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Fluor in nativer Peptidumgebung — wie Raum-
anspruch und Polaritiit von Fluoralkylgruppen die
Proteinfaltung beeinflussen**

Christian Jickel, Mario Salwiczek und Beate Koksch*

Nichtnatiirliche Aminosduren haben sich als niitzliche Bau-
steine zur Modifizierung struktureller, biologischer und
pharmakologischer Eigenschaften von Peptiden und Protei-
nen erwiesen.!! Hierbei hat sich der Einbau von Fluor zu
einer gingigen Strategie zur Stabilisierung dieser Biomole-
kiile entwickelt."?! Die Modifikation mit Fluor fithrt zum
einen zu einer geringeren Polarisierbarkeit des Kohlenstoff-
geriistes und erhoht auf der anderen Seite den Raumanspruch
des Molekiils. Dadurch kommt es zu einer Erhohung der
Hydrophobie,” die unter anderem mit einer verbesserten
Membrangéngigkeit einhergehen kann. Diese Eigenschaft
kann insbesondere im Hinblick auf die Entwicklung peptid-
basierter Wirkstoffe den Transport durch die Blut-Hirn-
Schranke erleichtern.”! Die Fluorierung hat jedoch nicht nur
einen Einfluss auf die Hydrophobie, sondern fiihrt wegen des
stark dipolaren Charakters der C-F-Bindung auch zur Induk-
tion polarer Wechselwirkungen.”! Die auBerordentlich hohe
Elektronegativitit des Fluoratoms hat einen groen Einfluss
auf das Kohlenstoffgeriist und somit beispielsweise auf die
Aciditit und Basizitit benachbarter funktioneller Gruppen.

Die durch die Einfithrung von Fluorsubstituenten in Al-
kylgruppen bedingte Polarisierung von C-H-Bindungen in
rdumlicher Nachbarschaft zur Substitutionsstelle verdndert
gleichzeitig die elektrostatischen Eigenschaften des Molekiils.
In diesem Zusammenhang hat sich eine grof3ere Kontroverse
tiber die Fahigkeit von Fluorsubstituenten zur Ausbildung
von Wasserstoffbriicken entwickelt.” Dariiber hinaus sind die
folgenden besonderen Eigenschaften von Fluoralkylgruppen
Ausloser heftiger Diskussionen oder sind im Kontext einer
Proteinumgebung noch nicht systematisch untersucht
worden, sodass die gezielte Anwendung der Fluorsubstitution
im Peptid- und Proteindesign weiterhin eingeschrénkt
bleibt:® 1) Literaturdaten iiber den sterischen Anspruch
einer Trifluormethylgruppe variieren von Methyl® bis hin zu
Phenyl oder auch tert-Butyl.l'”! Jedoch sind diese Daten
immer von der Untersuchungsmethode sowie der anschlie-
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Angewandte

Benden Interpretation der Ergebnisse abhingig.'!! Neuere
Untersuchungen lassen darauf schlieBen, dass eine CF;-
Gruppe in Proteinumgebung weniger mit einem Methylrest
als vielmehr mit groBeren Alkylresten verglichen werden
kann.'” 2) Die elektrostatischen Auswirkungen der Fluorie-
rung auf die C-F-Bindung und auf C-H-Bindungen in un-
mittelbarer Nachbarschaft sind im Zusammenhang mit hy-
drophoben Proteinwechselwirkungen noch nicht explizit un-
tersucht worden. 3) Die Fihigkeit fluoralkylmodifizierter
Aminoséduren, hydrophobe Proteindoménen zu stabilisieren,
wird zum einen einer generellen Erhohung der Hydrophobie
zugeschrieben,[”] zum anderen werden auch spezifische
Fluor-Fluor-Wechselwirkungen zur Erkldrung der stabilisie-
renden Effekte herangezogen. Hierbei taucht in der neueren
Literatur hiufig der Begriff ,,Fluoreffekt“ auf."* Wenn Fluor
bei der Modulation der Eigenschaften de novo entworfener
Peptide in Proteinen in Zukunft eine Rolle spielen soll, gilt es,
die genannten Kontroversen zu kldren.

