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28. Konformationsanalysen vyon Modell-Tripeptiden:
Der Einfluss von a,x-disubstituierten «-Aminosiuren auf die Sekundirstruktur
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Conformational Analysis of Tripeptide Models:
The Influence of a,z-disubstituted x-Amino Acids on the Secondary Structure. NMR and CD Investigations

The conformational properties of o, -disubstituted a-amino acids are discussed on the basis of NMR, CD,
X-ray, and molecular-mechanics studies on tripeptide models 1. It is shown that different disubstituted amino acids
do not exert the same influence on secondary-structure formation. Thus, the choice of substituents allows the
construction and stabilisation of different conformations of oligopeptide chains.

1. Einleitung. — Die Beziehungen zwischen Sequenz, Struktur und Funktion sind
besonders bei Peptiden und Proteinen ein zentrales Forschungsthema. Obwohl es vielver-
sprechende semiempirische Ansétze gibt, ist man von der Entschliisselung des Faltungs-
codes der Polypeptid-Ketten noch weit entfernt [1]. Offensichtlich nehmen Sekundér-
strukturen bei der Ausbildung der dreidimensionalen Architektur von Proteinen eine
Schliisselstellung ein: Helices und f-Strukturen dirigieren als Nucleationszentren den
Faltungsweg und sind Ursache fiir die iiberraschend kleine Zahl unterschiedlicher Fal-
tungstopologien [2]. Die Bildung dieser Sekundéarstrukturen lasst sich durch Konforma-
tionsanalysen an Modell-Peptiden direkt untersuchen.

Ramachandran et al. [3] [4] demonstrierten auf der Basis von ‘hard-sphere’-Modellen,
dass viele ¢/ - Kombinationen?) zu sterischen Hinderungen innerhalb von Dipeptid-Ein-
heiten fiithren. Die Ramachandran-Diagramme ( = ¢/y-Diagramme) stellen die erlaubten
Werte von y graphisch als Funktion der entsprechenden ¢-Werte des Aminosdure-Re-
stes dar.

) Teil der Dissertation von P. W., Universitit Zirich, 1987.

%) Die Konformation des Peptid-Riickgrates wird durch die
Geometrie der Amid-Bindung und die Diederwinkel ¢ und
y fiir den i-ten Aminosaure-Rest charakterisiert [4]
(fiir die gezeichnete Konformation A gilt nach Definition {5]
9= wi= o, = 180°).
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Bei a,a -disubstituierten a-Aminosiuren schrinkt die doppelte Substitution an C(2)
die konformationelle Freiheit stark ein (s. [6~11] und dort zit. Lit.). Wihrend die konfor-
mationell erlaubten Bereiche fiir einen Alanin-Rest noch ca. 15% der Gesamtflache des
Ramachandran-Diagramms ausmachen, liegen sie beim 2-Aminoisobuttersdure-Rest
(Aib) unter 0,5% [12]. Aib ist der am besten untersuchte Vertreter dieser Klasse von
Aminosiuren [5] [13] [14]. Uber die strukturellen Modifikationen, die durch den Aus-
tausch von proteinogenen Aminosduren durch andere a,a -disubstituierte a-Aminosiu-
ren induziert werden, ist nur wenig bekannt (vgl. [8] [9]).

/@/“\ocmcrg 1 (1) Urethan-NH
o)k N (2) Amid-NH

& R‘ R2
(3)  Aniiid—NH
1a 1b lc 1d le If 1g 1h i 1k 11 Im In lo
R'H H CH; CHsy CH;CH, CH; (CH3),CH Pr CH; Bz
—(CHp)3~ —(CHp)y— —(CHz)s— —(CHp)e—
R H CH; CH; CH;CH, CHy  (CH;),CH CH;, Pr Bz CHs

