt.[2b] Anders als beim nicht substituierten C-terminalen
Fragment NPY(25±36)[8] konnten wir jedoch f¸r b-ACC
enthaltende NPY-Analoga beobachten, dass sie mit hoher
Affinit‰t und Selektivit‰t an den Y1-Rezeptor binden (Pep-
tide 4, 8 und 10, Tabelle 1).

Die Affinit‰t der b-ACC enthaltenden NPY-Analoga war
dabei stark vom Ort der Substitution und der absoluten

Schema 1. Synthese von b-ACC enthaltenden Dipeptiden f¸r einen
leichten Einbau von b-ACC-Derivaten in Peptidsequenzen.
a) 1. HCl(g)/EtOAc; 2. FmocArg(Pmc)OH, EDC, Pyridin, 88±97%.
b) Pd/C, 1,4-Cyclohexadien (5 æquiv.), MeOH, 77±88%. Bn¼Benzyl,
Boc¼ tert-Butoxycarbonyl, EDC¼ 1-(3-Dimethylaminopropyl)-3-ethyl-
carbodiimid-hydrochlorid, Fmoc¼9-Fluorenylmethyloxycarbonyl,
Pmc¼2,2,5,7,8-Pentamethylchroman-6-sulfonyl.
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Konfiguration der b-ACC-Derivate abh‰n-
gig. Es stellte sich heraus, dass der Einbau
der b-ACC-Bausteine mit der (~)-Konfigu-
ration in Position 34 f¸r die Bindung an den
Y1-Rezeptor entscheidend war. Eine einzige
b-ACC-Substitution mit dieser Konfigura-
tion in Position 34 (Peptid 4) war sogar
ausreichend, um eine nanomolare Affinit‰t
am Y1-Rezeptor verbunden mit einer hohen
Selektivit‰t hervorzurufen. Dagegen blieb
das Peptid 5mit einem (!)-konfigurierten b-
ACC-Baustein in Position 34 an allen unter-
suchten Rezeptoren biologisch inaktiv. Die
Peptide 6 und 7, die jeweils nur einen b-
ACC-Rest in Position 32 enthalten, blieben
dagegen in beiden Konfigurationen biolo-
gisch inaktiv. Wurden zwei b-ACC-Substitu-
tionen mit der gleichen (~)-Konfiguration
des Cyclopropanrings in Position 32 und 34
kombiniert, konnte zwar keine Verbesse-
rung der Affinit‰t am Y1-Rezeptor verzeich-
net werden (Peptide 8 und 10, Schema 2),
jedoch wurden st‰rker rigidisierte Peptide
erhalten, wie aus den CD-Studien (Abbil-

dung 1) ersichtlich wird. Im Fall des Peptids 10 wurde sogar
eine Substitution von Ile durch Arg in Position 31 vom Y1-
Rezeptor toleriert, wenn sie mit der bioaktiven (~)-Kon-
figuration der b-ACC-Reste in den Positionen 32 und 34
verbunden war. Jedoch ist das Peptid 10 etwas weniger
selektiv, da sich seine Affinit‰t am Y5-Rezeptor dabei unge-
f‰hr f¸nffach erhˆhte. Dies kˆnnte auf eine neue ionische
Wechselwirkung der Arg31-Seitenkette mit dem Y5-Rezeptor
zur¸ckzuf¸hren sein. Wurde dagegen die (!)-Konfiguration
der b-ACC-Bausteine in den Positionen 32 und 34 verwendet,
blieb das disubstituierte Peptid 11 biologisch inaktiv. Das
Peptid 9 mit einem (!)-konfigurierten b-ACC-Rest in Posi-
tion 32, jedoch mit einem bioaktiven (~)-b-ACC-Baustein in
Position 34, zeigte verringerte Affinit‰t gegen¸ber dem Y1-
Rezeptor. Interessanterweise weist das weiter verk¸rzte b-
ACC-disubstituierte Octapeptid 12 mit zwei (~)-konfigurier-
ten b-ACCs ebenfalls noch eine moderate Affinit‰t am Y1-
Rezeptor auf. Demnach sind diese vier Peptide (4, 8, 10 und
12) die ersten und einzigen linearen NPY-Segmente mit
Affinit‰t und Selektivit‰t f¸r den Y1-Rezeptor.