Wir haben kiirzlich eine Methode zur Untersuchung der
Eigenschaften von fluorierten Aminosduren in einer nativen
Peptidumgebung vorgestellt.' 1! Das dazu verwendete Mo-
dellsystem basiert auf einem 41 Aminosduren umfassenden o.-
helicalen coiled coil, das im gefalteten Zustand ein antipar-
alleles Homodimer bildet!"” und dessen Primérstruktur durch
so genannte Heptad-Repeats charakterisiert ist. Diese Wie-
derholung einer Abfolge von jeweils sieben Aminosduren
wird im Modell mit den Buchstaben a bis g gekennzeichnet.
Dabei sind die Positionen a und d generell mit Aminosduren
besetzt, die Alkylseitenketten tragen. Die Wechselwirkung
dieser Alkylketten fithrt zur Bildung einer hydrophoben
Wechselwirkungsdoméne, innerhalb derer die Seitenketten
dhnlich dem Reiflverschlussprinzip miteinander verzahnt
sind. Die Positionen e und g enthalten geladene Aminosiu-
ren, die die Bildung interhelicaler Salzbriicken ermogli-
chen.'"¥ Es ist bekannt, dass selbst Einzelmutationen inner-
halb dieser beiden Erkennungsdoménen einen erheblichen
Einfluss auf die Stabilitit des Systems haben.™ Deshalb ist
das Faltungsmotiv des a-helicalen coiled coil fiir die von uns
beabsichtigten Untersuchungen ein ideales System. Da es
sowohl iiber eine hydrophobe als auch iiber eine geladene
Wechselwirkungsdoméne verfiigt, wird es moglich, die viel-
faltigen molekularen Wechselwirkungen der Fluoralkylgrup-
pen innerhalb nativer Polypeptide im Detail an ein und
demselben Modell zu studieren.

Die Reste Lys8 in der geladenen sowie Leu9 in der hy-
drophoben Wechselwirkungsdoméne dienen als Substituti-
onsstellen fiir verschiedene fluorierte Aminosiduren (Abbil-
dung 1). Dabei gewihrleistet die antiparallele Orientierung
des Dimers, dass die nichtnatiirlichen Peptidbausteine aus-
schlieBlich mit natiirlichen Aminoséduren in genau definierten
Positionen im gegeniiberliegenden Peptidstrang wechselwir-
ken (Glu29 in der geladenen sowie Leu30, Leu33 und Leu37
in der hydrophoben Domine).

Zur Untersuchung der Eigenschaften fluorierter Amino-
sduren werden zwei Screens verwendet. Screen I dient der
Untersuchung der thermischen Stabilitit der fluormodifi-
zierten o-helicalen Peptiddimere. Screen I basiert auf der
Eigenschaft a-helicaler coiled coils, die chemische Ligation
zweier kleinerer Teilfragmente katalysieren zu konnen
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Abbildung 1. Helixrad-Darstellung und Aminosiuresequenz des Origi-
nalpeptids. Die Substitutionspositionen innerhalb der hydrophoben
Domine sind mit einem schwarzen Rahmen und innerhalb der gelade-
nen Doméne mit einem schwarzen Kreis hervorgehoben. lhre jeweili-
gen Wechselwirkungspartner sind mit grau schattierten Kistchen bzw.
Kreisen hervorgehoben. Die Ligationsstelle zwischen dem elektrophilen
und nucleophilen Fragment ist mit Pfeilen gekennzeichnet.

(Selbstreplikation).”) Dazu wurden die fluormodifizierten
elektrophilen Peptidfragmente als C-terminale Thioester
synthetisiert, die die Ligation mit einem nucleophilen Frag-
ment ermoglichen.”™ Die Untersuchung des zeitlichen Ver-
laufes der Reaktion ldsst Riickschliisse auf molekulare
Wechselwirkungen der eingebauten Aminosduren zu. In
vorangegangenen Untersuchungen hat sich erwiesen, dass
beide Screens empfindlich genug sind, den Unterschied von
nur einem Fluoratom innerhalb der Seitenkette der betref-
fenden Aminoséure zu detektieren.”! Unter Verwendung des
vorgestellten Modellsystems wurden Aminoséduren, die sich
in der Lénge der Seitenkette und im Fluorierungsgrad un-
terscheiden, erstmals systematisch untersucht. Somit ist es
nun moglich, detaillierte Aussagen zur Auswirkung von Fluor-
alkylsubstitutionen auf die molekularen Wechselwirkungen
von Aminosiuren in nativen Polypeptiden treffen zu konnen.