Mit den Modell-Tripeptiden 1 [15], die sich jeweils nur in der Art der disubstituierten
Aminosiure unterscheiden und die mittels der Azirin/Oxazolon-Methode [15] [16] leicht
zugénglich sind, bot sich die Méglichkeit, die konformationellen Einfllisse einer Reihe
verschiedener Substituenten R' und R? miteinander zu vergleichen. Der 4-Aminobenzoe-
sdure-Rest (Benzocain) in 1 (vgl. [15]) entspricht ndherungsweise einem starren Glycyl-
glycin-Segment [17] und iibernimmt in den Modell-Peptiden im wesentlichen die Funk-
tion eines H-Donors fiir die potentielle Ausbildung einer intramolekularen H-Briicke.
Die Urethan-Schutzgruppe von 1 ersetzt als mdglicher H-Briicken-Akzeptor die Carbo-
xylgruppe einer weiteren Aminosédure. So werden die konformationellen Eigenschaften
von 1 weitgehend durch die Dipeptid-Einheit Ile-Gly(2,2-Dialkyl) im Innern des Mole-
kiils bestimmt.

An Methoden zur Aufklirung der Konformation der Modell-Peptide 1 wurden
'"H-NMR, Zirkulardichroismus (CD), R6ntgenstrukturanalysen sowie Konformations-
energie-Berechnungen mit Allinger’s MMP2 [18] [19] eingesetzt (vgl. [20-23]). Im vorlie-
genden Teil sind die Ergebnisse der '"H-NMR- und CD-Messungen zusammengestellt, im
nachstehenden Teil II [24] diejenigen der Réntgenstrukturanalyse und der Konforma-
tionsenergie-Berechnungen.

2. NH-Temperaturkoeffizienten. — Erste wichtige Hinweise auf die dreidimensionale
Struktur von Oligopeptiden erhdlt man aus der Orientierung der Amid-Bindungen, die in
der Regel durch H-Briicken (intra- oder intermolekulare und solche zum Lésungsmittel)
festgelegt wird. Aus der Temperatur-Abhingigkeit der NH-Resonanzen im '"H-NMR-
Spektrum ldsst sich ermitteln, ob die Amid-H-Atome an einer intramolekularen H-
Briicke beteiligt sind, da solche Amid-NH (s. Formel 1) eine kleinere Temperatur-Abhén-
gigkeit der chemischen Verschiebung zeigen [25] [26] (vgl. z. B. auch [27]).

In Fig. 1 sind die aus Messungen bei —30°, 0°, RT. und 50° berechneten NH-Tem-
peraturkoeffizienten der Modell-Tripeptide 1 zusammengestellt. Grosse Werte (dd/



%0

90

HEeLVETICA CHIMICA ACTA — Vol. 71 (1988)

a5

s0




s
1k
w0 ° S0
o
. —_—
o
°
04
—e————
o0 ¢
28
~o.
~ —
° —
20
o s0
F]
m 7
/
/ 49
o
%0
o
°
X3
°
174
65 °
55

° s07
2
1a
e
0 —o
20
°
s
3
o
e o
o
e
o
3
3¢ N
~
30

HEeLVETICA CHIMICA ACTA — Vol. 71 (1988) 261

o

s
u -
6 e o
e
e
50 .
o
s °
s
20
o S0 7
s
. 1n
80—
ECa—
a9
o
85
o
ss
.
S
B
o
.o \
—
o 0 7

Fig. 1. NH-Temperaturkoeffizienten [ppm/° x 10°] der Peptide 1 in CDC,
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dT > 6 x 107 ppm/°) zeigen ein Ldsungsmittel-exponiertes H-Atom, kleine (dd/
dT <2 x 10~ ppm/°) ein intramolekular gebundenes an (vgl. [28] und dort zit. Lit.).