K¸rzlich wurde von einem Disulfid-verbr¸ckten cycli-
schen C-terminalen NPY-Analogon berichtet, welches ‰hnli-
che Affinit‰ten am Y1-Rezeptor aufweist wie die hier
beschriebenen b-ACC-substituierten Peptide 4, 8 und 10.[9]

Es kann daher angenommen werden, dass b-ACC-
Substitutionen eine ‰hnliche konformativ einge-
schr‰nkte Anordnung der kritischen Seitenketten
in linearen Peptiden hervorrufen, wie sie bislang nur
durch eine Cyclisierung erreicht werden konnte. Es
ist weiterhin bemerkenswert, dass ‰hnliche verk¸rz-
te NPY-Analoga, die die nat¸rliche konformativ
eingeschr‰nkte Aminos‰ure Prolin in den entspre-
chenden Positionen enthalten, an allen untersuchten
Rezeptoren biologisch inaktiv waren (Peptide 13
und 14). In ‰hnlicher Weise konnte durch den

Tabelle 1: Sequenzen und Affinit‰ten (als Ki-Werte[a] [nm]) verk¸rzter b-ACC enthaltender NPY-Analoga
an den Y-Rezeptoren (N‰heres siehe Text).

Sequenzen[b] Y1 Y2 Y5 D[V]R[c]

RHYINLITRQRY-NH2 >1000 21[d] >1000 17.5
4 RHYINLITR~RY-NH2 37(�20) >1000 724 5.6
5 RHYINLITR!RY-NH2 >1000 >1000 >1000 3.7
6 RHYINLI~RQRY-NH2 >1000 >1000 >1000 1.5
7 RHYINLI!RQRY-NH2 >1000 >1000 >1000 1.6
8 RHYINLI~R~RY-NH2 50(�10) >1000 617 2.9
9 RHYINLI!R~RY-NH2 >150 >1000 >1000 3.5
10 RHYINLR~R~RY-NH2 29(�13) >1000 118 3.3
11 RHYINLR!R!RY-NH2 1000 >1000 >1000 2.2
12 NLR~R~RY-NH2 235 >1000 >1000 2.0
13 RHYINLITRPRY-NH2 >1000 >1000 >1000 5.1
14 RHYINLIPRPRY-NH2 >1000 >1000 >1000 1.4
15 RHYINLITRbRY-NH2 >1000 >1000 >1000 9.9

[a] Zur Erkl‰rung von ~ und ! siehe Schema 1; b¼b-Homoglutamin; andere Substitutionen sind fett
hervorgehoben. Kompetitive Bindungsassays wurden durchgef¸hrt, wie k¸rzlich beschrieben, indem 3H-
NPY (Amersham) als Radioligand verwendet wurde.[3] Die Ki-Werte wurden nach der Cheng-Prusoff-
Gleichung bestimmt (Kd f¸r 3H-NPY: 0.18 nm (Y1-Rezeptor), 2.4 nm (Y5-Rezeptor). [b] Alle Peptide
wurden N-terminal acetyliert, mit Ausnahme der Peptide 6 und 7. [c] D[V]R [10�3 degcm2dmol�1] ist die
Differenz der mittleren molaren Elliptizit‰tswerte pro Aminos‰urerest ([V]R bei 222 nm), die aus den
CD-Spektren in Pufferlˆsung und in Gegenwart von 30-proz. TFE erhalten wurden. Die Peptidkon-
zentrationen waren jeweils 30 mm. [d] Der Ki-Wert wurde bereits publiziert.[8]
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Schema 2. Ein C-terminales NPY-Analogon (Peptid 8) mit zwei (~)-konfigurierten b-ACC-
Resten.