Literaturangaben zufolge entspricht der sterische An-
spruch einer Trifluormethylgruppe dem einer Isopropyl-
gruppe. Demnach sollte der Raumanspruch der Seitenkette
von (§)-4,4,4-Trifluorethylglycin (TfeGly, Abbildung 2) dem
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Abbildung 2. (S)-Ethylglycin und seine fluorierten Analoga.
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der Seitenkette des natiirlich vorkommenden Leucins ent-
sprechen. Um diese Fragestellung systematisch zu untersu-
chen, gingen wir zunichst von (§)-Ethylglycin (EGly) und
dessen difluoriertem Analogon (S)-4,4-Difluorethylglycin
(DfeGly) aus. Um nun den Raumanspruch der Seitenkette
stufenweise zu erh6hen, wurde der Wasserstoff der Difluor-
methylgruppe einerseits durch Fluor (TfeGly) und anderer-
seits durch eine Methylgruppe ((S)-4,4-Difluorpropylglycin,
DfpGly) ersetzt.

Die Aminosédure Alanin in der jeweiligen Substitutions-
position diente als Vergleich. Die elektrophilen Peptide, die
sowohl die Originalreste (Leu und Lys) als auch die Substi-
tutionen enthalten, wurden synthetisiert und fiir die Stabili-
tatsuntersuchungen im préparativen MafBstab mit dem nu-
cleophilen Fragment zum Coiled-coil-Monomer ligiert.

Screen I auf thermische Stabilitdt: Die Schmelzkurven
(CD-Spektroskopie) zeigen, dass alle Substitutionen in der
Position Leu9 das a-helicale coiled coil gegeniiber der Ori-
ginalsequenz stark destabilisieren (Abbildung3a). Die
Schmelzpunkte der substituierten Peptide sind um 14.9 K bis
22.3 K abgesenkt (Abbildung4). Der Einbau von Alanin
(Leu9Ala) fiihrt zu einer erheblichen Verminderung der hy-
drophoben Kontaktoberfldche und destabilisiert dadurch das
gesamte Faltungsmotiv. Die Verldngerung der Alaninseiten-
kette durch eine Methylgruppe (Leu9EGly) vermag diesen
Effekt durch Erhohung des sterischen Anspruchs wiederum
abzuschwichen. Die stufenweise Vergroierung des Volumens
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Abbildung 3. Denaturierungsprofile von a) Leu9- und b) Lys8-substitu-
ierten Peptiden. Die Denaturierung wurde mit CD-Spektroskopie ver-
folgt, indem das Minimum bei 222 nm unter stufenweiser Temperatur-
erhdhung aufgezeichnet wurde. Originalpeptid (volle Sechsecke), Ala
(@), EGly (0), DfeGly (2), TfeGly (o), DfpGly (o).
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Abbildung 4. Schmelzpunkt des Originalpeptids im Vergleich zu denen
der substituierten Varianten. T,, ist als die Temperatur definiert, bei der
50% des Peptids entfaltet vorliegen.

der Seitenkette durch schrittweise Fluorierung fiihrt zu einer
weiteren Erhohung der Schmelzpunkte (Leu9DfeGly und
Leu9TfeGly).

Interessanterweise ist dieser Effekt fiir das difluorierte
Analogon weniger stark ausgeprigt (AT, = 0.4 K), wihrend
das Peptid, das noch ein weiteres Fluoratom enthélt
(Leu9TfeGly), einen um 5K erhohten Schmelzpunkt auf-
weist. Die VergroBerung der Seitenkette durch Substitution
eines Fluoratoms in TfeGly durch eine Methylgruppe
(Leu9D1pGly) fiihrt allerdings zu einem drastischen Verlust
an struktureller Stabilitdit im Vergleich zu Leu9TfeGly.
Offenbar fiihrt die durch die hohe Elektronegativitdt der
Fluorsubstituenten hervorgerufene Polarisierung benachbar-
ter Wasserstoffatome innerhalb der Alkylkette dazu, dass im
Falle von DfpGly die Wechselwirkung der Aminoséduren in
der hydrophoben Domine erheblich gestort wird. Das
Ausmaf3 der Destabilisierung korreliert indes mit der Zahl
der benachbarten Wasserstoffatome, die durch Fluorsubsti-
tuenten polarisiert werden konnen. Obwohl DfpGly inner-
halb der Reihe der untersuchten Aminosiuren die raumlich
anspruchsvollste und die dem Leucin dhnlichste Seitenkette
tréagt, ist die Leu9DfpGly-Variante sogar noch weniger stabil
als das mit Alanin modifizierte Peptid. Kiirzlich wurde be-
richtet, dass polare Wechselwirkungen der CF;-Gruppe eine
Peptidstruktur stabilisieren und dabei den destabilisierenden
Effekt des erhohten Raumanspruchs iiberkompensieren
konnten.” Unsere Ergebnisse zeigen in dhnlicher Weise,
dass die elektrostatischen Auswirkungen der Fluorierung von
Alkylketten einen viel stirkeren Einfluss auf hydrophobe
Proteinwechselwirkungen haben koénnen als der durch stu-
fenweise Fluorierung erhohte Raumanspruch (Abbildung 5).