Drei dquivalent Losungsmittel-exponierte NH zeigen die beiden aus proteinogenen
Aminosauren aufgebauten Z-lle-Gly-Benzocain (1a) und Boc-Ile-Ala-Benzocain (1b).
Bei Z-Ile-Val(2-Me)-Benzocain (1f) und Z-Ile-Phe(2-Me)-Benzocain (1i) ist das Anilid-
NH mit einem Temperaturkoeffizienten von —1,0 bzw. —0,8 x 10~* ppm/® deutlich an
einer intramolekularen H-Briicke beteiligt. Das Amid-NH dieser Verbindungen weist
jeweils ebenfalls einen relativ kleinen 7-Koeffizienten auf (—1,6 bzw. —1,5 x 107° ppm/°),
doch ist dies moglicherweise auf die sterische Abschirmung durch die beiden Substituen-
ten R! und R?, die die Bildung intermolekularer H-Briicken erschwert, zuriickzufiihren.
Das Urethan-NH dagegen ist mit Werten von —3,2 bzw. —2,4 x 10~ ppm/° in beiden
Fallen deutlich Lésungsmittel-exponiert. Auch das Z-Ile-Iva-Benzocain (1d) mit einem
Anilid-NH-Temperaturkoeffizienten von —0,6 x 10~ ppm/° kann noch zu dieser Gruppe
gezihlt werden, doch treten hier beim Ubergang von 0 nach —30° bereits nicht-lineare
Verschiebungen auf, die sich auf das Ausfrieren von konformationellen Gleichgewichten
und/oder auf intermolekulare Aggregation zuriickfithren lassen.

Sehr deutlich sind diese nicht-linearen Resonanz-Verschiebungen bei einer weiteren
Gruppe von Tripeptiden, ndmlich Z-Ile-Aib-Benzocain (1¢), Z-Ile-D-Val(2-Me)-Benzo-
cain (1g), Z-Ile-D-Iva-Benzocain (le), Z-Ile-Acb-Benzocain (11), Z-Ile-Acp-Benzocain
(1m) und Z-Ile-Acs-Benzocain (10). Die do/dT-Werte der Anilid-NH innerhalb dieser
Gruppe schwanken von 1,4 bis 4,9 x 107, die Werte der Amid-NH von —17.4 bis
—5,6 x 107 und diejenigen der Urethan-NH von —13,6 bis —5.4 x 10~ ppm/°. Auch
Z-Ile-Ach-Benzocain (1n) mit dé/dTvon 0,9, —5,1 und —4,7 x 10~* ppm/° ldsst sich noch
am Rande zu dieser Gruppe zéihlen, wobei der Wert 0,9 x 107 ppm/° auf die Ausbildung
einer intramolekularen Briicke zum Anilid-NH hindeutet.

Bei Z-1le-Gly(2,2-Pr,)-Benzocain (1h) treten nur noch minime Unterschiede bei den
Temperaturkoeffizienten der verschiedenen NH auf (—1,8, —1,9 und —2,9 x 10~ ppm/®).
Diesen Hang zur Aquivalenz der Amid-Protonen teilt in geringerem Masse auch das
Z-1le-p-Phe(2-Me)-Benzocain (1k) (—1,4, —0,4 und —2,9 x 10~ ppm/°). Mit einem Wert
von —0,4 x 107® ppm/® scheint hier besonders das Amid-NH intramolekular gebunden zu
sein, jedoch treten bei tieferer Temperatur wiederum nicht-lineare Resonanz-Verschie-
bungen auf.

3. CD-Spektren. — Weitere Information iiber die Sekundérstruktur von Oligopepti-
den kann den CD-Spektren entnommen werden. Sowohl die (z —»=r*)- als auch die
(n—>n*)-Absorption des Peptid-Chromophors (bei ca. 190 bzw. 224 nm) fiihrt bei chiraler
Anordnung mehrerer dieser Chromophore zueinander durch Addition der Cotton-Ef-
fekte zu typischen CD-Exciton-Banden. So weist jede der Sekundarstrukturen eine cha-
rakteristische ‘Standard-CD-Kurve’ auf [20] [29] [30]. Im Falle der Modellpeptide 1
lieferte der Vergleich des Zirkulardichroismus bereits recht konkrete Hinweise auf die
dreidimensionale Struktur ( Tabelle, Fig.2).