Abbildung 1. CD-Spektren des unsubstituierten C-terminalen NPY-Frag-
ments NPY(25±36) in 20 mm pH-7.0-Phosphatpuffer (±±±) und in Ge-
genwart von 30-proz. TFE (––). Zum Vergleich: Spektren des b-ACC-
disubstituierten Analogons (Peptid 8) in Pufferlˆsung (****) und in 30-
proz. TFE (*±*±). Die Peptidkonzentrationen waren jeweils 30 mm.
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Borylen-Halbsandwichkomplexe

[(h5-C5H5)(OC)3V¼B¼N(SiMe3)2]: ein
Halbsandwichkomplex mit einem terminalen
Borylenliganden**

Holger Braunschweig,* Miriam Colling,
Chunhua Hu und Krzysztof Radacki

Professor Thomas P. Fehlner zum 65. Geburtstag gewidmet

Im Unterschied zur recht gut entwickelten Chemie der
verbr¸ckten Borylenkomplexe LxM-B(R)-MLx

[1] sind Kom-
plexe mit terminalen Borylenliganden LxM¼B-R immer noch
‰u˚erst selten und auf f¸nf strukturell gesicherte Verbindun-
gen beschr‰nkt,[2] von denen allerdings zwei Bor in hˆheren

Einbau der b-Aminos‰ure b-Homoglutamin[10] (b) in Position
34 nur ein inaktives Peptid (15) erhalten werden. Demnach
werden die am Y1-Rezeptor beobachteten Affinit‰ten nur
durch Substitutionen mit den konformativ eingeschr‰nkten
(~)-b-ACC-Derivaten in Position 34 oder in Kombination mit
einem gleichartig konfigurierten b-ACC-Rest in Position 32
hervorgerufen.

F¸r das unsubstituierte C-terminale Fragment konnte in
Konformationsstudien mittels CD-Spektroskopie das typi-
sche Spektrum eines zuf‰llig angeordneten Peptids in Phos-
phatpuffer beobachtet werden. In Gegenwart eines helix-
fˆrdernden Zusatzes wie 2,2,2-Trifluorethanol (TFE) wurde
f¸r dasselbe Peptid erwartungsgem‰˚ ein hoher a-helicaler
Anteil gefunden, w‰hrend sich die b-ACC enthaltenden
Analoga vollst‰ndig anders verhalten (Abbildung 1). So
konnte bereits ein hˆherer Anteil an strukturiertem Peptid,
ersichtlich an einem Minimum um 206 nm, in Phosphatpuffer
beobachtet werden. Weiterhin wurde eine deutlich geringere
Neigung zur Bildung einer a-Helix in Gegenwart von TFE
gefunden, wie anhand der D[V]R-Werte in Tabelle 1 zu sehen
ist. Dazu wurden die D[V]R-Werte bei 222 nm ermittelt,
indem die in Gegenwart von TFE erhaltenen [V]R-Werte von
den in Pufferlˆsung erhaltenen Werten subtrahiert wurden.
Aus diesen Studien kann geschlossen werden, dass b-ACC-
Substitutionen definierte Peptidr¸ckgrat-Konformationen
stabilisieren und dadurch die Tendenz zur Bildung einer a-
Helix in helixfˆrdernden Umgebungen wie TFE oder Mem-
branen signifikant reduzieren.

Somit sind die b-ACC-disubstituierten und verk¸rzten
NPY-Analoga 8 und 10 die am st‰rksten rigidisierten Peptide,
die aber immer noch die strukturellen Anforderungen f¸r
biologische Aktivit‰t amY1-Rezeptor aufweisen. Dies konnte
bei verk¸rzten Peptiden bisher weder durch nat¸rliche
Aminos‰uren noch durch analoge b-Aminos‰uren erreicht
werden. Diese Peptide sind daher bestens f¸r weitere struk-
turelle Untersuchungen und f¸r die Entwicklung neuer
Leitstrukturen in der pharmazeutischen Industrie geeignet.
Gegenw‰rtig versuchen wir, weitere Einblicke in die am Y1-
Rezeptor aktive Peptidstruktur zu erhalten und den Einfluss
der Cyclopropanring-Konfiguration auf die Sekund‰rstruktur
aufzukl‰ren. Wir konnten also zeigen, dass sich Substitutio-
nen mit b-ACC-Derivaten f¸r eine Rigidisierung von Pepti-
den als sehr n¸tzlich erweisen kˆnnen. Zuk¸nftig sollten
durch die Ausweitung dieses Konzepts auf andere Systeme
neue Typen von Peptidmimetika erhalten werden kˆnnen.

Eingegangen am 5. Juli 2002 [Z19670]
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