Im Vergleich zu den Leu9-Varianten haben alle Substi-
tutionen des Lysins in Position 8 der geladenen Domine
einen wesentlich geringeren Einfluss auf die Stabilitdt des
Dimers (Abbildung 3b). Die Absenkung des Schmelzpunktes
um 2.0 bis 5.6 K ist dem Verlust der Salzbriicke Lys 8-Glu29
durch die Substitution des Lysins zuzuschreiben. Die beiden
nichtfluorierten Peptide (Lys8Ala und Lys8EGly) unter-
scheiden sich nur geringfiigig in ihrer Stabilitdt (Abbil-
dung 4). Die Fluorierung der losungsmittelexponierten Al-
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Abbildung 5. Einfluss von Polaritit und Raumerfiillung von Fluoralkyl-
gruppen auf die Stabilitdt hydrophober Proteinwechselwirkungen.

kylseitenketten (Lys8DfeGly, Lys8TfeGly und Lys8DfpGly)
fithrt jedoch zu einer zusétzlichen Destabilisierung. Daraus
folgern wir, dass Fluor-Fluor-Wechselwirkungen im ungefal-
teten Zustand einen Einfluss auf das Monomer-Dimer-
Gleichgewicht haben miissen. Zur nidheren Untersuchung
dieses ,,Fluoreffektes“ haben wir anschlieBend die Selbstre-
plikation der fluormodifizierten Analoga untersucht.

Screen II auf Selbstreplikation: Die chemische Ligation
des elektrophilen und nucleophilen Fragments im Zuge der
Selbstreplikation wird durch die Anlagerung beider Frag-
mente an ein komplementdres Helix-Monomer, das als
Templat fungiert, katalysiert (Abbildung 6).%*! Dabei fiihrt

Ligation
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Replikations-
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Abbildung 6. Templatunterstiitzte autokatalysierte Peptidligation (Re-
plikation) und der Einfluss von Fluor-Fluor-Wechselwirkungen auf den
Reaktionszyklus. Der Prozess der Peptidbindungsbildung basiert auf
dem Ansatz von Kent (siehe Hintergrundinformationen).”® Gelb: Liga-
tionsprodukt, rot: elektrophiler Peptidthioester, blau: nucleophiles
Peptid.
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die Reaktion des C-terminalen Benzylthioesters des elektro-
philen Fragments mit dem N-terminalen Cystein des nu-
cleophilen Fragments nach einer Umesterung zur Bildung der
Peptidbindung.”” Das so gebildete Monomer dient anschlie-
Bend als Templat fiir weitere Reaktionszyklen. In Kontroll-
experimenten wurde belegt, dass die Geschwindigkeit der
nichtkatalysierten Hintergrundreaktion vernachléssigbar ist
(siehe Hintergrundinformationen). Dazu wurden Bedingun-
gen gewihlt, die eine Bildung des coiled coil storen oder gar
verhindern, ohne Einfluss auf die Chemie der Ligationsre-
aktion zu nehmen.

Der Einfluss, den ein Aminosiureaustausch in beiden
Erkennungsdominen auf die Stabilitit des a-helicalen coiled
coil hat, sollte sich auch auf die Geschwindigkeit der Repli-
kation auswirken. Zur Detektion dieses Effekts kann die
Zeitabhingigkeit der Produktbildung untersucht werden.
Fluor-Fluor-Wechselwirkungen zwischen Aminosduren des
elektrophilen Fragments sowie des Templats haben mogli-
cherweise einen negativen FEinfluss auf die Faltung und
wiirden somit den Replikationszyklus inhibieren. Demzufol-
ge sollte der ,Fluoreffekt” eine verminderte Produktbil-
dungsgeschwindigkeit zur Folge haben. Bei diesem Screen
haben wir ausschlieSlich Aminosiduren gleicher Seitenket-
tenldnge untersucht, die sich lediglich im Fluorierungsgrad
unterscheiden (EGly, DfeGly und TfeGly).