Wie man von einem aus natiirlichten Aminosiduren aufgebauten Peptid von so kurzer
Sequenz erwartet, ist das CD-Spektrum von Z-Ile-Gly-Benzocain (1a) bzw. Boc-Ile-Ala-
Benzocain (1b) ziemlich flach und unstrukturiert, was auf eine grossere Zahl von in
Losung nebeneinander vorliegenden Konformationen mit anndhernd gleicher Energie
hindeutet.
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Anders liegen die Verhaltnisse beim Z-Ile-Val(2-Me)-Benzocain (1f): das CD zeigt
hier eine deutliche Strukturierung mit Minima bei 209, 221 und 228 nm. Solche Spektren
findet man bei Oligo- und Polypeptiden mit einer 3,,-Helix ([31-35]), ein Strukturtyp der
sehr nahe bei der a-Helix liegt [36]. Dieser Strukturtyp ist bei lingeren Aib-haltigen
Peptiden hidufig anzutreffen (s. z.B. [37]). Erstaunlich ist, dass 1f, das ja nur einen
Ausschnitt aus einer 3,,-Helix, einen sog. ‘type-11I f-turn’ [38], aufweisen kann, trotz der
kurzen Sequenz schon einen so ausgeprigt strukturierten Cotton-Effekt zeigt, wofur
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Tabelle. CD-Parameter von 1 in MeOH bzw. Trifluoroethanol

Peptid MeOH Trifluoroethanol
A[nm] [0]r % 1079 A [nm] [O]7 % 107
1a 208 29 210 4,6
220 -25 220 -0,9
1b 219 -1, 210 — 6,8
1c 209 15,1 208 9,8
220 -2 218 0.8
1d 218 -52 223 -25
le 213 51 209 15,2
220 -24 229 48
1f 209 - 15,5 209 - 114
221 -15 220 - 56
228 - 81 225 - 6,6
1g 210 22,8 207 29,3
221 -038 220 2,0
1h 220 -76 219 —-31
1i 218 — 13,1 227 ~ 14,5
1k 217 10,1 213 12,5
11 209 16,4 212 6,4
222 -1,7 221 - 0,7
Im 211 il,6 208 10,1
220 - 15 218 0,5
1n 221 —-4,1 206 10,3
lo 213 6,1 208 9.4
220 -13

%) [@] = totale molare Elliptizitit [*cm?/dmol].

normalerweise eine Kettenldnge von mindestens 7-9 Aminosiure-Resten notwendig ist
[32][38].

Die Zuordnung eines ‘type-III f-turns’ zu 1f wird auch durch den Nachweis einer
(4—1) H-Briicke bei den NH-Temperaturkoeffizienten bestatigt.

Die CD-Spektren von Z-Ile-Iva-Benzocain (1d), Z-1le-Phe(2-Me)-Benzocain (1i), Z-
Ile-Gly(2,2-Pr,)-Benzocain (1h) und Z-Ile-Ach-Benzocain (In) zeigen eine einzige Bande
bei 218-221 nm mit totalen molaren Elliptizitdten von —4,1 bis —13,1 x 10* *cm?/dmol.
Diese Kurvenart konnte aus einer Mischung von f-Struktur und nicht-periodischen
(‘random’) Anteilen oder mit dem Vorliegen eines ‘type-I f-turns’ erklart werden. Zumin-
dest bei 1h sind auch bei den NH-Temperaturkoeffizienten Anzeichen fiir eine f-Struktur
vorhanden.

Die Verbindungen Z-lle-Aib-Benzocain (1¢), Z-1le-p-Val(2-Me)-Benzocain (1g), Z-
Ile-Acb-Benzocain (11) und Z-lle-Acp-Benzocain (Im) weisen ein charakteristisch ein-
heitliches Spektrum mit einem Maximum bei 209-211 nm und einem nur schwach
ausgepriagten Minimum bei 220-222 nm auf, was bei mehreren Arten von ‘f-turns’
auftreten kann [20]. Bei Z-lle-p-Phe(2-Me)-Benzocain (1k), Z-Ile-Acs-Benzocain (10)
und Z-Ile-p-Iva-Benzocain (1e) scheint sich diesem Strukturtyp ein zunehmender Anteil
nicht-periodischer Struktur zu iiberlagern.

Beim Ubergang von MeOH, das eher die Ausbildung von §-Faltblattstruktur unter-
stiitzt, zum eher ‘f-turn’-unterstiitzenden CF,COOH [39] bleibt das CD-Spektrum von
1f, 1c, 1g, 11 und 1m im wesentlichen unverdndert; 1d, 1h und 1i gehen in eine eher
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ungeordnete Struktur liber und bei 1k, 1e, 1n und 1o verstérkt sich das fiir die Ausbildung
eines ‘B-turns’ irgendeines Typs charakteristische [20] [30] Maximum bei ca. 210 nm.

4. Diskussion. — Aufgrund der an den Modell-Tripeptiden 1 durchgefiihrten Konfor-
mationsanalysen (unter Einbezug der Resultate®) der Rontgenstrukturanalyse von 1f und
der Konformationsenergie-Berechnungen von 1a, 1c, 1f, 1g und 1h) kénnen folgende
Schliisse gezogen werden:

a) Die untersuchten a,x -disubstituierten a-Aminosduren iiben zumindest in kurzen
Oligopeptiden einen charakteristischen Einfluss auf die Sekundirstruktur aus.

b) Dieser konformationelle Einfluss lésst sich in Typ und in Ausgeprigtheit durch die
Auswah! der Substituenten an C(2) der disubstituierten Aminosdure stark variieren. Es
ist also nicht moglich, in erster Ndherung [11] allen disubstituierten Aminosduren die
gleichen konformationellen Eigenschaften wie dem einfachsten und bekanntesten Vertre-
ter, dem Aib, zuzuordnen.

¢) Den stirksten konformationellen Einfluss beobachtet man bei der Vergrosserung
eines der beiden Substituenten an C(2), besonders deutlich bei der Verzweigung einer
Seitenkette in f-Position, wie dies bei den - und D-Val(2Me)-Derivaten 1f und 1g der
Fall ist. Dabei werden gewinkelte Strukturen stabilisiert, deren Typ von der Konfigura-
tion an C(2) abhingig ist. Die (S)-Konfiguration (in Kombination mit einer natiirlichen
L-Aminosiure) induziert die Ausbildung eines ‘type-III -turns’ (eines Ausschnitts aus
einer 3,-Helix), die (R)-Konfiguration die Ausbildung eines leicht verzerrten ‘type-II
B-turns’, der auch beim Aib in kurzen Peptiden mit relativ kleinem Aib-Anteil vor-
herrscht?).

d) Bei einer linearen Verlingerung der Seitenketten (d.h. keine Verzweigung in
B-Stellung, vgl. 1d/1e, 1h) werden die gewinkelten Geometrien zunehmend destabilisiert
und die gestreckten stabilisiert. In der Ubergangsphase beobachtet man als Folge dieser
Entwicklung eine Abschwichung des bestimmenden konformationellen Einflusses der
disubstituierten Aminosidure auf das Peptid-Riickgrat.

e) Bei den cyclischen Vertretern 11-o iiben 4- und 5-Ring dhnliche konformationelle
Einfliisse wie Aib aus. Mit zunehmender Ringgrésse (6-, 7-Ring) beobachtet man die
gleiche Tendenz wie beim linearen Wachstum der Seitenketten, d.h. eine zunehmende
Stabilisierung von gestreckten Strukturen.

5. Ausblick. — Die Flexibilitit von kleinen, biologisch aktiven Peptiden, dic normaler-
weise in Losung eine grossere Anzahl von Konformationen annehmen, erschwert die
Suche nach ‘aktiven Konformationen’, die von den physiologischen Rezeptoren erkannt
werden [40]. Die Einfiihrung von a,o -disubstituierten o-Aminosiuren reduziert die Fle-
xibilitdt des Peptid-Riickgrates, so dass genauere Aussagen zur aktiven Konformation
eines Peptides an der Rezeptor-Bindungsstelle méglich werden sollten (vgl. auch [41-44]).

Neben der Erforschung der Bezichungen zwischen Struktur, Konformation und
biologischer Aktivitit gehort die Konstruktion von kiinstlichen Proteinen mit massge-
schneiderten physikalisch-chemischen Eingenschaften zu den ehrgeizigsten Projekten der

% S. nachstehende Arbeit [24].