Die Replikation des Originalpeptids und der Leu9EGly-
Variante (Abbildung 7 a) belegen, dass eine Verringerung des
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Abbildung 7. Zeitabhingigkeit des Umsatzes von a) Leu9- und b) Lys8-
substituierten elektrophilen Fragmenten mit dem nucleophilen Frag-

ment. Originalpeptid (volle Sechsecke), Ala (@), EGly (0), DfeGly (2),
TfeGly ().

www.angewandte.de

© 2006 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Raumanspruchs innerhalb der hydrophoben Doméne des -
helicalen coiled coil zu einer betrichtlich niedrigeren Reak-
tionsgeschwindigkeit fiihrt. Eine Erhohung des Rauman-
spruchs durch stufenweise Fluorierung (Leu9DfeGly und
Leu9TfeGly) kann die hydrophoben Wechselwirkungen sta-
bilisieren und sollte daher die Reaktionsgeschwindigkeit er-
hohen. Stattdessen wurde einer weitere Verlangsamung der
Reaktion beobachtet. Da dieser Effekt mit der Zahl der
Fluoratome in der Aminosdureseitenkette korreliert, folgern
wir, dass Fluor-Fluor-Wechselwirkungen die Ursache dafiir
sein miissen.

Der Einbau von EGly in Position 8 der geladenen
Wechselwirkungsdoméne zeigt auf, dass die Destabilisierung
des Faltungsmotivs durch den Wegfall einer Salzbriicke die
Replikation gegeniiber dem Originalpeptid beschleunigen
kann (Abbildung 7b). Eine weitere Destabilisierung durch
die Fluorierung der Seitenkette fiihrt jedoch zu keiner wei-
teren Erhohung der Reaktionsgeschwindigkeit. Vielmehr
wird eine schrittweise Verlangsamung beobachtet, die wie-
derum mit dem Fluorgehalt korreliert. Dieser Effekt konnte
bereits im Falle der Leu9-modifizierten Peptide beobachtet
werden.

Unsere Ergebnisse sind ein Indiz dafiir, dass die Inhibie-
rung des Replikationszyklus durch stufenweise Fluorierung
der EGly-Seitenkette in beiden Wechselwirkungsdoménen
durch spezifische Fluor-Fluor-Wechselwirkungen im unge-
falteten Zustand der Peptide hervorgerufen wird. Literatur-
bekannte Experimente zur Selbstorganisation zweier o-
Helix-Monomere, von denen eines nativ vorlag, wihrend das
andere in den a- und d-Positionen fluoriert war, haben ge-
zeigt, dass sich in diesem Fall ausschlieSlich Homodimere von
a-Helices bilden, bei denen nichtfluorierte Aminosiduren nur
mit ihresgleichen und fluorierte nur mit fluorierten Amino-
sduren in Wechselwirkung treten.” Diese Untersuchungen
untermauern unsere Interpretation zum Einfluss von
Fluor-Fluor-Wechselwirkungen. Zusammenfassend bedeutet
dies, dass Fluor in einer nativen Peptidumgebung immer
dazu tendiert, mit anderen Fluoratomen in Wechselwirkung
zu treten. Dieser Effekt kann jedoch durch die hohe
Triebkraft des a-helicalen coiled coil zur Bildung seiner
charakteristischen =~ Sekundérstruktur  iiberkompensiert
werden. Fluor-Fluor-Wechselwirkungen sind aber stark
genug, sowohl Ligand-Rezeptor-Wechselwirkungen als
auch die Protein- oder Peptidfaltung nachhaltig zu beein-
flussen.