%) Dabei spielt auch die Position der disubstituierten Aminosiuren innerhaib der Sequenz und die Linge des
Peptides eine Rolle; ab einer Kettenldnge von 7-9 Aminosdure-Resten bilden Aib-haltige Peptide deutlich
helicale Strukturen (- oder 3,y-Helices) aus [30]. Ein mdglicher Schluss daraus ist, dass zumindest beim Aib
der Ubergang “type-11 f-turn’ — a-Helix durch die disubstituierte Aminosiure erleichtert wird.



266 HEeLVETICA CHIMICA ACTA - Vol. 71 (1988)

Peptid-Chemie [1] [35] [45-48]. Eine Voraussetzung dafiir ist die Verfiigbarkeit von
Oligopeptid-Blocken mit stabiler Sekundarstruktur als Bauelemente, die bei Bedarf mit
z.B. biotechnologisch hergestellten Polypeptid-Segmenten chemisch oder enzymatisch
verkniipft werden kdnnen. Dabei beschrinkt sich das mégliche Einsatzgebiet von disub-
stituierten Aminosduren nicht nur auf die Regulation der Helixblock-Linge sowie den
Ubergang von verschiedenen Sekundirstrukturbereichen. Da ein substantieller Anteil
der Oberflache von Proteinen aus ‘f-turn’-bildenden Untereinheiten besteht, gilt es als
sicher, dass gewisse ‘g-turns’ als Erkennungsmerkmale fiir die Auslésung von komplexen
immunologischen, endokrinologischen und metabolischen Reaktionen dienen [20]. Auch
hier lasst sich wahrscheinlich das stark ‘f-turn’-induzierende Potential der o, -disubsti-
tuierten Aminosduren nutzbringend verwerten.

Da sich die verschiedenen disubstituierten Aminosduren aufgrund der vorliegenden
Resultate doch wesentlich in ihren konformationellen Eigenschaften unterscheiden, kon-
nen sie zu wichtigen Werkzeugen beim gezielten Aufbau makromolekularer Strukturen
werden. Ihr Einfluss vor allem auch bei lingeren Sequenzen muss daher noch eingehender
untersucht werden; die Synthese solcher Peptide mittels der Azirin/Oxazolon-Methode
ist Gegenstand unserer weiteren Arbeiten.

Experimenteller Teil
Allgemeines und Synthese von 1. S. [15].

CD-Spektren: Jasco-J500-A-Zirkulardichrometer; Quarz-Zellen mit 0,1 cm Durchmesser (¢ = 0,5-0,7 mg
Peptid/ml); Elliptizititen werden als totale molare Elliptizititen [0 ], [?'cm?/dmol] ausgedriickt.

Messung der NH-Temperaturkoeffizienten in CDCl; (¢ = 0,018-0,024 mmM) bei —30°, 0°, RT. und 50°.

Abkiirzungen gemdss [UPAC/IUB-Kommission [49]. Acb = 1-Aminocyclobutancarbonsiure, Ach = 1-Ami-
nocyclohexancarbonsiure, Acp = l-Aminocyclopentancarbonsdure, Acs= 1-Aminocycloheptancarbonsiure,
Aib = 2-Methylalanin ( = 2-Aminoisobuttersiure), Benzocain = 4-Aminobenzoesdure-ethylester, Boc = tert-Bu-
toxycarbonyl-, Gly(2,2-Pr;) = 2,2-Dipropylglycin, lva = r-2-Ethylalanin (= rL-Isovalin, (25)-Konfiguration),
D-Iva = p-2-Ethylalanin ( = p-Isovalin, (2R)-Konfiguration), Phe(2-Me) = 2-Methyl-L-phenylalanin ((25)-Konfi-
guration), D-Phe(2-Me) = 2-Methyl-D-phenylalanin ((2R)-Konfiguration), Val(2-Me) = 2-Methyl-L-valin ((25)-
Konfiguration), b-Val(2-Me) = 2-Methyl-D-valin ((2R)-Konfiguration).
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