Wir haben die erste systematische Studie zum Einfluss
von Fluorsubstitutionen auf das Wechselwirkungsprofil von
Aminoséduren in einer nativen Polypeptidumgebung vorge-
stellt. Unsere Ergebnisse zeigen die gegenldufigen elektro-
statischen und sterischen Auswirkungen, die die Fluorierung
von Alkylresten auf die Stabilitdt hydrophober Proteindo-
ménen haben kann, und dass Fluor-Fluor-Wechselwirkungen
die Peptidfaltung entscheidend beeinflussen. Weitere Ami-
nosduren, die sich in der Lidnge der Seitenketten und im
Fluorgehalt unterscheiden, werden wir unter Verwendung des
hier vorgestellten Modellsystems untersuchen. Unsere Stu-
dien leisten damit einen Beitrag fiir eine gezielte Anwendung
der besonderen Eigenschaften des Fluors beim rationalen
Peptid- und Proteindesign.

Angew. Chem. 2006, 118, 4305—4309



Experimentelles

Materialien: Harze fiir die Festphasenpeptidsynthese wurden von
Bachem bezogen. Standard-Fmoc-Aminosduren wurden von Nova-
biochem, Iris Biotech und MultiSynTech erhalten. Racemisches
TteGly wurde durch eine Malonestersynthese unter Verwendung von
Diethylacetamidomalonat und Trifluorethanol, das zunéchst in das
Triflat {iberfiihrt wurde, pripariert.”” Die Racematspaltung erfolgte
mithilfe von Schweinenierenacylase. DfeGly und DfpGly wurden
stereoselektiv ausgehend von hexafluoracetongeschiitztem Aspartat
unter Verwendung von Diethylaminoschwefeltrifluorid (DAST)
synthetisiert.”!

Peptidsynthese: Peptide wurden nach einer Standard-Fmoc/tBu-
Strategie an den Syntheserobotern SyroXP (MultiSynthTech GmbH,
Deutschland) und ACT 90 (AdvancedChemTech, USA) synthetisiert.
Die Saurefunktion wurde durch TCTU/HOBt/DIEA und DIC/HOAt
zur Kupplung an fluorierte Aminosduren aktiviert. Die elektrophilen
Peptide wurden an einem Sulfamylbutyryl-Harz synthetisiert. Die
Peptidthioester wurden durch Aktivierung des Harzes mit Iod-
acetonitril und anschlieBende Spaltung mit Benzylthiol erhalten.?’)
Das nucleophile Peptid wurde am Wang-Harz synthetisiert. Die
Reinigung der Peptide erfolgte durch praparative HPLC unter Ver-
wendung von CH;CN/H,O-Gradienten, die 0.1 % Trifluoressigsdure
(TFA) enthielten.

Chemische Ligation: Die prédparative Ligation der elektrophilen
Peptide mit dem nucleophilen Fragment erfolgte bei Peptidkonzen-
trationen von 290 um bei pH 7 (200 mM Phosphatpuffer). Um die
Bildung von Disulfidbriicken zu verhindern, wurde Tris(2-carboxy-
ethyl)phosphan (TCEP) (280 um) zugegeben. Die Ligationsprodukte
wurden anschlieBend durch HPLC unter Verwendung eines CH;CN/
H,O-Gradienten, der 0.1 % TFA enthielt, gereinigt.

Replikations-Experimente: Die Reaktionen wurden in 200 mm
Phosphatpuffer bei pH 7 und 22°C durchgefiihrt. Die Konzentratio-
nen des elektrophilen und nucleophilen Fragments betrugen 100 pm.
Um Disulfidbildung zu verhindern, wurde TCEP (250 pum) zugege-
ben. Die Reaktionen wurden durch Zugabe des elektrophilen Frag-
ments gestartet. Zu definierten Zeitpunkten wurden Proben zur
Analyse entnommen, und der Reaktionsverlauf wurde durch HPLC
zeitlich verfolgt. Als Detektionsgrundlage diente die Fluoreszenz-
emission der Tyrosinreste im nucleophilen Fragment und im Ligati-
onsprodukt (4., =230 nm, A.,, =310 nm).

Thermische Denaturierung: Die Schmelzkurven wurden durch
Detektion des CD-Signals bei 222 nm am Spektropolarimeter J715
(Jasco) bei einem Temperaturanstieg von 3 Kmin™' in 1-mm-Kii-
vetten aufgenommen. Die Peptidkonzentration war 20 pm bei pH 7.4
in einer 5SM Gdn-HCl-Losung. Die Schmelzprofile wurden durch
Angleich einer Sigma-Funktion mit fiinf Parametern geglittet.
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